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1. RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi y
transmitida por insectos triatominos. La subfamilia Triatominae comprende
aproximadamente 152 especies, siendo el género Panstrongylus, con 13 especies, uno de
los mas importantes a nivel epidemioldgico. En Ecuador, Panstrongylus esta representado
por seis especies, donde destacan dos vectores de importancia médica: Panstrongylus
chinai y Panstrongylus howardi. Mientras que P. chinai puede ser completamente negro
y/o café, habitando las provincias de EI Oro y Loja, P. howardi presenta una coloracion
café anaranjada y es endémico de la provincia de Manabi. Se ha propuesto que P. chinai
podria ser una forma meléanica de P. howardi, por ello, el objetivo principal del estudio
fue comparar el tamafio y la conformacion alar entre individuos hibridos, como también
entre individuos hibridos con respecto a sus parentales mediante el uso de anélisis
morfométrico, con el propdsito de dilucidar si son especies distintas o si se encuentran en
proceso de especiacion debido a su aislamiento geogréafico. La metodologia aplicada fue:
i) la extraccion y montaje de las alas, ii) la captura de imagenes y edicion para mejorar la
visualizacion de los puntos de interés, iii) el procesamiento de imagenes y obtencién de
coordenadas en XYOM. Finalmente, iv) la realizacion de analisis a fin de determinar si
las diferencias eran estadisticamente significativas. Se encontré que existen diferencias
(p < 0.05) en tamafio, pero no en la conformacién de las alas entre P. chinai, P. howardi
y sus hibridos. Asimismo, se observaron diferencias (p < 0.05) de tamafio entre machos
y hembras a nivel inter e intraespecifico, pero no en conformacion. Concluimos que las
diferencias de tamafio bien se pueden atribuir a los efectos de la variacion ambiental, bien
a la rapidez con la que se alcanza la capacidad de carga en poblaciones asociadas al
domicilio o criadas en laboratorio. Adicionalmente, los resultados de la conformacion
alar de esta investigacién contrastan con otros estudios de cabezas, alas y huevos, donde
encontraron diferencias. Nuestros datos evidencian que P. chinai y P. howardi son
especies distintas, no obstante, estdn cercanamente emparentadas, tanto morfoldgica

como reproductivamente.

Palabras clave: conformacion alar, hibrido morfometria, Panstrongylus, tamafio alar.



2. ABSTRACT

Chagas disease is caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi and transmitted
by kissing bugs (triatomines). There are around 152 species classified within the
subfamily Triatominae, being the genus Panstrongylus, with 13 species, one of the most
epidemiologically important. In Ecuador, Panstrongylus is represented by six species,
such as Panstrongylus chinai and Panstrongylus howardi, two vectors with relative
medical importance. While P. chinai can be completely black and/or brown and is
distributed in EI Oro and Loja provinces, P. howardi displays a brown-orangish
coloration and is endemic to the Manabi province, but previous studies have proposed
that P. chinai might be a melanic form of P. howardi. Therefore, the main objective of
this study was to compare both size and shape of wings between hybrids, as well as
between hybrids and parental individuals, using geometric morphometrics in order to
elucidate whether they are different species or if they are undergoing speciation due to
geographic isolation. To do so, i) the wings of each individual were extracted and
mounted. Then, ii) photos of each wing were taken and edited in favor of a better
visualization of landmarks. Next, iii) the edited images were processed within the XYOM
platform, and coordinates were obtained. Finally, iv) several analyses were performed to
determine whether the differences were statistically significant or not. Our results showed
differences (p < 0.05) in wing size between P. chinai, P. howardi and hybrids, however,
no differences were found in wing shape. Additionally, differences (p < 0.05) in wing
size between males and females were found, both at the intra and at interspecific levels.
Nevertheless, the same cannot be stated for wing shape. In conclusion, the differences in
size could be attributed to the effects of environmental variation or, perhaps, to the speed
at which the domiciliary and laboratory populations reach their carrying capacity. Finally,
our results demonstrated differences in shape, which contrast with other studies on heads,
wings and eggs. Our data suggests that P. chinai and P. howardi are different, but closely

related species, both morphologically and reproductively.

Key words: hybrid, morphometrics, Panstrongylus, wing size, wing shape.



3. INTRODUCCION

3.1. LAENFERMEDAD DE CHAGAS

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la enfermedad de
Chagas, que se conoce también como Tripanosomiasis americana, es una enfermedad
causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi y transmitida por insectos
triatominos. Considerada como una enfermedad desatendida, se encuentra mayormente
en zonas endémicas de 21 paises de America Central y Sudamérica (Anexo 1); no
obstante, debido a la migracion, se ha extendido a otros continentes (Anexo 2). En este
contexto, es importante sefialar que aproximadamente 10 000 personas mueren cada afo
de Chagas, existen 8 millones de personas infectadas y méas de 25 millones de personas
se encuentran en riesgo de contraer la enfermedad (OMS, 2018). En Ecuador,
aproximadamente 230 000 personas estan infectadas y 6.2 millones se encuentran en

riesgo de contraer la enfermedad (Villacis et al., 2008).

3.1.1. ANTECENDENTES

Los registros méas antiguos de la tripanosomiasis americana datan de hace 9 000
afos, en Chile, donde momias de la cultura Chinchorro presentaban un crecimiento
inusual del esdfago y el colon (Aufderheide et al., 2004). Mucho maés tarde, hace 1 600
afios, en Bolivia, momias de la cultura Wankarani mostraban signos de haber sufrido un
agrandamiento de los intestinos y el corazdn, sintomas clasicos de una enfermedad de
Chagas crénica (Ramen, 2002). Se conoce que esta dolencia puede llegar a dafiar los

nervios del corazon encargados de controlar el latido.

Tomese en cuenta que los Wankarani eran una cultura andina del altiplano boliviano, al
sur del lago Poopd, ecosistema que tiene una altitud promedio de 4 000 metros sobre el
nivel del mar (m.s.n.m) (Ramen, 2002). Las zonas altas tienen menos oxigeno que las
zonas bajas, por lo que las adaptaciones fisiologicas para 6rganos como los pulmones y
el corazdn son bastante extremas, pues deben esforzarse mucho para poder mantener la

presion y la cantidad de oxigeno a niveles adecuados (Bartsch & Gibbs, 2007). De este



modo, una persona con Chagas crénico puede morir mas rapidamente cuando vive en

zonas altas que cuando vive en zonas bajas.

Algunos historiadores han propuesto que Charles Darwin pudo haber muerto de
Chagas. Durante su paso por Sudamérica, Darwin menciona en sus notas que dejo a un
triatomino picarle para comprobar sus habitos alimenticios. Afios mas tarde, sintomas
como depresién, fatiga y fiebre lo atormentarian y lo llevarian a tener dolores durante el
resto de su vida. Sin embargo, la evidencia més contundente de este hecho fue que el
naturalista inglés mostraba signos de haber sufrido algun tipo de dafio en el corazon, lo

cual pareceria estar relacionado con su contacto con el insecto (Ramen, 2002).

En 1909, el cientifico brasilefio, Carlos Chagas, report6 el primer caso en una nifia
de dos afios que presentaba sintomas de inflamacién y hemorragia a nivel del higado y el
bazo. No solo descubrié que los insectos triatominos eran los vectores de la enfermedad,
sino que también describio los sintomas y al agente causal, Trypanosoma cruzi. Su trabajo
fue pionero en la investigacion de las enfermedades infecciosas y sigue siendo, hasta la
actualidad, un referente excelente sobre la aplicacion del método cientifico (Araujo et al.,
2017).

3.1.2. LAIMPORTANCIADE LASALUDY EL CONCEPTO DE DALYS

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), para logar un correcto
entendimiento de la relacion costo-beneficio que existe en cualquier intervencién dentro
del &mbito de la salud, es necesario entender cuales son las consecuencias especificas de
cada enfermedad para la vida de las personas, tanto durante como después de sufrirla. En
este contexto, un estudio realizado en 1990 planteaba el desarrollo de un nuevo indicador
para evaluar el peso que las enfermedades tienen a nivel de region, edad y sexo (Murray
etal., 1994).

De esta forma nace el concepto de DALY (por sus siglas en inglés) o el nimero
de afios de vida ajustados por discapacidad, el cual representa cada afio de vida saludable
perdido debido a una enfermedad o lesion. Tambien se puede pensar como una forma de

medir la brecha que existe entre el estado de salud actual y un estado ideal. El célculo se



realiza sumando los afios de vida perdidos (YLL, por sus siglas en inglés) causada por
una mortalidad prematura en la poblacion y los afios perdidos por discapacidad (YLD,
por sus siglas en inglés) para la gente que vive con la enfermedad o sus consecuencias
(OMS, 2018).

Conforme a un modelo simulado por computadora (que incluia datos la OMS con
respecto a la probabilidad de evolucionar hacia las distintas fases de la enfermedad de
Chagas), se estim6 que un individuo infectado puede costar 474 dolares en cuidados al
sistema de salud y 0.51 DALY's anualmente. Adicionalmente, a lo largo de su vida, el
costo puede llegar a los 3 456 dolares y 3.57 DALYSs. Cuando estos datos se proyectan a
una escala global, el costo anual puede llegar a ser de 627.46 millones de dolares y 806
170 DALYs. Finalmente, el costo neto global de individuos infectados actualmente es de
24.73 mil millones de dolares en cuidados y 29 385 250 DALYs. Estos datos son muy
similares a lo que se observa en enfermedades como el cancer de cervicales, el célera'y

la gastroenteritis (Lee et al., 2013).

3.1.3. RUTAS DE TRANSMISION

La forma més comun de transmision de T. cruzi es la transmision vectorial, la cual
se da mediante el contacto con las heces de un triatomino con habitos alimenticios
hematdfagos. Cuando el insecto se alimenta de sangre, defeca muy cerca de la herida. Las
defecaciones estan llenas del parasito y, al momento de rascarse, la persona facilita su
entrada al torrente sanguineo (ISGLOBAL, 2018). Ademas, otras vias de transmisién a
considerar son: 1) de madre a hijo, 2) a través de transfusiones o trasplantes de personas
infectadas, 3) oralmente debido al contacto con alimentos contaminados por el vector y
4) en el laboratorio por una inoculacion accidental al momento de manipular de forma
inadecuada muestras contaminadas con el parasito (OMS, 2018; ISGLOBAL, 2018).

3.1.4. SINTOMAS

La enfermedad de Chagas tiene dos fases principales: la fase aguda y la fase
cronica. La primera es generalmente corta, pero violenta, con sintomas como fiebre e

inflamacion en 6rganos como el colon y el corazon; sin embargo, suelen presentarse casos



asintomaticos, lo que hace dificil su deteccion (Ramen, 2002; OMS, 2018). Se ha
reportado que los adultos tienen una mayor probabilidad de sobrevivir a las primeras fases
de la enfermedad que los nifios. La fase crénica suele ocurrir varios afios después; en este
punto, los parasitos han invadido el sistema nervioso y varios Organos, destruyendo
tejidos y acabando con los nervios que controlan procesos intestinales y cardiacos.
Asimismo, los érganos afectados se agrandan y su funcionamiento se ve comprometido
(Ramen, 2002).

3.1.5. TRATAMIENTO

Puesto que no existe una vacuna (OMS, 2018) y es una enfermedad dificil de
tratar, es esencial diagnosticarla lo méas pronto posible. Se recomienda tratarla durante la
fase aguda en todos los que hayan sufrido transmision vectorial 0 congénita, asi como en
personas inmunodeprimidas (ISGLOBAL, 2018). Por otra parte, el tratamiento durante
la fase cronica se debe aplicar en nifios y puede tener beneficios potenciales para los
adultos (CDC, 2015). Los medicamentos utilizados son Benznidazol y Nifurtimox, no
obstante, ambos tienen efectos adversos; el Benznidazol puede provocar dermatitis
alérgica, insomnio y pérdida de peso y el Nifurtimox puede causar nauseas, vomito y
mareo (CDC, 2019). Ademas, se ha reportado que los efectos secundarios de ambos
farmacos tienden a aumentar en frecuencia y peligrosidad a medida que avanza la edad
(CDC, 2019). Mientras que para los nifios y jovenes hay una alta probabilidad de curarse
por completo después de recibir el tratamiento, en el caso de los adultos no se puede decir
lo mismo. Adicionalmente, es necesario un seguimiento anual para observar si se
presentan complicaciones (ISGLOBAL, 2018).

3.1.6. EL PARASITO

Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado que pertenece al orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (Keas, 1999; TOLWEB, 2009). El ciclo de
vida del parasito se puede entender desde la perspectiva de la transmision entre dos
ambientes totalmente diferentes y la colonizacion de celulas especificas. De esta forma,
el Trypanosoma debe colonizar las células del intestino medio del vector. Posterior a esto,



una vez transmitido, debe ser capaz de colonizar el citoplasma de la célula huésped del

mamifero hospedero (Tyler & Engman, 2001).

Se sabe que Trypanosoma cruzi posee una estructura poblacional clonal, esto es,
que aquellos genotipos multilocus de los descendientes son iguales al genotipo original
(Mufioz et al., 2013). Sin embargo, los descubrimientos con respecto a eventos como
intercambio genético, intercambio mitocondrial e hibridacion han provocado que los
cientificos se replanteen el estudio de su evolucion (Mufioz et al., 2013). La importancia
de este analisis radica en que permite a la comunidad médica evaluar el impacto que
tienen los cambios genéticos del parésito sobre el desarrollo de nuevas técnicas para
combatir sus intrincados mecanismos adaptativos (Zingales et al., 2009; Ocafa-Mayorga
etal., 2010).

En este sentido, el nuevo acercamiento al problema se da a través de los DTUs
(Unidad de Tipificacion Discreta). Se definen como el conjunto de linajes que estan
genéticamente mas relacionados entre ellos que con cualquier otro linaje y que se pueden
identificar facilmente por marcadores moleculares, genéticos o inmunologicos. Por ende,
las cepas de Trypanosoma cruzi se pueden asignar a seis DTUs (T. cruzi I-V1) o linajes

filogenéticos (Zingales et al., 2009).

3.1.7. CICLO DE VIDA DEL PARASITO

El ciclo de vida del parasito se divide en dos fases principales: la invasion al vector
y la invasion al ser humano. Cuando un vector infectado se alimenta de la sangre del
hospedero, debido a su pobre capacidad de retener liquido, defeca sobre la herida y
permite la entrada de tripomastigotes metaciclicos. Luego, estos dltimos ingresan a las
células de la herida; una vez dentro, se transforman en amastigotes intracelulares.
Después, los amastigotes se dividen por fision binaria hasta alcanzar la madurez y se
convierten en tripomastigotes. En este punto, los tripomastigotes pueden tomar dos
caminos: o bien infectan otros tejidos y se vuelven a transformar en amastigotes
intracelulares, o bien rompen la célula afectada y entran al torrente sanguineo. La
transformacion de tripomastigote a amastigote resulta en la manifestacion clinica de la
enfermedad (Anexo 3) (CDC, 2015).



Si, por otra parte, el parasito pasa al torrente sanguineo, un triatomino puede
alimentarse de sangre e infectarse. Una vez dentro del vector, los tripomastigotes alcanzan
el intestino medio y se convierten en epimastigotes. Posteriormente, los epimastigotes se
dividen y se diferencian. Finalmente, cuando alcanzan el intestino posterior, se

diferencian en tripomastigotes y el ciclo se repite (Anexo 3) (CDC, 2015).

3.2. VECTORES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Se han reportado aproximadamente 152 especies de Triatominae (Lent &
Wygodzinsky, 1979; Schofield & Galvao, 2009; Mendonca et al. 2016; Justi & Galvao,
2017), con un total de 17 géneros. La mayor parte se encuentra en América, sin embargo,
Triatoma rubrofasciata es una excepcion que se puede encontrar en el Viejo Mundo junto
con otras siete especies parecidas morfolégicamente (Dujardin et al., 2002). Se piensa
que al menos la mitad de las especies de triatominos encontradas en el continente
americano portan el parasito. Asi, Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus son los géneros
mas importantes desde un punto de vista epidemioldgico. La subfamilia Triatominae
pertenece a la familia Reduviidae y se considera un grupo polifilético que se caracteriza
por el habito de la hematofagia, la presencia de una proboscis recta y estrecha, mandibulas
que perforan el tejido y una membrana entre el segundo y tercer segmento del rostrum
(Dujardin et al., 2002). Los adultos son facilmente distinguibles de las ninfas si se observa
atentamente el color, la cabeza, el tamario, la forma del cuerpo, la presencia de alas y la
diferenciacion de su genitalia (Rozendaal, 1997; Dujardin et al., 2002). En este sentido,
el color puede cambiar con la muerte de los individuos, por lo que debe analizarse con
cuidado. Asimismo, aparte de no conocerse si existe una alta tasa de determinismo
genético con respecto al color, este factor ha llevado a descripciones erroneas de especies

y subespecies (Dujardin et al., 2002).

3.2.1. CICLO DE VIDA DEL VECTOR

El ciclo de vida del vector puede durar de 4 a 24 meses, donde pasa de huevo a
adulto. En este sentido, se conoce que las especies con mayor importancia pueden llegar

a tener hasta dos ciclos por afio. Ya que los triatominos son hemimetéabolos, los adultos



se distinguen de los estadios ninfales por sus alas y genitalia desarrolladas. A diferencia
de otros vectores, tanto adultos como ninfas comparten habitat y el comportamiento de
hematofagia (Rozendaal, 1997). Cabe recalcar que los triatominos atraviesan cinco

estadios ninfales y luego pasan a ser adultos (macho o hembra) (Stevens et al., 2011).

De acuerdo a Mosquera et al., (2016), en el caso de Panstrongylus chinai, el ciclo
de vida puede durar aproximadamente un afio en condiciones de laboratorio. Por ende, en
promedio, cada estadio tiene la siguiente duracion: El paso de huevo a NI toma 25 dias,
de NI a NII toma 38 dias, de NIl a NIl demora 42 dias, de NIl a NIV es de 51 dias, de
NIV a NV tarda 73 dias y de NV a adulto es de 168 dias (Anexo 4) (Mosquera et al.,
2016). Es interesante observar que los estadios NI 'y NV son los que presentan una mayor
tasa de mortalidad; mientras que el estadio | muere probablemente debido a que ciertos
componentes de su proboscis aln son delicados y se pueden dafiar facilmente, el estadio
V lo hace posiblemente porque enfrenta retos muy complejos para alcanzar la Gltima

muda, un evento que se ha observado en otras especies (Mosquera et al., 2016).

Segun Castillo, (2017), Panstrongylus howardi tiene un ciclo de vida que dura
aproximadamente seis meses en condiciones de laboratorio. De tal manera que, de huevo
a N1 toma aproximadamente 28 dias, de NI a NIl unos 23 dias, de NIl a NIII 22 dias, de
NI a NIV alrededor de 28 dias, de NIV a NV 37 dias y de NV a adulto 42 dias. Por otra
parte, esta especie presenta una mayor mortalidad durante los dos primeros estadios
ninfales (NI'y NII). En resumen, como se observo en P. chinai, este fendmeno responderia
al hecho de que las ninfas jovenes poseen una construccién bucal delicada y enfrentan

serias dificultades al momento de alimentarse (Castillo, 2017).

3.2.2. INSECTOS TRANSMISORES DE LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS EN EL ECUADOR

En Ecuador se han reportado 16 especies de insectos de la familia Triatominae en
18 de las 24 provincias que conforman el pais, siendo las mas importantes Rhodnius
ecuadoriensis y Triatoma dimidiata. Adicionalmente, aun cuando son considerados
vectores secundarios, algunas especies del genero Panstrongylus han ganado importancia

debido a su rapida expansion hacia &reas habitadas por el ser humano y a ciertos
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comportamientos que los hacen buenos vectores, como son: i) un tiempo de contacto
considerable con el hospedero, ii) el consumo de una gran cantidad de sangre, iii) la
produccidn de su primera defecacion en un tiempo relativamente corto desde el inicio de
la alimentacion, iv) una respuesta relativamente rapida a la presencia del hospedero, v)
una tasa de defecacion bastante alta durante la alimentacion y vi) una alta tasa de infeccién

por el parasito T. cruzi (Castillo, 2017; Villacis et al., datos no publicados).

El género Panstrongylus abarca 13 especies descritas que suelen asociarse a
animales que viven en nidos o madrigueras para tener un acceso facil a la fuente de sangre.
En este contexto, P. megistus fue la primera especie de triatomino en ser considerada
como vector del parasito que causa la enfermedad de Chagas, pese a que hoy en dia tiene
una importancia mas historica, y no tanto epidemioldgica (Dujardin et al., 2002). En
Ecuador se han reportado cinco especies del género Panstrongylus: P. chinai, P.
geniculatus P. howardi, P. lignarius/P. herreri y P. rufotuberculatus (Villacis et al.,
2015).

3.2.2.1. Panstrongylus chinai

Entre las distintas especies del género, P. chinai es un vector de alta importancia
en Ecuador, Pert y Venezuela. En Peru se ha encontrado mayormente en el Departamento
de Piura, habitando ambientes selvaticos, aunque se han visto casos de colonizacién al
habitat domiciliar (Villacis et al., datos no publicados). Por otra parte, en Ecuador se ha
registrado su presencia en las provincias de ElI Oro y Loja, entre los 175 y los 2003
m.s.n.m. Suele colonizar el domicilio, encontrandose facilmente bajo las camas y/o dentro
de huecos en las paredes. De igual manera, puede ubicarse en el peridomicilio, hallandose
facilmente en gallineros, nidos de palomas o nidos de ratas. A pesar de que no se conoce
su habitat silvestre, en Venezuela se reportd en una localidad como P. turpiali, en el

estado de Mérida, al oeste del pais (Grijalva et al., 2015; Mosquera et al., 2016).

En cuanto a su morfologia, P. chinai puede ser completamente negro y/o cafe.
Ademas, el proceso escutelar es alargado y se encuentra afilado distalmente, a méas de ser
subcilindrico. El largo total de su cuerpo puede estar entre los 22 y los 27 mm, el pronoto

puede tener entre 5.5y 7 mm de ancho y el abdomen puede ser de 11 a 12 mm de ancho
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(Carcavallo et al.,, 1997). Su tamafio desde el clipeo hasta la genitalia es de

aproximadamente 23.19 mm en machos y 23.86 mm en hembras (Anexos 5y 6).

3.2.2.2. Panstrongylus howardi

P. howardi es una especie endémica que se encuentra Gnicamente en la provincia
de Manabi, en Ecuador. Aunque se ha reportado su presencia mayormente en el ambiente
peridoméstico, especificamente asociado a nidos de roedores y marsupiales, se ha
encontrado un registro en el ambiente selvatico (Suarez-Davalos et al., 2010; Villacis et
al., datos no publicados). Grandes colonias de esta especie pueden estar escondidas entre
pilas de ladrillos y madera, asi como en bromelias conocidas con el nombre de “pifiuelas”

(Aechmea magdalenae) (Villacis et al., 2015).

Por otro lado, P. howardi, tiende a tener un color café con anaranjado a rojizo, el segundo
segmento rostral es mas largo que el primero y su fémur carece de denticulos, pese a que
tiene una pequefa protuberancia subapical. El tamafio del cuerpo puede estar entre los 25
y los 29 mm, el ancho del pronoto esta entre los 6 y los 6.5 mm y el ancho del abdomen
puede encontrarse entre los 8.5y los 11mm (Carcavallo et al., 1997). Su tamafio desde el
clipeo hasta la genitalia es de aproximadamente 26.02 mm en machos y 27.02 mm en
hembras (Anexos 5 y 6). Se piensa que P. chinai podria ser una forma meléanica de P.

howardi, ya que muestran varias similitudes a nivel morfoldgico (Patterson et al., 2009).

3.3. LA MORFOMETRIA: HISTORIA, CONCEPTOS BASICOS Y
APLICACIONES

El andlisis de la anatomia y la morfologia permite evidenciar diferencias en las
especies a nivel intra e interespecifico. Al inicio, el andlisis era cualitativo, por lo que
podia resultar subjetivo y no reflejar resultados cercanos a la realidad. En este sentido, la
descripcion se realizaba mediante términos poco especificos como “fusiforme”,
“alargado”, “circular”. No obstante, a principios del siglo XX, el analisis cuantitativo
causd una revolucion en la Biologia, ddndole una herramienta objetiva que tendria un
alcance inesperado para los cientificos. De este modo, se define a la morfometria como

“el estudio cuantitativo de la variacion de las formas biologicas” (Lopez, 2015). La
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morfometria tradicional utilizaba datos como angulos y distancias que se analizaban
mediante estadistica multivariada y generaba graficos cuya interpretacion era una tarea
complicada. Ademas, los datos analizados por la morfometria tradicional no permiten
remover los efectos de la escala y el tamafio, ni mantienen ciertas relaciones geométricas,

esenciales para realizar comparaciones adecuadas (Benitez & Puschel, 2014).

De esta forma, a finales del siglo XX, nace la morfometria geométrica. Conforme
a Bookstein, (1982), “es una fusion empirica de la Geometria con la Biologia”, pues
analiza la anatomia o morfologia de los organismos a partir de un espacio geométrico y
utiliza estadistica multivariada para extraer informacion de interés biologico. Un
concepto fundamental en morfometria es la forma, propiedad que, teéricamente, no esta

relacionada con el tamafio (Lopez, 2015).

No obstante, la forma y el tamafio estdn intimamente relacionados en la
morfometria debido a que dos individuos de la misma especie y del mismo tamarfio pueden
tener formas diferentes (alometria) (LOpez, 2015). En este contexto, las herramientas del
andlisis alométrico son la homologia, que tiene que ver con como ciertas partes de un
individuo se corresponden con las de otro individuo y la localizacion, que es la ubicacién
espacial en un eje de dos o tres dimensiones de dichas partes. Dentro de la localizacion,
podemos mencionar que se usan dos variables: los landmarks y los outlines. Los
landmarks (puntos de referencia) son sitios anatémicos, reconocibles entre individuos,
gue no cambian de posicion con respecto a otros landmarks. Por otro lado, los outlines
son el contorno de la forma en cuestion (Ldpez, 2015). Finalmente, las coordenadas
representan la posicion relativa de la forma de una configuracion especifica de landmarks.
Esto permite observar una formay su variacion entre individuos en tiempo real (Dujardin,
2008).

El Anélisis Generalizado de Procrustes (GPA) es una técnica de analisis
multivariado que permite realizar transformaciones de matrices de datos mediante un
criterio de minimos cuadrados y facilitar una comparacién 6ptima entre ellas. El nombre
“Procrustes” se refiere a un personaje de la mitologia griega que masacraba a quienes le
visitaban, obligandolos a encajar perfectamente en una cama de hierro mediante la
amputacion de las extremidades que sobresalian o la ruptura de algunos huesos hasta que

se estiraran lo suficiente. De esta forma, en el caso del GPA, una configuracion
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determinada de landmarks encaja dentro de otra. Ademas, las operaciones no alteran la
forma y minimizan las diferencias entre las configuraciones que tienen el mismo numero

de coordenadas y landmarks (Zelditch et al., 2004).

El GPA consiste en tres pasos: Primero, cada configuracion de landmarks debe
ser trasladada al origen de su centroide. Luego, de acuerdo al tamafio del centroide, las
configuraciones se escalan. Finalmente, se rotan las configuraciones. El resultado que se
espera es un conjunto de coordenadas que se proyectan en un plano Euclidiano. Esta
aproximacion permite observar las diferencias entre las distintas configuraciones y

realizar los analisis estadisticos que toman en cuenta el tamafio y la forma (Romo, 2018).

Segun Dujardin et al., (2010), el tamafio del centroide es la raiz cuadrada de las
distancias al cuadrado desde el centroide hasta un landmark y funciona como un
estimador que evidencia cambios de tamafio en varias direcciones. Suele expresarse en

pixeles.

Por otra parte, es importante diferenciar dos tipos de distancias utilizadas en el
contexto de la morfometria: la distancia Euclidiana y la distancia de Mahalanobis.
Mientras que la primera es, sencillamente, una linea dibujada entre dos puntos en un
plano, la segunda es la medida entre un punto y una distribucién (Dujardin et al., 2010;
Garza-Ulloa, 2018).

La morfometria se ha utilizado para diversas tareas dentro del marco de la
dilucidacion de las relaciones que existen entre las distintas especies de la subfamilia
Triatominae. Por ejemplo, se utiliz6 andlisis morfométrico para determinar la utilidad de
las marcas hexacoriales como un caracter diagnéstico de distintas especies del género
Triatoma (Vallegas, 2001). También, se usaron principios de morfometria para
comprobar el dimorfismo sexual en individuos de P. herreri (Ancca et al., 2008).
Adicionalmente, se aplicaron técnicas morfométricas para analizar la influencia
ambiental en el desarrollo alar, caracteristica que se encuentra estrechamente relacionada

con la capacidad de dispersion de los triatominos (Menes, 2004).

Dentro del ambito de la morfometria alar, el analisis de su arquitectura ha
demostrado ser una herramienta de apoyo en estudios filogenéticos; asi lo demuestra el
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estudio de Soto-Vivas et al., (2011), donde se cuestiona la monofilia del género Rhodnius,
al cual pertenece un vector importante para el Ecuador, Rhodnius ecuadoriensis.
Finalmente, un acercamiento al estudio de los distintos componentes de la dinamica
poblacional también puede realizarse desde la morfometria, como son: distribucion,

variacion, aislamiento, estructura y flujo génico (Gonzélez, 2013).

En Ecuador, la morfometria se ha utilizado para realizar estudios tan variados
como la caracterizacion de Neoleucinodes elegantalis, una plaga en los cultivos de
naranjilla (Noboa, 2015) y la agilizacion del analisis de la diversidad de las abejas sin
aguijon en las provincias de El Oro, Lojay Zamora (Garcia et al., 2015). Por otra parte,
en cuanto al estudio de los triatominos se refiere, en el pais, la morfometria ha sido de
gran utilidad para diferenciar poblaciones y especies mediante el estudio de la forma de
los huevos (Santillan-Guayasamin et al., 2017).

De igual forma, ha permitido obtener mayor informacion sobre los vectores de la
enfermedad de Chagas que poseen una alta importancia médica, como Rhodnius
ecuadoriensis, en aquellas provincias del pais donde constituyen un problema severo
(Santillan, 2016) y ha demostrado ser una buena herramienta para tomar decisiones con
respecto a la implementacion de estrategias de control (Abad-Franch et al., 2001). En este
contexto, més especificamente, la morfometria alar en triatominos ha sido poco estudiada
en el Ecuador, citando el andlisis morfométrico de cuatro especies del género
Panstrongylus realizado por Orozco, (2013) y la diferenciacion de dos poblaciones
geograficamente separadas de Rhodnius ecuadoriensis a través de morfometria de alas y

antenas publicada por Villacis et al., (2010) como los estudios mas representativos.

3.3.1. MORFOMETRIAY SISTEMATICA

Las preguntas que plantea la sistematica pueden ser tratadas desde la morfometria.
En este contexto, la taxonomia nos ayuda a diferenciar una especie de otra a través del
analisis de las variables que permiten la discriminacion mas efectiva. Es necesario tomar
en cuenta que las herramientas que ayudan a realizar el proceso de discriminacion
taxondmica no siempre son equivalentes a caracteres que informan acerca de la
filogenética (Zelditch et al., 2004)



15

La morfometria ya ha cuestionado los limites entre especies o la sinonimizacion
de casos controversiales, especialmente en triatominos, arenillas y mosquitos. Algo
comun dentro del contexto de la variacion es el hecho de que el nivel de variacion
interespecifica suele ser mucho mayor que el nivel de variacion intraespecifica.
Adicionalmente, los 6rganos escogidos para el analisis morfométrico suelen ser barreras
reproductivas mecanicas y no otros érganos. Por otro lado, las especies no solo se

diferencian en tamafio, sino también, e incluso més, en forma (Dujardin, 2008).

De acuerdo a Dujardin & Slice, (2006), Triatominae es un grupo con pocos
problemas taxondémicos que puede beneficiarse de la morfometria, pues, a diferencia de
Phlebotominae, los triatominos son insectos que carecen de caracteres cualitativos que
permitan su discriminacion (exceptuando los patrones de color). Por ejemplo, la
diferenciacion entre Rhodnius robustus y Rhodnius prolixus, una de las mas confusas en
la taxonomia de Triatominae, logré realizarse con éxito a traves de analisis multivariado
de tamafio y forma. La resolucion de la metodologia fue alta y permiti6 realizar una
distincién entre especies a nivel de individuos (Dujardin & Slice, 2006).

3.3.2. LAIMPORTANCIA DE ESTUDIAR ALAS EN TRIATOMINAE

El analisis alar para diagnosticar especies es un método ampliamente utilizado en
mosquitos; puesto que son estructuras casi bidimensionales y considerablemente rigidas,
los errores provocados por la digitalizacion se ven reducidos al minimo. Esto también es
cierto para Triatominae. El método més utilizado se basa en landmarks y permite obtener
informacion con respecto a forma y tamarfio, permitiendo la visualizacion de cambios de
forma. Es necesario considerar que unos pocos landmarks no describen por completo un
ala, por lo que se debe escoger un nimero adecuado para lograr una buena resolucion en
los resultados (Garros & Dujardin, 2013).

En un estudio realizado por Dujardin et al., (2007), la geometria alar se utilizo
para asignar a un ala su linea parental correspondiente. En contraste con otros metodos
empleados en el area de la morfometria, se utilizaron coordenadas en vez de distancias

entre landmarks. Asi, se obtuvieron tanto la distancia como la posicién relativa de cada
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uno, de manera que se visualizara la forma del ala. Este tipo de metodologia permite
obtener mayor informacion a través de un unico procedimiento que abarca los resultados
de la morfometria tradicional y la geométrica. Los resultados obtenidos mostraron que el
uso de la morfometria alar puede ayudar a dilucidar los origenes de una poblacién, incluso

a partir de un solo individuo.

3.4. JUSTIFICACION

Por su eficiencia como vector, habitos alimenticios, capacidad de encontrarse en
el intradomicilio y estrategias para sobrevivir en ambientes creados por el ser humano,
considero que la comparacién entre P. howardi y P. chinai mediante el analisis
morfométrico es un aporte importante para realizar avances en el proceso de erradicacion
de la enfermedad de Chagas que, al ser una enfermedad de la pobreza, no recibe la
atencién que merece por parte de los organismos de salud. En este contexto, es necesario
sefialar que el primer paso en el camino que lleva a erradicar una enfermedad es conocer
bien a los integrantes del ciclo, de manera que se puedan desarrollar estrategias que sean
capaces de atacar desde todos los frentes y lograr mejores resultados. Por ello, este estudio
no solo permitira tener mas elementos de juicio al momento de proponer mejores planes
de accion para controlar al vector, sino que también brindara nuevo conocimiento en un

area poco estudiada en el Ecuador como es la morfometria.

3.5. OBJETIVOS

3.5.1. OBJETIVO GENERAL

» Comparar morfométricamente las alas de individuos hibridos de P. chinaiy P.

howardi.

3.5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Determinar si existe o no diferencia en el tamafio de las alas de los individuos

hibridos con respecto a los parentales.
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H1: El tamafio de las alas de los individuos hibridos es distinto del tamafio de las alas de

los parentales.

HO: El tamafio de las alas de los individuos hibridos no es distinto del tamafo de las

alas de los parentales.

> Determinar si existe o no diferencia en la forma de las alas de los individuos

hibridos con respecto a los parentales.

H1: La forma de las alas de los individuos hibridos es diferente de la forma de las alas

de los parentales.

HO: La forma de las alas de los individuos hibridos no es diferente de la forma de las

alas de los parentales.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 AREA DE ESTUDIO

Este estudio fue realizado con muestras que provenian de dos provincias del
Ecuador: Loja y Manabi. Los insectos se encontraban almacenados en tubos Eppendorf
con alcohol al 70% y fueron tomados de la base de datos del Centro de Investigacion para
la Salud en América Latina (CISeAL). En el caso de Loja, las colecciones provenian de
las localidades: Ashimingo (AH), Bella Maria (BM), Bramaderos (BR), Chaquizca (CQ),
Coamine (CE), La Extensa (EX), Guara (GA), El Huayco (HY), Naranjillo (NJ),
Tacoranga (TC) y Vega del Carmen (VC). En contraste, las de Manabi fueron colectadas
en las localidades: Bejuco (BJ), La Ciénega (CN), Maconta Abajo (MB) y Pimpiguasi
(P1) (Figura 1, Tabla 1).

411 LOJA

La provincia de Loja se encuentra ubicada a 3° 49’ 58.8" de latitud Sur, 80° 4’ 1.2"
de longitud Oeste (GeoHack, 2018). La provincia tiene un relieve considerablemente
irregular; su altitud va desde los 700 a los 3 700 m.s.n.m. y las cordilleras montafiosas
que atraviesan la region moldean su clima (Municipio de Loja, 2018). Asi, la temperatura
media anual esta entre los 15.4 y los 26.6°C y las precipitaciones a lo largo de la provincia

estan en un rango que va de los 0.2 a los 188.9 mm anuales (INHAMI, 2017).

Por otra parte, la provincia de Loja ocupa el decimosegundo puesto en importancia
econdmica para el Ecuador. Entre el 2002 y el 2007, su crecimiento promedio alcanzo el
3.67%. En este contexto, en el afio 2007, la ciudad que mas PIB genero fue su capital,
con el 1.9% de aporte al total nacional (GPL, 2011). Loja es principalmente agricola y
ganadera, con el 61% de sus tierras dedicadas a estas actividades. Los productos mas
cultivados son el maiz, la cafia de azucar, el café y el arroz. La provincia maneja un
modelo agricola basado en la combinacion de cultivos transitorios y permanentes. Otras
actividades comprenden: la construccion, el comercio, las comunicaciones, la mineria 'y
la ceramica (Riofrio, 2007) (GPL, 2011).
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412 MANABI

La provincia de Manabi estd ubicada a 1° 3’ 7.99” Sur, 80° 27" 2.16” Oeste
(GeoHack, 2018). A pesar de que su relieve es poco accidentado, la mayoria de
elevaciones no sobrepasan los 500 m (GPM, 2016). Por otra parte, la temperatura media
anual oscila entre los 20.3 y los 26.6°C. Ademas, la precipitacion puede rondar los 0.2 y
llegar hasta los 424.7 mm anuales (INHAMI, 2017).

De acuerdo a datos del MCPEC (Ministerio Coordinador de Produccion, Empleo
y Competitividad), Manabi es una de las provincias con mayor aporte a la economia del
pais (El Telégrafo, 2016). Esta provincia costera es la mas agricola del Ecuador, pues el
84% de sus tierras son utilizadas para el cultivo de productos como la cafia de azucar, el
platano y la palma africana (El Telégrafo, 2016) (La Hora, 2011). Por otro lado, la pesca,
la segunda actividad econdmica méas importante para los manabitas, generé el 7% del PIB
(Producto Interno Bruto) en el afio 2010 (EI Telégrafo, 2016).

Empresas como La Fabril o Conservas Isabel tienen sus fabricas en la ciudad de
Manta y proporcionan trabajo a un total de 2 800 personas. La industria manufacturera
manabita genera aproximadamente $405 millones de ddlares al afio y abarca el 70% de la

capacidad de produccion nacional (El Telégrafo, 2016) (Tirado, 2013).

4.2 TIPO DE CONSTRUCCION DE VIVIENDAS

En cuanto al tipo de construccion, las provincias muestran materiales y técnicas
que responden al clima y estilo de vida de los habitantes. En la provincia de Loja, las
paredes de las casas se fabrican principalmente de adobe, los pisos son de tierra y para
los techos se utilizan tejas de ceramica (Villacis et al., datos no publicados). Por otro lado,
en la provincia de Manabi, los pisos y paredes de las casas se fabrican con cafia guadua
(Guadua angustifolia) o madera. Ademas, los techos pueden estar construidos con las

frondas de las palmas mediante procesos artesanales o con placas de zinc.

Sin embargo, algunas casas han sido construidas a traves de programas de

vivienda con el apoyo del MIDUVI, que no siempre utiliza materiales de la zona, ni
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permite la participacién activa del propietario en la construccion. Este aporte es esencial
para que las casas respondan a las necesidades especificas de cada lugar. Tanto en Loja
como en Manabi las casas hechas por el MIDUVI se fabrican a partir de ladrillo y bloque,

con un techo de zinc o eternit (fibro-cemento) (Baus, 2015).

Pese a que podria parecer que las casas construidas por el MIDUVI son mas
cémodas que las casas tradicionales, en realidad, muchas personas prefieren vivir en sus
casas “viejas” y poner a los animales a vivir en las casas “nuevas”. Esto se debe
principalmente a que las casas “nuevas” son mucho més calientes que las casas
tradicionales (Baus, 2015). Ademas, los materiales de las casas “viejas” son relativamente
faciles de conseguir y las personas pueden participar activamente de su construccion, lo
que les brinda una sensacion de satisfaccion el poder aportar con su propio esfuerzo.
Lastimosamente, a pesar de sus beneficios, las viviendas tradicionales no estan
construidas con criterios técnicos ni de salud, por lo que facilitan la colonizacion del

vector de la enfermedad de Chagas y pone en peligro a sus habitantes (Baus, 2015).

4.3 COLECCION DE LOS INDIVIDUOS PARENTALES Y CRUCES PARA
OBTENCION DE INDIVIDUOS HIBRIDOS

Los individuos hibridos que se utilizaron para este proyecto se tomaron de un
experimento de cruces realizado en los afios 2015 y 2017. Los parentales originales
provienen de una coleccion realizada en 7 comunidades de Loja (Bella Maria,
Bramaderos, Chaquizca, Guara, El Huayco, Tacoranga y Vega del Carmen) y una
comunidad de Manabi (Bejuco) (Tabla 1). Las colecciones de los individuos de Loja se
hicieron en los afios 2006, 2008, 2009, 2010 y 2011, mientras que la coleccion de la
provincia de Manabi se hizo en el afio 2007. Los triatominos fueron colectados bajo los
permisos N° 002-07 IC-FAU-DNBAPVS/MA, No.006- RM-DPM-MA, N° 006-IC-FLO-
DPL-MA, No0.008- RM-DPM-MA, N° 008-1C-INSEC-DPL-MA, No0.010-IC-FAU-
DNBAPVS/MA y N° 016-07 IC-FAU-DNBAPVS/MA.

Se realiz6 un total de nueve cruces hibridos, donde cinco de ellos consistieron en
colocar una hembra de P. chinai con dos machos de P. howardi, mientras que los cuatro

cruces restantes se hicieron con una hembra de P. howardi y dos machos de P. chinai.
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Lastimosamente, se encontraron varios problemas al momento de conseguir un nimero
adecuado de machos P. howardi, por lo que la cantidad de cruces control no fue
proporcional. Asi, se realizaron cruces control, con veinticuatro cruces para P. chinai y
cuatro para P. howardi. Cada uno de estos cruces se realiz6 colocando dos hembras con
tres machos. Témese en cuenta que el protocolo utilizado para la alimentacion de los
triatominos, que se realizé con palomas inmovilizadas por 30 minutos (15-H-034), se
encuentra aprobado por el IACUC y las colecciones realizadas en las distintas

comunidades en varios afios tienen los permisos correspondientes otorgados por el MAE.

4.4 SELECCION DE MUESTRAS

Tanto los individuos de las especies parentales como los individuos hibridos
fueron tomados de la coleccion de triatominos de la Unidad de Entomologia Médica del
CISeAL. Se utiliz6 un total de 277 individuos para el estudio, de los cuales, 92 eran P.
chinai provenientes de la provincia de Loja, 83 eran P. howardi colectados en la provincia
de Manabi y 102 eran individuos hibridos criados en condiciones de laboratorio (Tabla
1). Los analisis se realizaron unicamente con las alas derecha de machos y hembras

adultos de cada grupo (Figura 2 'y 3).

4.5 MEDICION DEL LARGO DEL CUERPO

Para obtener los datos del largo del cuerpo mostrados en la descripcion de cada
especie en la seccion INTRODUCCION, se utilizé un calibrador MITUTOYO y se midi6
la distancia en mm desde el clipeo hasta la genitalia de un total de 60 individuos (15

machos y 15 hembras por especie). Luego, se procedio a calcular el promedio (Anexo 6).

4.6 PREPARACION DEL MEDIO HOYER

Para el montaje de alas se utiliz6 el medio Hoyer, una solucién que ayuda a limpiar
tejidos y a aumentar su visibilidad debido a su alto indice de refraccion. Adicionalmente,
se conoce que puede ayudar a mantener intacta una muestra bioldgica durante mas de

veinte afios (Romo, 2018) (Anexo 7).
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4.7 CAPTURA DE FOTOGRAFIAS

La captura de imagenes se realizé mediante los programas IrfanView (v. 4.38) y
DP2-TWAIN (v. 7.1). Asimismo, se utilizé el estereoscopio OLYMPUS SZX7 y una
camara OLYMPUS SC100. Se trabajé con un acercamiento de 0.8X (Anexo 8).

4.8 EDICION DE FOTOGRAFIAS

Dado que las venas de las alas de varios individuos eran dificiles de visualizar, se
utilizé el programa Adobe Photoshop Lightroom para editar algunos atributos de la
iluminacion en las imagenes con el fin de evitar errores durante la digitalizacion y los

analisis estadisticos en XYOM (Anexo 9).

4.9 UTILIZACION DEL SOFTWARE XYOM

El programa que se utilizé para realizar el analisis morfométrico fue XYOM (XY
Online Morphometrics, por sus siglas en inglés), un software de acceso libre y
completamente en linea que permite seguir intuitivamente el flujo de trabajo para el
analisis morfométrico. XYOM no solo posee una interfaz moderna y amigable con el
usuario, sino que, al ser una plataforma online, evita problemas de compatibilidad y no
requiere de actualizaciones, instalacion ni configuracion. Adicionalmente, trabaja de la
mano con la plataforma Google Drive, donde se puede almacenar la informacion
necesaria para trabajar con los distintos modulos. Este software ha sido aplicado en
campos como la morfometria tradicional y la morfometria geomeétrica, estrechamente

relacionada con la entomologia médica (Dujardin & Dujardin, 2019).

La plataforma posee 6 mddulos que utilizan una gran diversidad de complejos algoritmos:

a.- DIGITALIZACION: Permite obtener las coordenadas de landmarks,
semilandmarks y pseudolandmarks en distintos formatos para su posterior analisis
(Dujardin & Dujardin, 2019). Para mayor informacion sobre como trabajar con el médulo
de DIGITALIZACION, ver Anexo 10.
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b.- CARACTERIZACION: Engloba aquellos estadisticos que generan datos de
tamafio y forma a partir de landmarks y pseudolandmarks, tales como el GPA (Analisis
Generalizado de Procrustes), PCA (Anélisis de Componentes Principales y DA (Andlisis
Discriminante). Los archivos obtenidos de los analisis de este modulo son la base para

trabajar en la seccién de clasificacion (Dujardin & Dujardin, 2019).

c.- CLASIFICACION: Este mddulo presenta analisis que pretenden evidenciar
la estructura de los datos una vez caracterizados y la relacion que se observa entre
individuos o grupos. Pueden obtenerse clasificaciones validadas basadas en el indice de
méaxima verosimilitud o en las distancias de Mahalanobis y arboles de clasificacién
(Dujardin & Dujardin, 2019). Para mayor informacion sobre como trabajar con los
mddulos de CARACTERIZACION y CLASIFICACION, ver Anexo 11.

d.- IDENTIFICACION: Sirve para clasificar especimenes cuya identidad es
desconocida o de los que el usuario no esta seguro, todo a partir de datos obtenidos de

especimenes de referencia (Dujardin & Dujardin, 2019).

e.- ASIMETRIA: Es (til para obtener datos con respecto a la simetria o asimetria
de la forma y el tamafio, aunque se encuentra restringido Unicamente a landmarks
(Dujardin & Dujardin, 2019).

f.- MISCELANEOS: Abarca andlisis de disparidad métrica, covarianza,

comparaciones entre matrices y alometria (Dujardin & Dujardin, 2019).

4.10 PUNTOS DE REFERENCIA

Se digitalizo un total de 8 puntos de referencia para el andlisis del tamafio y la

conformacion alar. Se utilizaron puntos de interseccion entre nervaduras (Figura 4).

4.11 ANALISIS ESTADISTICOS

A fin de cumplir con los objetivos planteados, el analisis de datos se separd en

analisis de tamafio y conformacion, tanto a nivel interespecifico como intraespecifico.
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4.11.1 TAMANO

Con el objeto de evidenciar las similitudes y diferencias en el tamarfio de las alas
entre los grupos, se realizd un analisis generalizado de Procrustes (GPA). Las
comparaciones se realizan mediante un ANOVA de una sola via dentro de programay se
representan graficamente como un diagrama de caja (boxplot) en XYOM (Dujardin &
Dujardin, 2019). Adicionalmente, se usé un ANOVA para saber si las diferencias entre
grupos con respecto al tamafio alar son estadisticamente significativas (Searle et al.,
2006).

4.11.2 CONFORMACION

Para analizar las diferencias en la conformacion de las alas entre grupos, se
utilizaron algunos resultados derivados del analisis generalizado de Procrustes (GPA). Se
obtuvieron las varianzas de la forma y las significancias al comparar entre grupos.
También se exportaron los gréficos de los landmarks rotados (Rotated Landmarks, tercer
paso del GPA) y la media de los objetos (Mean Objects); estos graficos ayudan a observar
aquellas areas que van a presentar la mayor cantidad de cambios entre grupos (Dujardin
& Dujardin, 2019).

Por otra parte, se uso el analisis discriminante, el cual se encarga de evidenciar
diferencias entre grupos mediante el contraste de muchas variables (Vallejo, 1992).
Ademas, se realizo un analisis de componentes principales (PCA), que permite entender
la estructura de los datos haciendo combinaciones entre varianzas y covarianzas
(Hernandez, 1998). Ambos analisis se exportaron desde XYOM como graficos que
evidencian el solapamiento o separacién entre los grupos estudiados con respecto a la

conformacién de las alas (Dujardin & Dujardin, 2019).

Adicionalmente, se tomé el archivo “PCs”, proveniente del analisis de
componentes principales, con miras a obtener el analisis de clasificacion validada basado
en el indice de maxima verosimilitud (CCCMIi) y el basado en la distancia de
Mahalanobis (CCCMaha). En otras palabras, muestran qué porcentaje de los individuos
fue clasificado correctamente dentro del grupo al que, de acuerdo a los datos ingresados,

deberian pertenecer (reclasificacion).
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Finalmente, usando como base ¢l archivo “ED” (Distancias Euclidianas) del PCA,
se construy6 un dendrograma, que permite clasificar los grupos de acuerdo a su similitud

conformacional (Dujardin & Dujardin, 2019).
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5. RESULTADOS

5.1 TAMANO

Para contestar el primer objetivo, respecto al tamafio alar inter e intraespecifico,

se desgloso de la siguiente manera:

5.1.1 VARIACION INTERESPECIFICA DEL TAMANO ALAR ENTRE

Panstrongylus chinai, P. howardi e hibridos

Al comparar el tamafio del ala (CS) derecha a nivel de especie, la Figura 5y la
Tabla 2 evidenciaron que el tamafio del centroide de los individuos P. howardi fue el
mayor, seguido por P. chinai y este, a su vez, por los hibridos. Ademas, como se observa
en la Tabla 3, las diferencias entre las varias combinaciones fueron, en mayor o menor
medida, significativas (ANOVA, p<0.05). Asi, el valor p, al contrastar el tamafio del
centroide entre P. chinai y los individuos hibridos, fue mayor que la comparacion entre
P. howardi y los hibridos. Por tanto, existe mayor cercania entre P. chinai y los hibridos

que entre estos ultimos y P. howardi en cuanto al tamafio del ala se refiere.

5.1.2 VARIACION INTERESPECIFICA DEL TAMANO ALAR ENTRE
Panstrongylus chinai, P. howardi e hibridos PARA MACHOS Y
HEMBRAS

Tanto los machos como las hembras P. howardi evidenciaron un tamafio del ala
(CS) considerablemente mayor que el de P. chinali, con los hibridos como el grupo con

el menor tamano en el analisis (Figura 6, Figura 7, Tabla 2).

Este hecho se ve respaldado por los datos de la Tabla 3, donde se observé que
existen diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, p<0.05), tanto al comparar
los tres grupos de cada nivel, como al confrontar cada uno. Puesto que el valor p entre P.
chinai y los individuos hibridos fue menor que aquel entre P. howardi y los hibridos,
estos Ultimos presentan mas cercania con P. chinai que con P. howardi para el tamafio

del ala derecha en machos y hembras.
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5.1.3 VARIACION INTRASPECIFICA DEL TAMANO ALAR ENTRE
SEXOS POR ESPECIE

5.1.3.1 DIMORFISMO SEXUAL DE P. chinai

Como se puede ver en la Figura 8 y en la Tabla 2, las hembras P. chinai tuvieron
un mayor tamafo alar (CS) que los machos. Por otro lado, existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (ANOVA, p<0.05) (Tabla 3). En

consecuencia, existe un dimorfismo sexual marcado con respecto al tamafio del ala.

5.1.3.2 DIMORFISMO SEXUAL DE P. howardi

Tanto la Figura 8 como la Tabla 2 sugieren que las hembras P. howardi
manifestaron un tamario alar (CS) mayor que los machos. Igualmente, la Tabla 3 ensefia
que el contraste de sexos mostro diferencias significativas (ANOVA, p<0.05), aunque sin

la misma fuerza estadistica que el caso de P. chinai (ANOVA, p=0.013).

5.1.3.3 DIMORFISMO SEXUAL DE LOS HIBRIDOS

La Figura 8y la Tabla 2 dan a entender que las hembras hibridas poseen un tamafio
del ala derecha (CS) mayor que el de sus compafieros machos. Ademas, se encontr6 una
diferencia estadisticamente significativa entre machos y hembras (ANOVA, p<0.05)
(Tabla 3). No obstante, es necesario mencionar que la significancia pareceria estar muy
cerca del limite donde machos y hembras tendrian el mismo tamafio alar (CS) (ANOVA,
p= 0.046).

5.2 CONFORMACION (FORMA)

Para contestar el segundo objetivo, respecto a la conformacion alar inter e
intraespecifica, se desgloso de la siguiente manera:
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5.2.1 VARIACION INTERESPECIFICA DE LA CONFORMACION ALAR
ENTRE Panstrongylus chinai, P. howardi e hibridos

El PCA obtenido en el gréafico de la Figura 9 demuestra un claro solapamiento en
la conformacién alar entre los tres grupos que conforman la clasificacion por especies.
Especificamente, el dendrograma de la Figura 13 indica que existe una relacion mas
cercana con respecto a la conformacion alar entre P. chinai y los hibridos que entre estos
altimos y P. howardi. Ademas, la Tabla 4 aclara que tanto las distancias euclidianas (ED)
como las de Mahalanobis (MD) sefialaron una mayor relacién (distancias mas cortas)

entre P. chinai y sus hibridos que con los ultimos y P. howardi.

Por otra parte, tal como evidencia la Tabla 5, la reclasificacion validada de
especies mostré el mayor rendimiento del estudio; precisamente, a través de maxima
verosimilitud (CCCMIi), tuvo un menor rendimiento promedio (79.51%) que aquella
basada en la distancia de Mahalanobis (CCCMaha) (84.33%).

Asi, el grupo mejor reclasificado fue P. chinai (CCCMIi: 90.22% y CCCMaha:
88.04%), sequido por P. howardi (CCCMli: 69.88% y CCCMaha: 85.54%), finalizando
con los individuos hibridos (CCCMIi: 78.43% y CCCMaha 79.41%). Se vio que solo P.
chinai fue mejor reclasificado mediante méaxima verosimilitud (CCCMIi) que a través de
la distancia de Mahalanobis (CCCMaha) (Tabla 5).

52.2 VARIACION INTERESPECIFICA DE LA CONFORMACION ALAR
ENTRE Panstrongylus. chinai, P. howardi e hibridos PARA MACHOS Y
HEMBRAS

Al observar el PCA de la Figura 10, se deduce que existe solapamiento entre
especies a nivel de machos en relacion a la conformacion alar. Lo mismo sucede para las
hembras de cada especie (Figura 11). En los dendrogramas de las Figuras 14 y 15 se probd
que, tanto a nivel de machos como de hembras entre especies, la conformacién alar de P.
chinai fue mas cercana a la de los hibridos de lo que lo fue entre los hibridos y los P.

howardi.
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Con respecto a las distancias euclidianas (ED) y de Mahalanobis (MD), los
machos expresaron una mayor cercania entre los individuos P. chinai y los hibridos que
entre estos ultimos y los P. howardi. No obstante, con el grupo de las hembras ocurrié
algo distinto; las distancias euclidianas (ED) indicaron mas cercania entre P. chinai y las
hibridas, en tanto, distancias de Mahalanobis (MD) manifestaron mayor relacion entre P.
howardi y las hibridas (Tabla 4).

Por otro lado, en la Tabla 5, la reclasificacion validada de machos a nivel de
especies mostré un rendimiento del 80.28% para el analisis de maxima verosimilitud
(CCCMIi), menor que el basado en la distancia de Mahalanobis (CCCMaha), que fue del
82.77%.

De esta manera, el grupo mejor reclasificado fue P. chinai (CCCMlIi: 92.59% y
CCCMaha: 85.19%), le sigue P. howardi (CCCMIi: 74.47% y CCCMaha: 89.36%),
terminando con los hibridos (CCCMIi: 73.77% y CCCMaha: 73.77%). Mientras que la
reclasificacion se dio de mejor forma utilizando maxima verosimilitud (CCCMIi) solo
para P. chinali, lo contrario ocurri6é para P. howardi y no existio diferencia cuando se

comparé cada prueba entre los hibridos (Tabla 4).

En contraste, en la Tabla 5, la reclasificacion validada de hembras a nivel de
especies evidencio, para el anélisis de maxima verosimilitud (CCCMli), un rendimiento
(71. 11%) menor que el basado en la distancia de Mahalanobis (CCCMaha) (80.89%).

Por consiguiente, el grupo mejor reclasificado fue P. chinai (CCCMIi: 71.05% y
CCCMaha: 86.84%), le sigue P. howardi (CCCMIi: 66.67% y CCCMaha: 77.78%), y
finaliza con los hibridos (CCCMIi: 75.61% y CCCMaha: 78.05%). En este caso, la mejor

reclasificacion siempre se dio mediante el andlisis basado en la distancia de Mahalanobis.

En general, los machos fueron mejor reclasificados mediante ambos métodos que

las hembras.
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5.2.3 VARIACION INTRAESPECIFICA DE LA CONFORMACION ALAR
ENTRE SEXOS POR ESPECIE

Es menester recalcar que las distancias euclidianas (ED), a este nivel, muestran
una mayor relacion entre P. chinai y los hibridos; un hecho que contrasta con las
distancias de Mahalanobis (MD), que agrupan a los P. howardi con los hibridos (Tabla
4).

La Tabla 5 sefiala que la reclasificacion validada dio los porcentajes promedio
mas bajos al realizar la comparacion entre sexos por especie (CCCMlIi: 47.06% vy
CCCMaha: 51.73%).

De acuerdo a los reportes del GPA (Analisis Generalizado de Procrustes)
obtenidos mediante ANOVA en lo que se refiere a la conformacion alar, no existen
diferencias estadisticamente significativas entre ningin grupo a nivel de especies, sexos,

machos ni hembras.

5.2.3.1 DIMORFISMO SEXUAL DE P. chinai

La Figura 12, que muestra la grafica de un PCA a nivel de sexo entre especies,
informa que hay solapamiento entre machos y hembras P. chinai respecto a la
conformacidn alar. No obstante, el dendrograma de la Figura 16 indica que existe mayor
cercania entre P. chinai y los hibridos que entre estos y P. howardi en relacién a la forma

del ala.

Adicionalmente, las distancias euclidianas (ED) y de Mahalanobis (MD) (Tabla
4) evidencian gue existe una mayor relacion entre machos y hembras de la misma especie

que entre machos y hembras de P. chinai e hibridos respectivamente.

En el caso de la reclasificacion validada (Tabla 5) los machos fueron mejor
reclasificados a través del analisis basado en maxima verosimilitud (CCCMIi: 81.48% y
CCCMaha: 64.81%) que las hembras, quienes fueron mejor reclasificadas a través de la
distancia de Mahalanobis (CCCMIi: 35.84% y CCCMaha: 60.53%).
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5.2.3.2 DIMORFISMO SEXUAL DE P. howardi

En el andlisis de P. howardi, la Figura 12 apunta a que hay un claro solapamiento
entre machos y hembras respecto a la conformacion alar. Empero, el dendrograma de la
Figura 16 indica que existe mayor cercania entre P. chinai y los hibridos que entre estos
y P. howardi para la forma del ala.

Luego, las distancias euclidianas (ED) y de Mahalanobis (MD) (Tabla 4) indican
que existe una mayor relacién entre machos y hembras de la misma especie que entre
machos y hembras de P. chinai e hibridos respectivamente. Tal resultado evidencia que
no existio error al momento de clasificar cada sexo adecuadamente dentro de la especie a

la que pertenecia.

En cuanto a la Tabla 5 se refiere, la reclasificacion validada manifiesta que los
machos fueron mejor reclasificados a través del andlisis basado las distancias de
Mahalanobis (CCCMIi: 25.53% y CCCMaha: 55.32%) que las hembras, siendo mejor
reclasificadas a través del andlisis de méaxima verosimilitud (CCCMIi: 47.22% vy
CCCMaha: 33.33%).

5.2.3.3 DIMORFISMO SEXUAL DE LOS HIBRIDOS

En la Figura 12, se puede observar que el PCA indica solapamiento entre machos
y hembras hibridos respecto a la conformacién alar. Sin embargo, el dendrograma de la
Figura 16 demuestra que existe mayor cercania entre P. chinai y los hibridos que entre

estos y P. howardi.

En suma, para las distancias euclidianas (ED) y de Mahalanobis (MD), hay una
mayor relacion entre machos y hembras de la misma especie que entre machos y hembras
de P. chinai o P. howardi e hibridos (Tabla 4).

En el caso de la Tabla 5, que muestra los resultados de la reclasificacion validada

(nivel sexo), los machos hibridos fueron mejor reclasificados a través del analisis basado
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en la distancia de Mahalanobis (CCCMIi: 27.87% y CCCMaha: 57.38%) que las hembras,
quienes fueron mejor reclasificadas a través del analisis de maxima verosimilitud
(CCCMIli: 63.41% y CCCMaha: 39.02%).
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6. DISCUSION

La enfermedad de Chagas ha perseguido a los habitantes de Sudamérica desde
hace 9000 afios y, pese a que la ciencia y la tecnologia han avanzado a pasos agigantados
en los ultimos dos siglos, las condiciones de vida de muchas personas en la actualidad no
son muy diferentes a las de los individuos de culturas como la Chinchorro o la Wankarani
(Aufderheide et al., 2004). En gran parte, ni los materiales, ni la construccién de las
viviendas de las personas mas pobres de las provincias de Loja y Manabi han cambiado
radicalmente (Villacis et al., datos no publicados). Cuando a la formula se afiade la
invasién agresiva de los ambientes selvaticos por parte del ser humano, una agricultura
que depende excesivamente de plaguicidas que interrumpen las interacciones depredador-
presa y la poca organizacién de los organismos de control para educar a la gente con
respecto al peligro que supone la enfermedad, la receta para el desastre estd completa
(Chuit et al., 2017). Este trabajo representa un nuevo paso en la investigacion de la
enfermedad de Chagas y la entomologia médica en el Ecuador. De esta manera, se ofrece
uno de los primeros andlisis de morfometria alar en individuos hibridos del género
Panstrongylus y una guia detallada para entender el flujo de trabajo en morfometria

geométrica a través del uso de varios programas informaticos.

La morfometria es una herramienta esencial en la entomologia médica puesto que
permite resolver problemas de identificacion y deteccion de especies. Ademas, ha sido de
mucha utilidad en estudios de reinfestacion y estructura poblacional. Por otra parte, es un
método relativamente sencillo y barato de aplicar en programas de control, a mas de
brindar una gran cantidad de informacion con respecto al origen de una poblacion a partir

de un dnico individuo (Dujardin et al., 2007).

Tanto el tamafio como la forma ayudan a entender las similitudes y diferencias
entre grupos. Se debe tomar en cuenta que, si bien el tamafio es un caracter que permite
la discriminacion, la forma tiene mayor resolucion y es menos propensa a los efectos de
la variacion ambiental. Asi, una correcta distincion no solo requiere de diferencias
estadisticamente significativas, sino también poco solapamiento entre los grupos
analizados (Garros & Dujardin, 2013).
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6.1 TAMANO

6.1.1 VARIACION INTERESPECIFICA DEL TAMANO ALAR ENTRE

Panstrongylus chinai, P. howardi e hibridos

Los resultados indican que P. howardi es la especie que muestra el mayor tamafio
alar (CS), seguido por P. chinai y los hibridos. Como mencionan Carcavallo et al., (1997),
dicha relacion de tamafio entre las especies parentales (P. chinai y P. howardi) también
es cierta para el largo del cuerpo. Por otra parte, de acuerdo a datos de Orozco, (2013), P.
howardi evidencia un tamario de alas y cabeza mayor que P. chinai. Pese a que a simple
vista podria parecer que los boxplots no indican una relacion entre los hibridos y sus
parentales, los resultados del ANOVA (p<0.05) sefialan que el tamafio alar es méas cercano
al de P. chinai que al de P. howardi. Esta informacion coincide con datos de Villacis et
al., (datos no publicados), quienes mencionan que, a simple vista, el tamafio de los
individuos hibridos se parece mas a P. chinai que a P. howardi. Dicho patrén puede
observarse también en las Figuras 2 y 3. Adicionalmente, Dujardin et al., (1999) sugieren
que, a medida que pasan las generaciones, los triatominos criados en laboratorio muestran
una importante reduccion de tamafio, probablemente debido al hecho de que existe mayor
probabilidad de supervivencia de los individuos mas pequefios.

Acorde con informacion recabada por Dujardin, (2011), el tamafio del centroide
(CS) en hibridos obtenidos a partir del cruce entre Triatoma brasiliensis y Triatoma
juazeirensis (consideradas inicialmente subespecies) aumentd, siendo incluso mayor que
los individuos parentales mas grandes. Adicionalmente, se observo una relacion lineal
entre la divergencia de los individuos parentales y el aumento en tamafio de sus
descendientes hibridos. Asi, si seguimos el mismo principio y tomamos en cuenta que los
hibridos del presente estudio mostraron un tamafio inferior (CS) al de sus parentales,
podria sugerirse que la divergencia entre los individuos parentales (P. chinai y P.

howardi) no es considerablemente grande.

Por otro lado, en un estudio realizado con colonias de laboratorio de Triatoma
protracta y varias subespecies del género, se observd que los individuos hibridos

mostraban un tamafio intermedio (CS) con respecto a los parentales. De esta manera,
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Dujardin, (2011), indica que los hibridos de especies distintas, pero filogenéticamente
cercanas, podrian mostrar un aumento de tamafio en algunos caracteres fenotipicos. En
contraste, nuestros individuos hibridos fueron mas pequefios que sus parentales;
consecuentemente, siguiendo este patrén, P. chinai y P. howardi estarian
filogenéticamente distanciadas, lo que sugeriria una importante divergencia entre ambas

especies.

6.1.2 VARIACION INTERESPECIFICA DEL TAMANO ALAR ENTRE
Panstrongylus chinai, P. howardi e hibridos PARA MACHOS Y
HEMBRAS

Los datos demuestran que, al separar el analisis por sexos, tanto machos como
hembras P. howardi muestran un mayor tamafio alar (CS) que P. chinai y los hibridos.
De igual forma, aun cuando el ANOVA (p<0.05) evidencia que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, la cercania en el tamafio del ala (CS)
entre los hibridos y los individuos P. chinai es mayor que con P. howardi. Los analisis
de Orozco, (2013) indican gue la relacién antes mencionada también se aplica en el caso
del tamafio de las cabezas, con diferencias marcadas entre las especies parentales (P.

chinai y P. howardi).

6.1.3 VARIACION INTRASPECIFICA DEL TAMANO ALAR ENTRE
SEXOS POR ESPECIE

Nuestros resultados sefialan que las hembras poseen un mayor tamafio alar que los
machos. Este dato concuerda con informacion brindada por Lent & Wygodzinsky, (1979),
quienes indican que, en promedio, las hembras de triatominos tienden a ser mas grandes
que los machos. Ademas, existen diferencias estadisticamente significativas entre machos
y hembras con respecto al tamafio alar, probando la presencia de dimorfismo sexual en
cada grupo (P. chinai, P. howardi e hibridos). Sin embargo, es preciso aclarar que los
valores de p obtenidos mediante ANOVA para P. howardi (p= 0.013) y, especialmente
los hibridos (p= 0.046), estarian muy cerca del punto en que el dimorfismo sexual no
existe. En contraste, los estudios de Ancca et al., (2008) y Orozco, (2013) demuestran la

ausencia de diferencias estadisticamente significativas en el tamafio alar (CS) entre
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machos y hembras de P. chinai, P. howardi, y P. herreri. Asimismo, el analisis
morfométrico de Villacis et al., (datos no publicados), indica que el dimorfismo sexual

para el tamafio de alas no fue estadisticamente significativo en P. chinai y P. howardi.

Segun Ancca et al., (2008), el dimorfismo sexual del tamafio es un rasgo que
brinda informacion esencial sobre el modo de vida de los triatominos y deberia ser un
factor a tomar en cuenta en estudios que busquen entender el proceso de adaptacién del
vector a ambientes domésticos. En nuestro caso, es necesario mencionar que la mayor
parte de los individuos pertenecientes a especies parentales (P. chinai y P. howardi)
utilizados en este estudio fueron colectados en el ambiente intradomiciliar vy
peridomiciliar, mientras que los individuos hibridos fueron criados completamente en el
laboratorio. Soto-Vivas et al, (2007) mencionan que los especimenes que habitan el
ambiente domiciliar suelen presentar una reduccion en su dimorfismo sexual con respecto

a aquellos individuos capturados en el ambiente selvatico.

Probablemente, este hecho pueda deberse a que las poblaciones del ambiente
domiciliar y el laboratorio alcanzarian su capacidad de carga més rapidamente que las del
ambiente selvatico. Consecuentemente, cada individuo obtendria menos sangre por
ingesta, lo que causaria un aumento en la probabilidad de supervivencia de los individuos
mas pequefios. Si se considera que las hembras tienen mayores requerimientos
nutricionales debido a la produccion de gametos con altas demandas energéticas
(Fairbairn, 2013), este fendmeno las afectaria en mayor medida que a los machos en
virtud de que, ademas, son més grandes que ellos. De esta forma, con el pasar del tiempo,
individuos cada vez mas pequefios sobrevivirian y el tamafio promedio de la poblacion
disminuiria. Finalmente, el tamafio de las hembras se acercaria cada vez més al de los
machos hasta que las diferencias a nivel de dimorfismo sexual del tamafio no sean

estadisticamente significativas (Dujardin et al., 1999).

6.2 CONFORMACION (FORMA)

6.2.1 VARIACION INTERESPECIFICA DE LA CONFORMACION ALAR
ENTRE Panstrongylus chinai, P. howardi e hibridos
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Los datos obtenidos mediante PCA en este estudio muestran evidencia de una
relacion considerablemente cercana entre P. chinai, P. howardi y los hibridos para su
conformacién alar. Esta informacién concuerda con Orozco, (2013), cuyos hallazgos
sobre la conformacion de alas y cabezas en P. chinai y P. howardi sugiere una
clasificacion similar al comparar con otras especies de triatominos. En consecuencia,

menciona la posibilidad de que su separacion se diera mediante especiacion alopatrica.

Empero, al enfocar el anélisis Gnicamente en P. chinai y P. howardi, dicho autor
afirma que las similitudes no son suficientemente contundentes a nivel estadistico como
para llegar a la conclusién de que son una misma especie. Asimismo, Villacis et al, (datos
no publicados), encontré que existen diferencias significativas en la conformacion alar
entre P. chinai y P. howardi. En contraste, nuestros resultados podrian reforzar la
hipotesis de que P. chinai es, efectivamente, una forma melénica de P. howardi (Patterson
et al., 2009). Sin embargo, si bien es esperable encontrar diferencias de forma entre
especies, también pueden encontrarse entre poblaciones de una misma especie

(conespecificas) (Villacis et al., datos no publicados).

Ademas, la informacion derivada del dendrograma y las distancias euclidianas
demuestra que existe cercania entre P. chinai y los hibridos en su conformacion alar, un
hecho que concuerda con observaciones de Villacis et al., (datos no publicados). De esta
manera, dicho estudio afirma que, mientras el color de los descendientes hibridos es méas
cercano al de P. howardi, su conformacién alar parece estar mas relacionada con la de P.

chinai.

En andlisis realizados por Costa et al., (2008) y Dujardin, (2011), con hibridos del
género Triatoma, los datos morfométricos demostraron que la conformacion de los
hibridos fue un intermedio entre los parentales, un patrén totalmente opuesto a lo
observado en el tamafio. Por otra parte, en analisis efectuados por Villacis et al., (datos
no publicados), la topologia de los arboles filogenéticos mostré una gran monofilia para
P. chinai y P. howardi; vale la pena aclarar que, mientras P. chinai resultd ser un clado
fuertemente respaldado, P. howardi no lo fue. A su vez, de acuerdo a Sempertegui,
(2012), el hecho de que la prueba de las pruebas de ITS-2 no detectaran divergenciay las

de Citocromo B si lo hicieran significaria que existe la posibilidad de enfrentar un
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escenario en el que P. chinai y P. howardi podrian ser una sola especie; empero, se

encontrarian en el limite de una separacion inter e intraespecifica.

Segun Barnabé et al., (2019), las afirmaciones de Sempertegui, (2012), con
respecto a los analisis moleculares de P. chinai y P. howardi deberian ser tomadas con
cautela en vista de que es altamente probable que haya cometido un error de interpretacion
debido a la utilizacién de un solo loci. Asi, a partir de analisis moleculares basados en
varios loci mitocondriales y nucleares, los autores concluyeron que P. chinai y P. howardi
muestran una distancia significativa (6%) a nivel genético y son mayormente separados
en dos clados mediante arboles filogenéticos; por ello, se consideran especies distintas.
Adicionalmente, al concatenar dicha informacion con los resultados de aplicar otras
técnicas de la misma naturaleza, afirman que ambas especies comparten un ancestro

comun, y estan cercanamente emparentadas.

6.2.2 VARIACION INTERESPECIFICA DE LA CONFORMACION ALAR
ENTRE Panstrongylus chinai, P. howardi e hibridos PARA MACHOS Y
HEMBRAS

Los resultados del PCA muestran que existe un solapamiento claro entre especies
tanto para machos como hembras. Esta informacion coincide con el estudio de Orozco,
(2013), cuyos datos muestran una evidente superposicion entre grupos. Ademas, el
dendrograma construido a partir de las distancias euclidianas mostrd gran cercania entre
P. chinai y los hibridos tanto para machos como para hembras, un hecho que es
respaldado por los datos de Villacis, et al., datos no publicados sobre la conformacion

alar.

6.2.3 VARIACION INTRAESPECIFICA DE LA CONFORMACION ALAR
ENTRE SEXOS POR ESPECIE

La informacion presentada en el PCA sefiala que existe solapamiento entre machos y
hembras de cada grupo en su conformacion alar. Orozco, (2013), expresa algo similar,
pues su analisis discriminante demuestra que no existen diferencias significativas en la

conformacién alar entre machos y hembras de P. chinai y P. howardi, lo cual tendria
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como consecuencia la inexistencia de dimorfismo sexual a este nivel. En cambio, Villacis
et al., (datos no publicados), encontraron que existen diferencias significativas entre
machos y hembras P. chinai y P. howardi, tanto en conformacion a nivel de alas, como a

nivel de cabezas.

Tambien, en el caso de la varianza de la forma, nuestros resultados indican que no
existen diferencias estadisticamente significativas a ningan nivel, un hecho que se ve

apoyado por Villacis et al., (datos no publicados), cuyo estudio encontrd el mismo patron.

Luego, el dendrograma demostro gque los individuos machos y hembras P. chinai
tienen una mayor cercania con los hibridos que con P. howardi. Esto se ve apoyado por
la informacidn de Villacis et al., (datos no publicados). Adicionalmente, Orozco, (2013),
menciona que existe una relacion, aunque no muy marcada, entre machos y hembras P.

chinai y P. howardi.

Pese a que nuestros dendrogramas fueron construidos a partir de las distancias
Euclidianas, con miras a comprobar si estadisticos diferentes apuntaban hacia una misma
direccién, también se consideraron las distancias de Mahalanobis. Aunque a nivel de
especies y machos ambas distancias apoyaron una mayor cercania entre P. chinai y los
hibridos, en el caso de hembras y sexos ocurriéd lo contrario; asi, los dendrogramas
construidos mediante distancias de Mahalanobis acercaron a los hibridos hacia P.
howardi. Ahora bien, aun cuando este método es una herramienta considerablemente
poderosa cuando de clasificacion se trata, Dujardin et al., (2010) afirman que es altamente

sensible a errores de observacion y a la presencia de datos atipicos.

Al comparar nuestros datos para reclasificacion validada basada en las distancias
de Mahalanobis (CCCMaha) con lo obtenido por Villacis et al., (datos no publicados), se
observO que los porcentajes obtenidos en este estudio fueron menores y
considerablemente bajos. De esta manera, mientras que Villacis et al., (datos no
publicados), obtuvo una mejor reclasificacion para P. howardi, nuestros datos indican lo
contrario, es decir, una mejor reclasificacion para P. chinai. Con todo, ambos trabajos
comparten el hecho de que los porcentajes fueron mejores, en general, para machos que
para hembras. Por tanto, nuestros datos no serian ideales para identificar individuos

externos o desconocidos (Dujardin & Dujardin, 2018).
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En un inicio, P. chinai y P. howardi se consideraban especies separadas debido
principalmente a las diferencias de color entre ellas. No obstante, Patterson et al., (2009),
sugeriria que P. chinai podria ser una forma meldnica de P. howardi. Otros autores
afirmaron que este fendmeno se podia presentar en otras especies, tales como Triatoma
infestans, Rhodnius stali 0 Rhodnius nasutus. Mas, esta “melanizacion” no significa
necesariamente que exista divergencia, toda vez que el ambiente también puede tener

influencia en la variacion fenotipica (Villacis et al., datos no publicados).

Chuit et al., (2017) menciona que la teoria tradicional de la dispersion de la
enfermedad de Chagas en las primeras poblaciones humanas de Sudamérica indica un
ciclo asociado a pequefios mamiferos propios de los bosques orientales de los Andes. De
este modo, paso de los valles tropicales bolivianos a las culturas andinas, con las cuales
se domicilio, para posteriormente seguir las rutas comerciales de los Incas a través de las
montafas, hasta que llegd a Ecuador. Uno de los primeros registros de la enfermedad fue
brindado por el explorador inglés, Edward Whymper, en 1879, quien reportaria la
presencia de Triatoma dimidiata en Guayaquil. No seria descabellado proponer que la
cercana relacion encontrada entre P. chinai y P. howardi pudiera responder a la forma en
la que se disperso el ciclo de la enfermedad a lo largo de los Andes (Ledn, 1949), pero

esto es solo una especulacion.

Con todo, las especulaciones pueden llevar a propuestas interesantes. Por ello,
trayendo a la mesa los resultados de Villacis et al., (datos no publicados), en sus analisis
sobre modelamiento de nicho ecoldgico, afirman que los limites de las provincias de El
Oro y Guayas podrian ser un sitio potencial de sobrelapamiento para P. chinai y P.
howardi. De esta manera, Manabi podria ser un area de distribucion probable para P.
chinai y Loja un area a donde, teéricamente, podria llegar P. howardi. En consecuencia,
ambas provincias compartirian ciertas condiciones ambientales que facilitarian una
colonizacion de ambas especies. Aunque aun no se han reportado hibridos naturales, la
cercana relacion de tamafio y conformacion entre P. chinai y los hibridos de laboratorio
obtenidos en este trabajo sugiere que el proceso de hibridacion es, en efecto, posible y se
ve evidenciado en el fenotipo de la descendencia. Empero, yendo un paso mas alld,
Villacis et al., (datos no publicados), reportd que no se pudo observar copulacion entre

hibridos. Su estudio también sefiala que, si bien se encontraron huevos, estos no
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mostraban un embridn visible y nunca eclosionaron. Ademas, el retrocruzamiento no se

pudo realizar.

Debido a los datos obtenidos con respecto al tamafio (un factor afectado
probablemente por condiciones ambientales), conformacion alar (sin diferencias
significativas entre grupos), dendrogramas basados en distancias euclidianas y de
Mahalanobis contrastantes, porcentajes de reclasificacion relativamente bajos y
evidencias morfométricas y moleculares de otros autores, podemos decir que no hay
razones lo suficientemente contundentes como para afirmar que P. chinai es una forma
melénica de P. howardi. Eso si, es necesario sefialar que la relacién entre P. chinai y sus
hibridos se da a todos los niveles analizados y no es de sorprender que, como se ha
reportado en estudios de Usinger et al, (1966) y Dujardin et al., (1999), estas dos especies,
al igual que otros miembros de la subfamilia Triatominae, evidencien divergencia
morfoldgica antes de que se establezcan barreras reproductivas (Villacis et al., datos no

publicados).

La morfometria es una herramienta esencial para responder a las preguntas que
plantea la entomologia médica, especialmente cuando de reconocer especies
cercanamente emparentadas se trata. Asi y todo, el poder de esta técnica no se limita
Unicamente a la identificacion, ya que también permite predecir la presencia de los
insectos vectores en ubicaciones inesperadas y dilucidar la estructura de sus poblaciones.
Por consiguiente, a través de dicha informacion, los especialistas pueden implementar

estrategias de control y prevencion de manera mas rapida y eficaz (Dujardin, 2008).

Con esto, no debemos asegurar que la morfometria es el Gnico o el mejor
instrumento a utilizar para diferenciar especies. En realidad, como también lo indican
Villacis et al., (datos no publicados), deberia ser un complemento al amplio espectro de
técnicas existentes actualmente y ayudar a responder preguntas taxondémicas desde una
perspectiva integrativa. Este estudio aporta informacion sobre especies del género
Panstrongylus, un grupo poco estudiado por considerar a la mayor parte de sus miembros
como vectores secundarios (Magalhdes et al., 2003) y en el campo de la morfometria, una
herramienta poco aplicada en el area de la entomologia médica en el Ecuador pese a su

alta resolucion y numerosas ventajas con respecto a otras metodologias (Dujardin, 2008).
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7. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en este trabajo demuestran que P. chinai es una especie
distinta de P. howardi, pero cercanamente emparentada a nivel morfoldgico, aportando
evidencia para respaldar el rechazo enunciado por otros estudios a la hipétesis de que P.
chinai es una forma melanica de P. howardi. La hibridacion observada entre estas dos
especies podria deberse a que se ha visto que la divergencia en varias especies de
triatominos empieza a darse a nivel morfoldgico antes de que se desarrollen barreras

reproductivas.

Se comprobo6 que el tamafio de las alas de los hibridos fue distinto al de los
parentales. Especificamente, los hibridos mostraron el tamafio mas pequefio, con P.
chinai siendo mas grande y P. howardi sobrepasando a ambos en este aspecto. Ademas,
se observo una mayor cercania entre los hibridos y P. chinai que entre los primeros y P.
howardi para el tamafio del ala. También, para todos los grupos, el tamafio alar de los
machos fue mas pequefio que el de las hembras, evidenciando la existencia de dimorfismo
sexual a este nivel. Sin embargo, es notable que los machos y hembras hibridos estuviesen
estadisticamente cerca de no mostrar dimorfismo sexual, un hecho que podria responder
a un rapido alcance de la capacidad de carga debido la competencia que implica su crianza

bajo condiciones de laboratorio, con efectos particularmente fuertes en las hembras.

El andlisis morfométrico permite concluir que la conformacién alar de los hibridos
no fue distinta de la de sus parentales. Tampoco se encontraron diferencias en la forma
del ala entre machos y hembras P. chinai, P. howardi o hibridos, por lo que el dimorfismo
sexual es casi indetectable en este sentido. Adicionalmente, se encontré una relacion
cercana entre los tres grupos, pero mucho mas marcada entre P. chinai y los hibridos que
entre los dltimos y P. howardi para la conformacion alar. Los porcentajes de
reclasificacion obtenidos mediante maxima verosimilitud (CCCMIi) y mediante
distancias de Mahalanobis (CCCMaha) fueron relativamente bajos, aunque mayores en
machos que en hembras. Con todo, nuestros datos no poseen suficiente resolucion para
ser utilizados como referencia a fin de identificar individuos desconocidos o externos.

Finalmente, los resultados de los dendrogramas son contrastantes, especialmente en el
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caso de las distancias de Mahalanobis, un suceso cuya causa podria encontrarse en la alta

sensibilidad del método ante pequefios errores humanos.

8. RECOMENDACIONES

Por considerarse vectores de la enfermedad de Chagas poco conocidos debido a
su clasificacion como “secundarios”, se recomienda ampliar el conocimiento de los
insectos del género Panstrongylus en el Ecuador y en América Latina, ademas del analisis
de otras estructuras tales como cabezas o cuerpos en individuos hibridos. De esta forma,
futuros analisis deberian concatenar el enfoque morfoldgico con técnicas moleculares a
efectos de brindar respuestas a la intrincada taxonomia de los triatominos. Este trabajo es
pionero en el analisis morfométrico de hibridos del género Panstrongylus y servira de
base para otros cientificos en el area de la entomologia médica que busquen hacer de

dicho método un componente de sus investigaciones.

También, se recomienda el uso de la morfometria como una herramienta para la
diferenciacion de especies por su facil implementacion en estudios de campo y
laboratorio, bajo costo, poco requerimiento de potencia computacional, amplio espectro
de aplicacion, un flujo de trabajo relativamente sencillo de seguir y su alta resolucién

frente a otras técnicas.

Aun cuando el niamero de individuos utilizado en este trabajo fue mayor que en el
caso de Orozco, (2013), se recomienda aumentar la cantidad de individuos con miras a
disminuir el impacto de un n bajo en los analisis estadisticos. A su vez, se recomienda el
uso de medio de montaje Hoyer en buen estado para lograr una calidad de visualizacion
Optima. De igual forma, el posicionamiento de las alas, la captura de fotografias y la
digitalizacion deberian realizarse de la manera mas cuidadosa posible, con el fin de evitar
errores al momento de utilizar las herramientas morfométricas mas sensibles a errores de

medicion.

Finalmente, el uso del programa XYOM frente a su predecesor, CLIC, es
totalmente recomendado en virtud de que posee: i) una interfaz mas amigable con el

usuario, ii) brinda la posibilidad de descargar un sinnimero de resultados a partir de un
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archivo de origen relativamente simple de construir, iii) no requiere instalacion porque es
totalmente en linea, iv) es totalmente gratuito, v) permite guardar el progreso de nuestros
analisis en la nube (Google Drive), vi) se actualiza automéaticamente, vii) facilita el
procesamiento de algoritmos altamente complejos, viii) permite una mejor interpretacion
de los resultados y ix) posee una estrecha conexion con la plataforma Plotly, la cual

mejora la presentacion de los graficos estadisticos.
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Figura 1. Mapa del Ecuador con las localidades de origen de los triatominos
parentales utilizados en el estudio.

(A) Se muestran las cuatro localidades de la provincia de Manabi donde se
colectaron los parentales de P. howardi (B) Se muestran las once localidades de

la provincia de Loja donde se colectaron los parentales de P. chinai.

Mapa elaborado por: Daphne Armas
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Figura 2. Fotografias del ala derecha de triatominos utilizadas en el estudio. (A)
Macho parental P. chinai, (B) Hembra parental P. howardi, (C) Macho hibrido. Se
muestran las diferencias en color, tamafio y conformacion del ala de los parentales y su

hibrido correspondiente.
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Figura 3. Fotografias del ala derecha de triatominos utilizadas en el estudio. (A)
Macho parental P. howardi, (B) Hembra parental P. chinai, (C) Hembra hibrida. Se
muestran las diferencias en color, tamafio y conformacion del ala de los parentales y su

hibrido correspondiente.
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Figura 4. Puntos de referencia (landmarks) usados en el estudio. Los puntos verdes

muestran los landmarks utilizados en cada ala para el analisis morfométrico.
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Figura 5. Diagramas de caja (bloxplots) del tamafio del centroide (Centroid Size)
gue muestran la variacion interespecifica del tamafio alar para P. chinai, P. howardi
e Hibridos. Los puntos al lado izquierdo de cada caja representan a los individuos, la
linea que corta la caja por la mitad representa la mediana (Me), los extremos de las cajas
son los cuartiles (Q1 y Q3) y las lineas horizontales que se extienden mas alla de los
limites de las cajas son el extremo superior (ES) e inferior (El). La escala se muestra en
milimetros. El tamafio del centroide de los individuos P. howardi es el mayor, seguido

por P. chinai y este, a su vez, por los individuos hibridos.
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Figura 6. Diagramas de caja (bloxplots) del tamafio del centroide (Centroid Size)
gue muestran la variacion interespecifica del tamafio alar para machos P. chinai, P.
howardi e Hibridos. Donde M: macho. De izquierda a derecha: P. chinai, P. howardi,
Hibridos. Los puntos al lado izquierdo de cada caja representan a los individuos, la linea
que corta la caja por la mitad representa la mediana (Me), los extremos de las cajas son
los cuartiles (Q1 y Q3) y las lineas horizontales que se extienden mas all& de los limites
de las cajas son el extremo superior (ES) e inferior (EI). La escala se muestra en
milimetros. Los machos P. howardi evidencian un tamafio del centroide mayor que el de

P. chinai y los hibridos; no obstante, estos dos ultimos muestran poca diferencia entre si.
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Figura 7. Diagramas de caja (bloxplots) del tamafio del centroide (Centroid Size)
gue muestran la variacién interespecifica del tamafio alar para hembras P. chinai,
P. howardi e Hibridas. Donde H: hembra. De izquierda a derecha: P. chinai, P. howardi,
Hibridas. Los puntos al lado izquierdo de cada caja representan a los individuos, la linea
que corta la caja por la mitad representa la mediana (Me), los extremos de las cajas son
los cuartiles (Q1 y Q3) y las lineas horizontales que se extienden mas all& de los limites
de las cajas son el extremo superior (ES) e inferior (EI). La escala se muestra en
milimetros. Las hembras que pertenecen a P. howardi poseen un tamafio del centroide
considerablemente mas grande que las P. chinai, siendo las hibridas las que presentan el
menor tamafio del grupo.
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Figura 8. Diagramas de caja (bloxplots) del tamafio del centroide (Centroid Size)

gue muestran la variacion interespecifica e intraespecifica del tamafio alar para

machos y hembras P. chinai, P. howardi e Hibridos. Donde M: macho y H: hembra.

Los puntos al lado izquierdo de cada caja representan a los individuos, la linea que corta

la caja por la mitad representa la mediana (Me), los extremos de las cajas son los cuartiles

(Qly Q3) vy las lineas horizontales que se extienden mas alla de los limites de las cajas

son el extremo superior (ES) e inferior (El). La escala se muestra en milimetros. A nivel

de sexo entre especies, P. howardi presenta el tamafio del centroide mas grande, seguido

por P. chinai y este ultimo, a su vez, por los hibridos.
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Figura 9. Andlisis de Componentes Principales (PCA) que muestra la variacion
interespecifica de la conformacion alar para P. chinai, P. howardi e Hibridos. Se

observa un evidente solapamiento en la conformacion alar entre especies.
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Figura 10. Analisis de Componentes Principales (PCA) que muestra la variacion
interespecifica de la conformacion alar para machos P. chinai, P. howardi e
Hibridos. Donde M: macho. Se demuestra que existe solapamiento entre los grupos

analizados a nivel de machos entre especies en relacion a la conformacion alar.
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Figura 11. Analisis de Componentes Principales (PCA) que muestra la variacion

interespecifica de la conformacion alar para hembras P. chinai, P. howardi e

Hibridas. A nivel de hembras entre especies se observa un claro solapamiento de los

grupos estudiados en cuanto a la conformacién alar se refiere.
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Figura 12. Andlisis de Componentes Principales (PCA) que muestra la variacion
interespecifica e intraespecifica de la conformacién alar para machos y hembras P.
chinai, P. howardi e Hibridos. Donde M: macho y H: hembra. Ocurre un solapamiento

a nivel de sexo entre especies con respecto a la conformacion alar.
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Figura 13. Dendrograma (Single Linkage Tree) basado en las distancias Euclidianas
de la conformacion alar para P. chinai, P. howardi e Hibridos. El arbol muestra que
existe una relacion mas cercana con respecto a la conformacion alar entre P. chinai y los

hibridos que entre los hibridos y P. howardi a nivel de especies.



69

0.02

0.015

0.01

0.005

M (P. chinai) M (Hibridos) M (P. how ardi)

Figura 14. Dendrograma (Single Linkage Tree) basado en las distancias Euclidianas
de la conformacién alar para machos P. chinai, P. howardi e Hibridos. Se muestra
que, a nivel de machos entre especies, la conformacion alar de P. chinai es méas cercana

a la de los hibridos, de lo que lo es entre los hibridos y los P. howardi.
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Figura 15. Dendrograma (Single Linkage Tree) basado en las distancias Euclidianas
de la conformacion alar para hembras P. chinai, P. howardi e Hibridas. Entre
hembras a nivel de especie, se observa claramente que existe mayor relacion entre P.
chinai e hibridas que entre estas Ultimas y P. howardi en cuanto a conformacion alar se

refiere.
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Figura 16. Dendrograma (Single Linkage Tree) basado en las distancias Euclidianas
de la conformacion alar para machos y hembras P. chinai, P. howardi e Hibridos. A
nivel de sexos entre especies, el arbol evidencia mayor cercania en la conformacion alar

entre P. chinai e hibridos que entre estos ultimos y P. howardi.
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11. TABLAS

Tabla 1. Localidades y nimero de individuos para triatominos parentales e hibridos
utilizados en el estudio

Grupo  Provincia Localidad Latitud Longitud  Altitud (msnm) Machos Hembras

P. chinai Loja Ashimingo (AH) -4,043615  -79,73047 942 0 3
Bella Maria (BM) -4,194885 -79,610214 1106 8 0
Bramaderos (BR) -4,079349 -79,822342 916 5 5
Coamine (CE) -4,12942  -79,6112 1215 0 5
Chaquizca (CQ) -4,23263 -79,5901 1123 4 8
La Extensa (EX) -4,0395  -79,361833 1262 0 1
Guara (GA) -4,25007  -79,57979 1081 13 8
El Huayco (HY) -4,091017 -79,322817 1449 8 0
Naranjillo (NJ) -4,218536 -79,577633 1113 0 3
Tacoranga (TC) -4,11105 -79,7074 1612 8 0
Vega del Carmen (VC) -4,106107 -79,590123 1141 8 5
Total (sexo) 54 38

Total (P. chinai) 92
P. howardi Manabi Bejuco (BJ) -0,949592  -80,3365 383 34 29
La Ciénega (CN) -1,02000 -80,3590 52 11 6
Maconta Abajo (MB)  -1,0848 -80,3781 136 0 1
Pimpiguasi (PI) -1,01147 -80,3664 50 2 0
Total (sexo) 47 36

Total (P.

howardi) 83
Hibridos H (BJ) - M (BM) 7 10
H (BJ) - M (GA) 7 5
H (BJ) - M (HY) 1 1

H (BJ) - M (TC) 9

H (BJ) - M (VC) 14 10
H (BR) - M (BJ) 7 0
H (CQ) - M (BJ) 3 3
H (GA) - M (BJ) 2 2
H (HY) - M (BJ) 10 5
H (VC) - M (BJ) 1 1
Total (sexo) 61 41

Total (hibridos) 102

TOTAL (estudio) 277

M: Macho, H: Hembra.

Las localidades cercanas a las de los parentales originales de los hibridos se resaltan en
negrillas.
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Tabla 2. Datos de los diagramas de caja (boxplots) para el tamafio del centroide

(Centroid Size) de P. chinai, P. howardi e Hibridos

Grupo El Q1 Me Q3 ES
Especie P. chinai 9.625199 10.83523 11.54549 12.13646 12.98596
P. howardi 1152562 12.33217 12.81942 13.11785 14.27888
Hibridos 90.598749 10.37705 10.82707 11.21803 12.47291
Sexo M (P. chinai) 9.625199 10.47093 10.99424 11.87076 12.78314
H (P.chinai) 10.87183 1153086 12.07897 12.60375 12.98596
M (P. howardi) 11.52562 12.23439 12.63256 12.95407 13.84673
H (P. howardi) 1156647 12.49846 13.02385 13.38424 14.27888
M (Hibridos)  9.598749 10.30304 10.68781 11.0708 11.82386
H (Hibridas) 9.706228 10.5274 11.00908 11.3644 12.04785

El: Extremo inferior, Q1: Cuartil 1, Me: Mediana, Q3: Cuartil 3, ES: Extremo superior
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Tabla 3. Valores de p obtenidos mediante ANOVA de las comparaciones a nivel de

especie, machos, hembras y sexo para el tamafio del centroide (Centroid Size)

Combinacion p valor
Especie Especie (ch, hw, hb) 3.09E-47***
P. chinai vs P. howardi 6.31781E-21***
P. chinai vs Hibridos 4.28E-09***
P. howardi vs Hibridos 2.02107E-48***
Machos Machos (ch, hw, hb) 4.1739E-31***

M (P. chinai) vs M (P. howardi) = 5.38273E-18***
M (P. chinai) vs M (Hibridos) 0.004862263**
M (P. howardi) vs M (Hibridos) 1.10744E-30***

Hembras Hembras (ch, hw, hb) 1.83263E-23***
H (P. chinai) vs H (P. howardi) 9.44164E-08***

H (P. chinai) vs H (Hibridas) 1.46335E-10***

H (P. howardi) vs H (Hibridas) 2.81135E-20***

Sexo Sexo (My H) 1.15932E-05***
MyHch,MyHhw, MyH hb 3.4944E-55***

M (P. chinai) vs H (P. chinai) 1.05615E-08***
M (P. howardi) vs H (P. howardi) 0.013637099*
M (Hibridos) vs H (Hibridas) 0.046569196*

M: Macho, H: Hembra, ch (P. chinai), hw (P. howardi), hb: hibridos.

A mayor valor de p, las diferencias entre grupos son menos significativas

***Se muestran valores altamente significativos
**Se muestran valores medianamente significativos

*Se muestran valores significativos
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Tabla 4. Distancias Euclidianas (ED) y de Mahalanobis (MD) a nivel de especie,

machos, hembras y sexo de P. chinai, P. howardi e Hibridos

Grupos ED MD
Especie P. chinai vs P. howardi 0.022268487 3.46497322
P. chinai vs Hibridos 0.014308334 2.465086574
P. howardi vs Hibridos 0.022377885 2.465137778
Machos M (P. chinai) vs M (P. howardi) 0.024212503 3.644753441
M (P. chinai) vs M (Hibridos) 0.013270049 2.405805591
M (P. howardi) vs M (Hibridos) 0.02188722 2.687711682
Hembras  H (P. chinai) vs H (P. howardi) 0.020327876 3.324963456
H (P. chinai) vs H (Hibridas) 0.018813458 2.69940995
H (P. howardi) vs H (Hibridas) 0.024524093 2.25311749
Sexo M (P. chinai) vs H (P. chinai) 0.01293759 1.228854729
M (P. chinai) vs H (P. howardi) 0.025680697 3.452274672
M (P. chinai) vs H (Hibridas) 0.01788153 2.725619757
H (P. chinai) vs M (P. howardi) 0.022805421 3.635640614
H (P. chinai) vs M (Hibridos) 0.017188922 2.523704565
M (P. howardi) vs H (P. howardi) 0.009455028 0.809250153
M (P. howardi) vs H (Hibridas) 0.025574922 2.681191586
H (P. howardi) vs M (Hibridos) 0.022425799 2.358810989
M (Hibridos) vs H (Hibridas) 0.009928115 0.814769057

M: Macho, H: Hembra
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Tabla 5. Reclasificacién validada basada en el indice de maxima verosimilitud

(CCCMIi) y en la distancia de Mahalanobis (CCCMaha) a nivel de especie, machos,

hembras y sexo.
Grupo _To_ta_ll de Reclasificado_s Recla;g‘lrcados % por % por
individuos por CCCMIi CCCMaha CCCMIi CCCMaha
Especie P. chinai 92 83 81 90.22 88.04
P. howardi 83 58 71 69.88 85.54
Hibridos 102 80 81 78.43 79.41
Rendimiento 79.51 84.33
Machos M (P. chinai) 54 50 46 92.59 85.19
M (P. howardi) 47 35 42 74.47 89.36
M (Hibridos) 61 45 45 73.77 73.77
Rendimiento 80.28 82.77
Hembras H (P. chinai) 38 27 33 71.05 86.84
H (P. howardi) 36 24 28 66.67 77.78
H (Hibridas) 41 31 32 75.61 78.05
Rendimiento 71.11 80.89
Sexo M (P. chinai) 54 44 35 81.48 64.81
H (P. chinai) 38 14 23 36.84 60.53
M (P. howardi) 47 12 26 25.53 55.32
H (P. howardi) 36 17 12 47.22 33.33
M (Hibridos) 61 17 35 27.87 57.38
H (Hibridas) 41 26 16 63.41 39.02
Rendimiento 47.06 51.73
TOTAL 69.49 74.93

M: Macho, H: Hembra
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12.ANEXOS

Enfermedad de Chagas
[ uimites de pais
Transmision por el principal vector

Septiembre 2014

= Area endémica donde la interrupcion de Ia transmision
vectonial no es una meta

., Area endémica donde la transmision por el vector principal no

E o —— —
¥ ha sido interrumpida 0 250500 1000 1500 2000

Sistema de Cooréenadas: GCS WGS 1984

Asea donde la transmisién por el vector principal esta cercana Datum: WGS 1984

a lainterrupcion Unts: Degree

Asea donde la transmisién por el vector principal esta Fuente de Datos:
interrumpida PAHOCHACO!

Area donde el pincipal vectr ha sido eliminado Goplrgl ¥ Exloumeced fe Chagses

B Acea no endémiza sin evidercia de transmision vectorial Produccion del Mapa:
PAHOCHAIR

Areas o participantes

Anexo 1. Mapa del rango de distribucion de la enfermedad de Chagas en América.
De acuerdo a datos de la OPS (2014), la enfermedad de Chagas esta presente desde el

norte de México hasta el norte de Argentina.
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Global distribution of cases of chagas disease, based on official estimates, 2006-2010

Ecti) q h

of T. cruzi-i

Key: [ <500 900-89999 [ 90000-899999 [l 2900000 Officially no cases reported

Anexo 2. Mapa del rango de distribucion de la enfermedad de Chagas en el mundo.
Se muestra el numero de casos alrededor del mundo de acuerdo a informacién recabada
por Perez et al (2015).
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transform into amastigotes,

Metacyclic frypomastigotes

A 31

Multiply in midgut

Amastigotes multiphy
by binary fission in cells
of infected tissues,

Trypomastigotes
can infect ather cells
and transform into
intracellular amastigotes
in néw infection sites.
- a) Clinical manifestations can
Triatomine bug takes result from this infective cycle.
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{ f@_._ volnuscellulsr aﬁstigﬂ-!es

transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
b) and enter the bloodstream

A\ = infective Stage
L\ = Diagrestic Stage

Anexo 3. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. El ciclo inicia cuando 1) el vector
infectado se alimenta de sangre y defeca en o cerca de la herida. 2) Una vez dentro del
hospedero vertebrado, los tripomastigotes metaciclicos invaden las células de la herida y
se transforman en amastigotes intracelulares. 3) Luego, se multiplican por fision binaria.
4) Posteriomente, los amastigotes se convierten en tripomastigotes, pudiendo tomar dos
caminos: a) o bien los tripomastigotes infectan otras células y se transforman nuevamente
en amastigotes, b) o bien rompen la célula afectada y entran al torrente sanguineo. 5)
Cuando el triatomino se alimenta de la sangre del hospedero vertebrado infectado, ingiere
una gran cantidad de tripomastigotes que, 6) al alcanzar el intestino medio, se convierten
en epimastigotes y 7) se multiplican. 8) Finalmente, los epimastigotes alcanzan el
intestino posterior y se diferencian en tripomastigotes metaciclicos, iniciando un nuevo
ciclo de infeccién. (Figura modificada de CDC, 2015).
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g)
1 cm
EEE———
a)
&l‘ »
4 ’~ . * *
eggs NI NII  NIII NIV NV ‘Female Male

Anexo 4. Ciclo de vida de un triatomino (Modelo: Panstrongylus chinai). El ciclo de
vida del vector inicia en la fase de a) huevo, que puede demorar aproximadamente 25
dias hasta alcanzar el estadio b) NI. Luego, para llegar al estadio ¢) NII tarda unos 38
dias. Después, en llegar a d) NIIl demora 42 dias y hasta €) NIV son 51 dias.
Posteriormente, hasta el estadio f) NV demora 73 dias. Finalmente, NV se convierte en
g) adulto después de 168 dias (Figura modificada de Mosquera et al., 2016).
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25 mm

25 mm

Anexo 5. Adultos de las especies analizadas en el estudio. Macho (A) P. chinai, (B)
Hibrido, (C) P. howardi y hembra (D) P. chinai, (E) Hibrida, (F) P. howardi.

(Villacis et al., Datos no publicados)
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ANEXO 6. UTILIZACION DE LA FUNCION “RANDBETWEEN” Y
MEDICION DEL LARGO DEL CUERPO EN TRIATOMINOS

PROTOCOLO DE MEDICION DE TRIATOMINOS ESCOGIDOS AL AZAR
DE LA BASE DE DATOS DE LA UNIDAD DE ENTOMOLOGIA MEDICA -
CISEAL

Con miras a comprender las diferencias de tamafio que existen entre P. chinai, P.
howardi y sus respectivos hibridos, se realizé una bdsqueda al azar de individuos en una
base de datos y se midié el tamafio en milimetros del cuerpo desde el clipeo hasta la
genitalia mediante un calibrador Mitutoyo CD-6""C (A £ 0.01).

Se utiliz6 un total de 90 individuos, con 30 individuos por cada grupo (P.chinai, P.
howardi e hibridos) (15 machos y 15 hembras).

1.- Se generan 3 tablas con la siguiente informacion:

[ Especie MACHOS HEMBRAS
| P oH [#DE IND|Cddigo|Tamafio (mm)|# DE IND | Cddigo | Tamafio (mm)

oo n|s|w|n

©

11
12
13
14
15

PROM PROM
STDEV STDEV

2.- Luego, se filtra y se coloca a machos y hembras de cada grupo en una base de datos
individual:

M 4 » M| Machos PARENTALES P. chinai Hembras PARENTALES P. chinai

3.- Después, se asigna un numero a cada individuo de la base de datos (a partir de este

punto, se tomara a los machos P. chinai como ejemplo):



A
1 D
2 1730
3 2253
4 2255
5 2257
[3 2258
7 2260
8 2408
9 2421
10| 2445
11| 2446
12| 2668
13| 2688
14| 2692
15| 2985

B
Cédigo UEM
ND1730
BR2253
BR2255
BR2257
BR2258
BR2260
AH2408
AH2421
AH2445
SY2446
EX2668
SF2688
EX2692
ST2085

N Y
exo/Estadi Numero
M 1
M 2
M 3
M 4
M 5
M 6
M 7
M 8
M 9
M 10
M 11
M 12
M 13
M 14

4.- Més tarde, se crea la columna “Azar” y se utiliza la funcion “RANDBETWEEN”

para generar 15 numeros del 1 al 234 (cantidad de individuos machos presentes en la

base de datos).

| SUM v (> % « £ =RANDBETWEEN(1,234)
A B N Y zZ AA
1 D Cadigo UEM exo/Estadi Numero Azar
2 1730 ND1730 M =RANDBETWEEN(1,234)

5.- Una vez generados, los nimeros se ordenan en orden ascendente:

2260

2408
9 2421
10 2445
11 2446
12 2668
13 2688
14 2692
15 2985
16 2994

- S| Azar
B [ n ¥ z
Cédigo UEM  exo/Estadi Namero Azar
NDI1730 M 1 6
BR2253 M 2 9
BR2255 M 3 16
BR2257 M 4 17
BR2258 M 5 19
BR2260 M 6 32
AH2408 M 7 &gl
AH2421 M 8 60
AH2445 M 9 66
SY2446 M 10 73
EX2668 M 11 79
SF2688 M 12 81
EX2692 M 13 82
ST2985 M 14 96
JP2994 M 15 138

6.- Después, en la columna “Ntamero”, se aplica un filtro y se escoge unicamente

aquellos presentes en la columna “Azar”.

Al v S 1D
A B N Y
1 D Cédigo UEM exo/Estadi Namer .«
7 2260 BR2260 M 6
10 2445 AH2445 M 9
17 3007 CY3007 M 16
18 | 3008 CY3008 M 17
20 3086 CY3086 M 19
33 4027 BR4027 M 32
60 | 6492 GG6492 M 59
61 6493 GG6493 M 60
67 6840 GA6840 M 66
74 | 6849 GA6849 M 73
80| 7316 BM7316 M 79
82| 8308 TC8308 M 81
83 8310 TC8310 M 82
97| 9316 BM9316 M 96
139 9404 TC9404 M 138

83
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7.- Finalmente, se copian los codigos “ID” en la columna “Cdédigo” de la tabla creada en
el Paso 1. Asi, este procedimiento se repite para completar la informacién del resto de

grupos.

| Especie MACHOS HEMBRAS
I P oH [#DE IND|Cddigo|Tamafio (mm)|# DE IND | Cddigo | Tamafio (mm)
1 2260
2 2445
3 3007
4 3008
5 3086
6 4027
7 6492
8 6493
9 6840
10 6849
11 7316
12 8308
13 8310
14 9316
15 9404
PROM PROM
STDEV STDEV

8.- Para la medicidn, se coloca a cada individuo en una caja Petri y se toma el largo

desde el clipeo hasta la genitalia utilizando un calibrador:

9.- Finalmente, una vez obtenidos los datos, se calcula el promedio del tamafio y la

desviacion estandar (en milimetros).

P chinai MACHOS HEMBRAS
Parentales |# DE IND| Cédigo | Tamafio (mm) |# DE IND| Cédigo Tamafio (mm)
1 2260 22.72 1 2254 24.14
2 2445 22.19 2 2259 25.77
3 3007 24.58 3 2993 24.55
4 3008 23.66 4 2995 22.87
5 3086 24.23 5 4016 23.39
6 4027 23.43 6 6431 25.01
7 6492 23.20 7 6491 25.24
8 6493 24.15 8 7178 24.78
9 6840 22.18 9 7179 26.05
10 6849 22.01 10 8413 24.41
11 7311 23.52 11 TC 204 002 22.82
12 8308 23.19 12 TC 204 003 21.24
13 8310 24.25 13 TC 204 011 21.38
14 9316 21.68 14 TC 204 015 22.43
15 9404 22.82 15 TC 204 016 23.83
PROM 23.19 PROM 23.86
STDEV 0.91 STDEV 1.48
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ANEXO 7. FABRICACION DE LA SOLUCION DE HOYER

MEDIO DE MONTAJE PARA ALAS DE
MOSQUITOS Y TRIATOMINOS

Componentes de la solucion de Hoyer:

Cantidad Componente
50 mL Agua destilada
3049 Goma arabiga (gum arabic)
20 mL Glicerina
200 g Hidrato de cloral (chloral hydrate)

Protocolo de preparacion de la solucién de Hoyer:

iATENCION! {TODO EL PROCEDIMIENTO DEBE HACERSE EN UNA
SORBONA!

1. Limpiar un vaso de precipitacion de 500 mL, una barra de agitacion magnética y

una varilla de vidrio.

Nota: Lavar con solucién de Cloro al 10% y luego con agua destilada.

2. Afadir 50 mL de agua destilada en el vaso de precipitacion y colocar la barra de

agitacion magnética.
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3. Calentar a fuego lento y encender el sistema de agitacion magnética. Espere

hasta que el vidrio se sienta caliente al contacto.

Nota: Es preferible no pasar de Nivel 5 de temperatura y mantener
encendido el sistema de agitacion magnética a un maximo de 7 durante todo

el protocolo.

4. Anfadir lentamente 30 g de goma arabiga en pequefias cantidades con agitacion

constante.
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Nota: Para agilizar la disolucion de la goma, introduzca una varilla de
vidrio en el vaso de precipitacion y haga “saltar” a la barra de agitacion

magneética; esto le permitird deshacerse de los grumos facilmente.
Minimizar el calor para evitar la caramelizacion de la goma arabiga.
jAtencion! Es esencial evitar temperaturas muy altas, pues, una vez
caramelizada, la goma arabiga no podra disolverse. Controle la

temperatura constantemente.

Afadir 20 mL de glicerol (liquido viscoso) con una jeringuilla o una pipeta de 5

mL.
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7. Afadir 200 g de hidrato de cloral (10 g a la vez).

jAtencion! El hidrato de cloral es una sustancia cancerigena; manipular con

mucho cuidado durante la pesada y la preparacion de la solucién Hoyer.

8. Permita que todos los componentes se disuelvan por completo; puede ayudarse

con la varilla de vidrio.
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9. Deje que el medio repose por 10 a 15 dias, sin ser movido, para que las burbujas
desaparezcan.

iATENCION! Para almacenar el medio, coléquelo en un frasco oscuro con
gotero o en un frasco claro envuelto con papel aluminio. MANTENGALO

ALEJADO DE LA LUZ.

Resultados:

» Una vez terminado el procedimiento, deberia poder observar una sustancia de

tonalidad amarilla a dorada, relativamente liquida.

» Obtendra aproximadamente el triple del volumen que colocé de agua, por lo que

se recomienda utilizar vasos de precipitacion de 300 a 500 ml.

> El medio deberia sentirse pegajoso al contacto; si esto no es asi, lo méas probable

es que la goma arabiga esté caducada.
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ANEXO 8. UTILIZACION DE LA CAMARA OLYMPUS SC100 Y DEL
PROGRAMA IRFANVIEW (v. 4.38)

PROTOCOLO PARA CAPTURAR FOTOS DE ALAS DE TRIATOMINOS
DESDE UN ESTEREOSCOPIO (CON ESCALA)

A fin de capturar correctamente los puntos de interés en alas de triatominos P. chinai y
P. howardi, se escogid trabajar con un estereoscopio OLYMPUS SZX7, una fuente de
luz guia de fibra 6ptica OLYMPUS SZ2-CL y una cdmara OLYMPUS SC100, que puede
capturar imagenes a una resolucion maxima de 3840 x 2748 pixeles y con una calidad de
10.6 megapixeles (OLYMPUS, 2019).

OLYymPUS
Sc180

Tdmese en cuenta que, para tomar fotografias en el programa IrfanView, es recomendable
mantener condiciones de iluminacion relativamente uniformes. Si desea medir la
intensidad de la luz de la fuente que se encuentre utilizando, puede ayudarse del sensor

frontal de un telefono mavil y una aplicacién o de un luxémetro.

La intensidad de la luz en la platina del estereoscopio fue de 1300 Ix, mientras que la

intensidad en las luces guia fue de 35 0000 Ix (ambos valores son aproximados). Por otra
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parte, debido a que el tamafio de las alas de P. chinai y P. howardi puede variar, se trabajo

con el menor aumento que brinda el estereoscopio (0.8x).

Una vez se han considerado los factores relacionados al equipo y la iluminacion, puede

empezar a trabajar con el software para captura de fotografias: IrfanView (v. 4.38).

1.- Al entrar al programa, nos encontraremos con una ventana en negro:

Archivo Editar Imagen Opciones Ver Ayuda
= & B PR

No hay ningun archivo cargado (use el mend Archivo -> Abrir)
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2.- Haga clic en “Archivo” y escoja la opcion “Adquirir/Escanear por lotes”:

B ianview s - . T T« ) i)

[[Archivo ] Editar Imagen Opciones Ver Ayuda

Abrir. o
Reabri MayCs+R
Abrir archivos recientes >
Abrir con un editor externo ’
Abrir como >
Miniaturas T
Presentacién de imagenes. w
Iniciar presentacion con la lista de archivos actual Ctri+W
Converti/Renombrar por lotes. B
Buscar archivos. ctrl+F

Seleccionar origen de escaneo/TWAIN...
Adauirir/Escanear por lotes. Ctrl+Mayus +A
Copiado..

Salir Esc

No hay ningun archivo cargado (use el mend Archivo -> Abrir)

3.- Al hacer clic, observara aparecer la siguiente ventana emergente:

Adaquirir/Escanear por l¢ E

Método de adquisicién

31 —

Una sola imagen: mostrar imagen adquirida en el visor | Seleccionar origen TWAIN |

Cerrar el didlogo TWAIN tias adquirir la imagen

& Varias imagenes (gestion por lotes): guardar las imagenes adquiridas como archivos |

Nombre del archivo de salida |

3.2

Contador inicial: o

Incremento: 0 —p 3‘3

Nimero de digitos: o

| Omitir archivos existentes

Recordar contador del escaneo previo (establecer como inicio)

Directorio de destino:  C\Users\Guest\Deskiop ‘ Examinar I__’ 34

3.5

Guardar como: |JPG'JPGNPEGFD"HE‘ 'H Opciones |

Guardar como imagen multipagina (solo para TIF o PDF)

| Aceptar ‘ | Cancelar ‘

3.1 “Varias iméagenes (gestion por lotes)”: En esta opcion, usted puede guardar su

imagen como archivo en la computadora.

3.2 “Nombre de archivo de salida”: Este cuadro le da la posibilidad de darle un nombre

a su imagen rellenando el campo vacio.
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3.3. “Contador inicial”, “Incremento” y “Numero de digitos”: Facilita la enumeracion

automatica de cada fotografia (se acopla al nombre del archivo).

3.4 “Directorio de destino”: Permite escoger el lugar donde desea que se guarde su

archivo al dar clic en “Examinar”.

3.5 “Guardar como”: Al presionar sobre la flecha negra que sigue al texto

iATENCION!: IrfanView guarda las imagenes en el formato JPG/JPEG por defecto. A
pesar de que es un formato ampliamente utilizado que brinda una calidad de imagen
relativamente buena, el proceso de compresion que sufre al guardarse como imagen
sacrifica informacion a cambio de entregarnos un archivo liviano (Amura, 2004). Si
necesita editar sus imagenes en un software especializado (Photoshop o Lightroom) o
capturar detalles puntuales, se recomienda utilizar el formato RAW o TIFF (Ver NOTA
1).

4.- Para el siguiente ejemplo, tome en cuenta estos pardmetros:

~ . - -

Método de adquisicion:

Una sola imagen: mostrar imagen adquirida en el visor Seleccionar origen TWAIN

Cerrar el didlogo TWAIN tras adquirir la imagen
@) Varias imagenes (gestién por lotes): guardar las imagenes adquiridas como archivos

Nombre del archivo de salida: ~ ALAIZQUIERDA

Contador inicial 1

Incremento 1
Nimero de digitos: 3

| Omitir archivos existentes
Recordar contador del escaneo previo (establecer como inicio)

Directorio de destino:  C\Users\GuesfiDesktop\ Examinar
Guardar como: ‘TIF*Taggsd\mags File Format " Opciones

Guardar como imagen multipagina (sclo para TIF o PDF)

l Aceptar ] ‘ Cancelar |
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5.- Cuando pulse aceptar, se desplegara la siguiente ventana:

La camara SC100 incluye un software que trabaja en conjunto con IrfanView para realizar
la captura de imagenes. Si bien el programa nos permite realizar una diversa gama de
tareas, tales como: medir la distancia entre dos puntos, el area de un cuadrado o el area

de un circulo, también incluye una escala ajustable.

6.- Haga clic en “View” y seleccione “Scale Bar”:

& Maximize to Screen F11
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Ahora, podra observar una barra en la parte inferior derecha de su pantalla:

El programa ajusta el tamafio de la barra de escala al aumento especificado. Asi, si
modifica la magnificacion a 2x, la escala cambia:

iATENCION!: Recuerde que la magnificacion de su estereoscopio en la rueda de zoom

debe coincidir con la magnificacion especificada en la seccidon correspondiente del
programa; caso contrario, cuando exporte su imagen para posterior anélisis, la escala

estara incorrecta.
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7.- También puede modificar el tiempo de exposicion de su fotografia, asi como la

resolucién en tiempo real y la resolucion de la fotografia exportada. Dicha informacion

la puede encontrar en la parte derecha de la ventana:

8.- Adicionalmente, tiene la opcién de cambiar el tiempo de exposicion manual o
automaticamente. Ahora bien, el modo automatico ajusta la exposicion de acuerdo a lo
que el programa cree conveniente en funcion de la fuente de iluminacion, no obstante,
incluso si la luz es uniforme, el color y la reflectancia del objeto pueden modificar los

valores de exposicion.

Este factor es especialmente importante cuando se desea trabajar en programas de edicion
de fotografia, donde la sobreexposicion de la luz resulta en informacidn que se pierde y

no se puede recuperar.



oL
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En consecuencia, se escogio el modo manual y se trabajé con un tiempo de exposicion

definido (79.96 ms) para todas las alas de ambas especies.

9.- En cuanto a la resolucion se refiere, la alternativa que escojamos para la imagen en
tiempo real dependera de la potencia de nuestra computadora, su tarjeta gréafica y su
resolucién maxima. Algunos programas son capaces de soportar resoluciones excelentes
a cambio de un retraso entre el movimiento del objeto en la realidad y la accién que ocurre
en pantalla.

En este caso, se escogio trabajar con una resolucion en vivo de 1920 x 1374 pixeles.
Mientras que una resolucion mayor ralentiza drasticamente el movimiento, una

resolucién menor hace la pantalla de visualizacion demasiado pequefia.



10.- Por otro lado, la resolucion de exportacion de la imagen tendré un efecto en la calidad
y tamarfio del archivo (Ver NOTA 2). Pese a que trabajar con archivos grandes puede

consumir tiempo valioso, la cantidad de detalle que se obtiene merece la pena.




11.- Finalmente, presione F8 o haga clic sobre “Snapshot”:

12.- Comprobemos la presencia del archivo con todos los parametros que indicamos

inicialmente:

General | Securty| Details |Previous Versions|

General | Secunty. Detais |Previous Versions|
Property Value -
Origin
Authors F
Date taken
Program name IdanView =
Date acquired
Copynght
Image
Image ID
Dimensions. 3840x2748
Width 3340 pucels
Height 2748 piels
Horzontal resolution 96 dpi
Vertcal resoluion %dpi
Bitdepth 2
Compression Uncompressed
Resoluton unit 2
Color representation
‘Compressed bits/pixe!
Remove Properbes and Personl Informaton
] [ oo ]

Property

Light source
Exposure program
Saturaton
Sharpness

White balance

Digital zeom
EXF version
File

Name
femtype.
Folder path
Date created
Date modifed

Photometic inerpretation RGBS

Value =

ALA IZQUIERDAOO1 8
ianView TIF File
C\Users\GuestDeskiop
59/2019 1035PM
5/9/201910:35 PM
E

302M8
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NOTA 1: En fotografia, los formatos RAW y TIFF se consideran los mejores para trabajar
en edicion debido a que poseen toda la informacion que se puede capturar en una imagen.

Con todo, existe una diferencia crucial entre ellos (Schurman, 2019).

Por su parte, RAW (crudo en inglés) es el “negativo digital” de una fotografia, puesto que
no cambia ningun atributo del archivo y puede llegar a ser extremadamente pesado.
Aunque a simple vista podria considerarse una fotografia, en realidad es un archivo que
contiene toda la informacion no procesada del sensor de una camara (Schurman, 2019)
(Whaley, 2016).

En cambio, TIFF (Tagged Image File Format, por sus siglas en inglés), es un formato de
compresion que utiliza el algoritmo LZW (Lempel-Ziv-Welch) para evitar la pérdida de
informacion (Schurman, 2019), (CVISION, 2019).

NOTA 2: Considere que, independientemente de la resolucion en tiempo real que escoja,
al seleccionar una resolucion menor a la maxima para realizar la exportacion de la imagen,
el programa puede subir arbitrariamente la exposicidn aun trabajando en modo manual.

Por tanto, debe tener cuidado al momento de escoger la resolucion de ambos campos.
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ANEXO 9. UTILIZACION DE ADOBE PHOTOSHOP LIGHTROOM PARA
EDICION DE FOTOGRAFIAS

PROTOCOLO PARA LA UTILIZACION DE ADOBE PHOTOSHOP
LIGHTROOM EN LA VISUALIZACION DE INTERSECCIONES ENTRE
VENAS EN ALAS DE TRIATOMINOS

Adobe Photoshop Lightroom es un programa de ediciéon fotografica que permite una
amplia gama de posibilidades al momento de modificar las propiedades de una imagen.
Ademas, cuenta con una interfaz que hace del flujo de trabajo en fotografia una tarea
sencilla y ordenada (Adobe, 2019).

Considérese que el programa soporta varios formatos de imagen (JPEG, DNG, RAW,
TIFF). No obstante, es recomendable trabajar con RAW y TIFF debido a la gran cantidad

de informacidon que pueden llegar a almacenar (Ver Anexo 8, Nota 1).

Para este protocolo trabajaremos con el formato TIFF.

1.- Al hacer doble clic en el icono del programa, se encontraré con la siguiente ventana:
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El programa se compone de 7 médulos; cada uno juega un papel esencial en el flujo de

trabajo. Asi, tenemos:

1.1 “Biblioteca”: Permite gestionar el origen de las imagenes, la adicion de nuevas

fotografias al proyecto y la exportacion de archivos.

1.2 “Revelar”: Contiene todas las herramientas para modificar iluminacién, sombras,

ruido, enfoque y color en una fotografia.

1.3 “Mapa’: Si las fotos se han tomado con coordenadas GPS, este modulo las

clasificara de acuerdo a su ubicacion.

1.4 “Libro”: Facilita la creacion de un album virtual que puede ser exportado e impreso.

1.5 “Proyeccidon”: Da paso a la creacion de presentaciones con diapositivas o videos a

partir de fotografias.

1.6 “Imprimir”: Este modulo da paso a la modificacion de los parametros de

impresion.

1.7 “Web”: Esta disefiado para utilizar las fotografias en la creacion de una pagina

web.
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2.- Para comenzar un nuevo proyecto, primero debe abrir un nuevo catalogo. Haga clic

en “Archivo” y en “Nuevo catalogo...”

3.- Se desplegara la siguiente ventana:

Escoja el lugar donde desee guardar su catalogo, asignele un nombre y presione

“Crear”.
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4.- En este punto, el programa se cerrara y se volvera a abrir (puede ver como el nombre
del catalogo cambid6 de “Lightroom Catalog” a “Triatomino Ejemplo” en el extremo
superior izquierdo de su pantalla). Ahora, vamos a crear una coleccién donde podamos

guardar nuestro trabajo:

Haga clic en “Biblioteca”, luego en “Nueva coleccion”:

Coloque un nombre a su coleccion y presione “Crear”. En este caso, vamos a llamar a

la coleccidon “Triatominos”.
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Podréa observar su coleccion en la parte izquierda de la pantalla:

5.- Ahora, vamos a introducir nuestras fotos en el programa. Para ello, haga clic en

“Importar”:
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Se desplegara la siguiente ventana:

En la columna de la izquierda, seleccione la carpeta donde se encuentren sus fotos y

haga clic en “Importar”:

iATENCION!: Si desea importar nuevas fotografias a su catalogo en futuras sesiones,

no olvide escoger la opcion “Nuevas fotografias”.
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A continuacion, podra observar que todas las fotos se afiaden a una barra en la parte

inferior de la pantalla:

6.- Con el fin de afiadir nuestras fotos al catalogo “Triatominos”, debemos hacer clic en

“Editar” y después en “Seleccionar Todo”:

También puede utilizar el atajo de teclado “Ctrl A” para seleccionar todas sus

fotografias.
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Después, arrastre sus fotos desde la pantalla general o desde la barra inferior hacia la

carpeta que contiene la coleccion:

S
3
a

Jy
[ -

|
’ i 4

Ahora, cada una de sus fotos presenta un icono negro en la parte inferior de la pantalla;

esto significa que sus imégenes fueron afiadidas exitosamente a la coleccion.

7.- Una vez que hemos afiadido todo a la coleccion, pasemos al modulo “Revelar” para
el proceso de edicion y exportacion. Haga clic en Revelar y observe las opciones que se

despliegan ante usted:

I e I O
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En la columna derecha de su pantalla, podré observar opciones para modificar las
propiedades de su fotografia (exposicion, contraste, ruido, intensidad, saturacion, etc).
En algunos casos, los puntos de cruce entre venas se pueden ver claramente; no

obstante, no es el caso para todas las alas.

8.- Escojamos un ala cuyas venas sean poco perceptibles a simple vista y hagamos

algunos cambios a los ajustes de revelado:

Modificamos algunos parametros...

mn
Arghi
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Y listo, ya podemos visualizar de mejor manera los puntos de interseccion entre venas.
Recuerde, una foto editada presenta un icono en la parte inferior derecha de la miniatura,
al lado del indicador de adicion a la coleccion.

9.- Tomando en cuenta que todas las fotos fueron tomadas con una iluminacion
relativamente uniforme y que podria haber mas de un ala cuyas venas son poco

perceptibles, aplicar individualmente los mismos ajustes de revelado a cada foto seria una
tarea demasiado larga.

Por este motivo, Lightroom incluye una funcion que permite tomar los ajustes de una foto
y aplicarselo a cuantas imagenes deseemos a la vez. Para ello, haga clic derecho sobre la
imagen cuyos ajustes desee trasladar y coloque el raton sobre “Ajustes de revelado”.

Deberia poder observar una nueva ventana con opciones; dentro de dicha ventana,

seleccione “Copiar ajustes...”:
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Aparecera una ventana emergente:

Aqui, usted puede seleccionar los parametros que desee transferir a otras fotografias.

Cuando haya escogido sus ajustes, haga clic en “Copiar”:

Seleccione todas las fotos a las que quiera aplicar los ajustes copiados y haga clic
derecho sobre cualquiera. Vamos a dirigirnos hacia el mismo punto que se describid al

inicio del paso 9; empero, esta vez vamos a hacer clic sobre “Pegar ajustes...”
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Si desea visualizar el antes y el después de la edicion en su fotografia, haga clic sobre el

icono que se encuentra al lado izquierdo de la opcion “Pruebas en pantalla”. Al

presionar varias veces, podré alternar entre distintas opciones de comparacion:

10.- Una vez hemos realizado la edicion, pasemos a la exportacion de los archivos. Elija

sus fotos, haga clic derecho y presione sobre “Exportar’:
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Aparecera una nueva ventana (los ajustes mas importantes se detallan a continuacion):

Egortara: [Discoduro |

» Ajustes preestablecidos de Lightroom v [ibicacion de exportacen

» ajustes preestablecidos del usuario
Exportar ;| Carpeta especifica

=
— 10.1

——> 10.2

v

10.3

v fambiar tamafio de imagen

[ Iredmensionar para encajar: ’ Th,, .;:,.;J . g,n,u;ﬂ: —> 10-4

¥ Enfoque de salida
Oenfoque pars:

Adadr Q ¥ Metadatos

Gestor de plugins... Exportar Cancelar

10.1 “Ubicacién de exportacion”: Aqui puede escoger la carpeta de destino de sus

fotografias al presionar en “Elegir”.

10.2 “Nombres de archivos”: Puede proporcionarle a su archivo un nombre nuevo o

conservar el nombre original.

10.3 “Ajustes de archivo”: En esta seccion puede cambiar el formato de imagen (DNG,

JPEG, TIFF), la calidad de exportacién e incluso limitar el tamafio de su archivo.

Es recomendable trabajar con una calidad maxima (100) para garantizar la mayor
cantidad de detalle en la fotografia. En este caso, se escogié el formato JPEG; ya que la
compresion redujo el tamafio de la imagen a una tercera parte del original, no hizo falta

limitar el tamafo del archivo.

10.4 “Cambiar tamaiio de imagen”: Finalmente, podemos redimensionar la imagen a
nuestro gusto y modificar la resolucion. Lightroom exporta las fotos a una resolucién de
72 ppp (pixeles por pulgada) por defecto; sin embargo, este valor puede ser modificado
acorde a su uso. Si desea observar sus imagenes en cualquier pantalla, la resolucion por
defecto basta. Pero, dado caso que el objetivo sea la impresion, es preferible exportar el

archivo entre los 240 y los 300 ppp (Arias, 2019).
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11.- Presione en “Expotar” y compruebe que su archivo se encuentra en el lugar

correcto y cumple con todas las especificaciones dadas:

& Propiedsdes: Lhw_o M 813126006

Gervrg | Seguidad Detales | Vorsonsa atedires
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ANEXO 10. UTILIZACION DE XYOM PARA LA DIGITALIZACION DE
LANDMARKS EN ALAS DE TRIATOMINOS

PROTOCOLO PARA LA DIGITALIZACION DE LANDMARKS EN ALAS DE
TRIATOMINOS MEDIANTE EL USO DEL SOFTWARE XYOM

El software XYOM es una versién online actualizada del programa CLIC para analisis
morfométrico (Dujardin, 2019). Con el objeto de obtener resultados estadisticos que
permitan realizar inferencias de caracter bioldgico, el primer paso es informar al programa
como se encuentran distribuidos los puntos de interés en la estructura que deseamos

analizar.

Este proceso se conoce como DIGITALIZACION:

iATENCIONI!: Antes de empezar, debe tener una cuenta activa en Google Drive; XYOM
guarda todo su progreso en esta plataforma de almacenamiento y requerira que aprenda a

familiarizarse con su uso.

Dependiendo de la resolucion y tamafio de su pantalla, tendra que acercar o alejar el zoom
de su navegador para visualizar todos los elementos. Es recomendable trabajar con un

zoom Unico cuando realice la digitalizacion. Vamos a trabajar con un zoom del 110%.

Por otro lado, asegurese de que todas las fotos que va a digitalizar se encuentran subidas
a la plataforma Google Drive. Es preferible clasificarlas en carpetas, de manera que pueda

acceder a ellas facilmente.
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1.- Vaya a la siguiente direccion electronica: https://xyom.io/. Aparecera la siguiente

pantalla:

7 XYOM x  + = ) ey

€ > C @ https//xyomio/me B a % @

XYOM

Online Morphometrics

G sign in with Google

Don't Have An Account Yat?

SIGN UP

2.- Haga clic en la opcion “Sign in with Google” e ingrese a su cuenta:

&7e XYOM x =

€« - C @ https//xyomio/me B a % @

XYOM

Online Morphometrics

G signin with Google

Don't Have An Account Yet?

SIGN UP



https://xyom.io/
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3.- Si inici6 correctamente la sesion en su cuenta, aparecera la siguiente ventana:

w7 XYOM x o+ = @ X

& C @ https//xyom-v1.appspot.com/me Q % ®

ALVARO LARA

EMAIL: BARU7279@GMAIL.COM

La primera vez que inicie sesion en XYOM mediante su cuenta de Google, el programa

creara automaticamente una carpeta en Google Drive.

4.- Haga clic en el icono amarillo bajo su correo; deberia abrirse una nueva pestafia en
el navegador. Inicie sesion en Google Drive si asi se lo solicita la plataforma y
compruebe la existencia de una carpeta vacia con el nombre [ XYOM].

Es recomendable mantener la sesion iniciada en Google para evitar realizar el proceso

cada vez que desee ingresar a XYOM o a la plataforma Google Drive.



78 XYOM X | & [XYOM] - Google Drive x | + - X

C @ hitps//drive.google.com/drive/folders/11Wxs-GE8JKRduh1mOwcy-hdee4O7rdXF ¥ @

LDI’I’VE Q  Search Drive - @ = H g

Foew My Drive > [XYOM] ~ B @ &

Folders Name 4
» My Drive X ]
» Computers
o P BB Prueba Xyom BB dhwMPl B dhwMmceN Details Activity ')
23, shared withme —_— l
B dhwmay BB dhwHsG BB dhwHmE
(©  Recent
Starred
¥ BB dhwHen BB dhwHBI BB dhbmveey
M Trash
BB dhbmMHYBY B dhbmocasy B dhbmocass
E  sackups
BB dhbmvemBY B dhbwmeive BB dhmBLTC
= Storage !
9.168 of 15 GB used
° s BB dhbmMBIHY BB dhbmBIGA BB dhbmBiBM
UPGRADE STORAGE §
Type Google Drive Folder
Location i
B dhbHvVeRS B dhbHHYBY B dhbHGABY B Myprive
owner me
>
B dhbHcoBs B dhbHBIVC B dhHBILTC Modified Nov 26,2018 by me.

5.- Regrese a la pestafa del programa XYOM y haga clic sobre el icono resaltado en

rojo:

e XYOM x  + - o x

&« C @ httpsy//xyom-vi.appspot.com/me @ w »

ALVARO LARA

EMAIL: BARU7279@GMAIL.COM
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6.- Podra ver gque se despliega una lista de opciones en la parte izquierda de su pantalla.
Haga clic en la opcion “DIGITIZATION”:

€78 XYOM X @& [XYOM]- Google Drive x| + = bd

&« C @ htips//xyom-vi.appspot.com/me aQ % @

© MY ACCOUNT

& DIGITIZATION

B HELP
Characterization
Classification
Identification
Asymmetry
Miscellaneous
Machine Learning

FAQ
Frequently Asked Ques...

7.- Deberia poder visualizar la siguiente ventana:

7e XYOM X & My Drive - Google Drive x| + = X
&« C & https//xyom-v1.appspot.com/upload B a % @ :
4 DIGITIZATION

You can either create a new digitization or choose an existing one from your Google Drive

7.1 New DIGITIZATION 7.2 | Choose an existing DIGITIZATION
(®) Landmarks () Outlines
You have chosen: landmarks
CONFIRM
— You need to pick a file with the XYOM format:
XYOM_MM/DD/AAAA@HHAMM.xyom

XYOM nos permite hacer 7.1 “New DIGITIZATION” una nueva digitalizacién o 7.2
“Choose an existing DIGITIZATION” continuar una que dejamos pendiente.
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Vamos a realizar una nueva digitalizacion. Para ello, en “New DIGITIZATION” haga

clic en “Landmarks” y presione sobre la opcion “Confirm”:

#n XVOM X @ My Drive - Google Drive x| + = bd
&« C & htips//xyom-vl.appspot.com/upload B a % @ :
4 DIGITIZATION

You can either create a new digitization or choose an existing one from your Google Drive

New DIGITIZATION Choose an existing DIGITIZATION

(® Landmarks O Outlines
You have chosen: landmarks
You need to pick a file with the XYOM format:

XYOM_MM/DD/AAAA@HHAMM xyom

8.- Aparecera la siguiente ventana:

70 0OM X & My Drive - Google Drive x| + = X

< C & hitps//xyom-vl.appspot.com/digitization/landmarks/1kN2OK1PKDu6qciQmHGU20eAOW_ZOrp/1PILLBAYYAZ14w_RnGnKZ2fcDI1XmsmgX W aa % @

| Everything is saved. & > -

EditCTRL + SHIFT KEY T70image
Delete: CTRL + ALT KEY Name:

g8 ([l & aa x

8.1 L 8.2

Pick Upload

Aqui podréa escoger si desea 8.1 “Pick” tomar los archivos a digitalizar desde sus carpetas
almacenadas en Google Drive o si desea 8.2 “Upload” subirlos desde su computadora.
Como se menciono al inicio del protocolo, es preferible escoger la primera opcién para
evitar tener que subir un grupo de imagenes cada vez que desee trabajar con ellas.
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9.- Escoja las fotos para la digitalizacion. Haga clic en la opcion “Pick” y se desplegara

la siguiente ventana:

&0 XVOM X & My Drive - Google Drive x| + = ks
< C @ hitpsy//xyom-v1.appspot.com/digitization/landmarks/1kN20K 1PKDuqciQmHGU20eAGWt]_ZOrp/ 1PILLBAYYAZ14w_RnGnKZ2feDI1XmsmaX I a % @
A
= Select a file x [P ]
pe =
Images
< > =
Images Q -
Folders
B 122000 B 2000 B 21272010 B 2192009
| 2192019 B 21132019 | s5m13/2019 | 532019
B 51320100 B 51320100 | 52172019 B 52272019
B 5222000 B 522120100 B 5222010 B 5282010
B 5282019 BB 5620190 B 56/2019@.. | so2019@.
Cancel

Escriba en el buscador el nombre de la carpeta donde se encuentren los archivos que desea

digitalizar. Vamos a utilizar la carpeta “Digitalizacion (Protocolo)” como ejemplo:

«7e XYOM X & My Drive - Google Drive x| + - X
< C @ httpsy//xyom-v1.appspot.com/digitization/landmarks/1kN20K1PKDu6qciQmHGU20eAOWtj ZOrp/1PILLBAYYAZ14w_RnGRKZ2fcDI1XmsmaX W a ¥ @
= Select afile X @ >

Ve
Images
< > =
Images Digitalizacién (Protocolo) Q =

BB oigitalizacién (P.

Cancel
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Escoja las imagenes que desee digitalizar y presione en la opcion “Select”:

o7+ XYOM X & My Drive - Google Drive x| + = o X

&« > C & 1.appspot. izati 1kN20K1PKDu6qciQmHGU20eAOWtj_ZOrp/1PiLLB4YYAZ14w_RnGnKZ2fcDI1XmsmagX B a % @ :

Images
< > mEm
Q = & =

Images

Images » Digitalizacién (Protocolo)

]
il

Files.

. dchpMVCO. . dchpMVCO.

. dchpM_VCO.

= -

10.- Una vez realizado este proceso, podra visualizar la siguiente ventana:

70 XYOM X & My Drive - Google Drive x| + = a X

« > C a yom-v1.appspo t 1kN20K1PKDu6qciQmHGU20eAOWtj_ZOrp/1PILLBAYYAZ14w_RnGKZ2fcDI1XmsmaX B a % @ :

10.2 N

Edit CTRL + SHIFT KEY 173images
Delete:CTRL + ALT KEY Name: d_ch_p_M_VC_9471jpg

A S ~0 B8 (& & aa X . 10.3
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La interfaz de la digitalizacién se divide en 4 secciones principales:

10.1 “Nimero de Landmarks”: Permite asignar el nimero maximo de landmarks para
cada set de fotografias. Si se coloca en la imagen una cantidad de landmarks mayor o
menor al limite especificado, el programa le alertara y no le permitird avanzar a la

siguiente.

10.2 “Acceso a la carpeta [XYOM] en Google Drive”: Al hacer clic en el icono amarillo
, puede ingresar a la carpeta creada por el programa XYOM en Google Drive, donde se

guardara su digitalizacion.

10.3 “Avance, retroceso y menu”: Las flechas € ? e permiten avanzar a la
siguiente fotografia o retroceder a una imagen anterior. Debajo, puede visualizar el

numero de fotografias cargadas para su digitalizacion, asi como el nombre de cada

imagen. El boton “Menu” = e permite afadir mas imagenes, guardar las
coordenadas de los landmarks en un archivo en la plataforma Google Drive y descargar
las coordenadas a su computadora.

10.4 “Barra de herramientas”:

El boton “cursor” permite escoger entre varias formas que puede tomar el cursor

del raton para adaptarse a sus necesidades.

El icono “font weight” permite elegir el tamafio de letra para los nimeros que se

despliegan junto a cada landmark.

!= La opcion “hide numbers” permite ocultar o mostrar los nimeros que se

2 w—
1 —

despliegan junto a cada landmark.
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La funcion “landmarks size” permite escoger entre distintos tamanos de
landmark, escoja un tamarfio que se ajuste al tipo de estructura que vaya a

analizar.

D El icono “landmarks shape” despliega una lista de formas que pueden tomar sus

landmarks, incluyendo formas rellenas y vacias.

El botén “landmarks color” muestra un cuadro que le da la opcion de escoger el
color del landmark mediante una tabla de matices, a través de un codigo de color
hexadecimal (HEX), un cédigo “Red, Green, Blue” (RGB) o un cdédigo “Hue, Saturation,
Lightness” (HSL).

La opcion “font color” muestra un cuadro que le da la opcion de escoger el color
de los nimeros que se despliegan junto a los landmarks mediante una tabla de matices, a
través de un codigo de color hexadecimal (HEX), un codigo “Red, Green, Blue” (RGB)
o un cédigo “Hue, Saturation, Lightness” (HSL).

... La funcion “template for semilandmarks” permite generar una plantilla de

semilandmarks a partir de dos landmarks.

El icono “semilandmarks template color” brinda la posibilidad de escoger el
color de una plantilla de semilandmarks mediante una tabla de matices, a través de un
codigo de color hexadecimal (HEX), un codigo “Red, Green, Blue” (RGB) o un codigo
“Hue, Saturation, Lightness” (HSL).

El boton “scale this image” permite indicarle al programa cuanta distancia en la
pantalla equivale a una distancia determinada en la realidad. Tiene la opcion de

realizar la medicién en mm o cm.
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La opcion “fix landmarks position on image” le permite fijar la posicion de los

landmarks en la imagen, de manera que no haya errores si la imagen no se carga bien.

B3 L2 funcion “delete all landmarks on this image” le da la posibilidad de eliminar

todos los landmarks de su digitalizacion.

El icono “flip horizontally” permite voltear la imagen de manera horizontal; esta
[| funcién es muy util si las imagenes fueron tomadas en modo espejo desde el

estereoscopio o el programa de captura.

.....

o El boton “flip vertically” permite voltear la imagen de manera vertical; esta
funcion es muy til si las imagenes fueron tomadas en modo espejo desde el estereoscopio

0 el programa de captura.

S La opcion “zoom in” realiza un acercamiento hacia la imagen; esto resulta util
cuando las estructuras son pequefias o cuando se necesita mayor exactitud al momento de

colocar los landmarks.

S La funcion “zoom out” realiza un alejamiento desde la imagen; esto resulta util
cuando las estructuras son demasiado grandes o0 no se pueden visualizar correctamente en

la pantalla.

iATENCION!: Si utiliza la funcion de zoom de XYOM, una vez asigne las posiciones
de los landmarks, no podré acercar ni alejar la imagen. Ademas, la siguiente imagen que
desee digitalizar tendra el zoom por defecto y no el que utiliz6 en la imagen anterior. Por
ello, es recomendable no usar el zoom del programa y trabajar con un zoom del navegador

determinado para todo el proceso.
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x El icono “remove this image” permite eliminar la imagen actual del set.

11.- Ahora que conocemos mejor la interfaz del programa, vamos a digitalizar un set de

iméagenes.

Asignaremos un ndmero maximo de landmarks; tome en cuenta que el nimero por

defecto es 3:

«7e XYOM X & My Drive - Google Drive x| + = a X

€ > C @ https//xy 1.appspot. igitizati 1kN20K1PKDubqciQmHGU20eAO0Wtj_ZOrp/1PiLLBAYYAZ14w_RnGnKZ2fcDI1XmsmgX W a % @ :

@ [ Everything is saved. & > -

EditCTRL + SHIFT KEY 173 images
3 Delete:CTRL + ALT KEY Name: d_ch_p_M_VC_9471pg
romaris 0

S =S EUi0&AER-BE[EsQaax

Para este ejemplo utilizaremos 8 landmarks:

«7e XYOM X & My Drive - Google Drive x| + = a X

& > C & hitps//xyom-vi.appspot igitizati /19CT1SRHUSKHTZIPPGX1MYxp7RMH3zee/1GjeCTH-IZVaCjngdn_xgeE2dENTFresh B Q% @

[ Everything is saved. & > -

Edit CTRL + SHIFT KEY 173images
Delete: CTRL + ALT KEY Name: d_ch_p_M_VC_9472jpg

S~ B B[ &aax
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12.- Ahora, vamos a escalar la imagen. Haga clic en el icono *** “Scale this image”

y escoja la opcion “Scale”, aparecera el siguiente cuadro:

Scale Your image

Humber of units

1

mm -

Cancel START SCALING

Escriba el namero de unidades, escoja la unidad de medida que desee utilizar y haga clic

sobre “Start Scaling”. Para este ejemplo, vamos a utilizar 1 mm:

Como se puede observar, la escala de esta imagen se encuentra en la esquina inferior
derecha. El icono que representa los puntos de escala es un cuadrado rojo de borde

grueso con un nimero en la esquina superior derecha.
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Cuando termine de indicar la distancia, esta aparecera arriba de la barra de

herramientas:

1 mm = 55px

{ll]
ifi
o
O
0%
>
&
}
N
al
[l
Jo
Jo
X

La escala le muestra cuantos pixeles equivalen a la medida de la escala en su imagen.
En este ejemplo, 1 mm equivale a 55 pixeles. Considere que la escala solo debe
indicarse en la primera imagen de un set de fotografias y que es recomendable
trabajar con valores exactos o muy aproximados entre distintas digitalizaciones de un

mismo proyecto.

13.- Ponga los landmarks haciendo clic derecho sobre los puntos de interés, de manera
que sigan una configuracion determinada. Lastimosamente, no existe una forma de
eliminar landmarks individuales, por lo que, si comete un error, debe borrar todos y

empezar de nuevo.

70 XYOM X & My Drive - Google Drive x| + - 8 X

¢« > c 1.appspot. 19Cm1SRHUSKXHTZIPPGX1MYxp7RMH3zee/1GjeCTH-IZVaCjng4n_xgeE2dEhTFresh B a % @ :

17 mm = 55px

$E=ELi0s A ~BE[(saaax

Hagaclicen > “Nextimage”y repita el paso 13 en todas las imagenes que componen

su digitalizacion:
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o7+ XYOM X & My Drive - Google Drive x| +

&« > C a 1.appspot.

19C1SRHUSXHTZIPPGX1MYxp7RMH3zee/1GjeC7H-1ZVaCjng4n_xgeE2dERTFresh

5 Everything is saved.

< - W
Edit CTRL + SHIFT KEY T73images
8

T73images

& Delete:CTRL + ALT KEY Nae: st M_vc_
1 mm = 55px

~B 8 [ & aax

70 XYOM X & My Drive - Google Drive x| +

€«>c a

1.appspot.

19Cr1SRHUSxHTzIPPGX1MYxp7RMH3zee/1GjeC7H-1ZVaCjng4n_xgeE2dEhTFresh

. Everything is saved. & >

Edit CTRL + SHIFT KEY 273images

Delete:CTRL + ALT KEY Name: d_ch_p_M_VC_

~B 8 [l & aax
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70 XYOM X & My Drive - Google Drive x| +

a8 X
& C @ https//xyom-v1.appspot.com/digitization/landmarks/19Crr1SRHuSxHTzIPPgX1MYxp7RMH3zee/1GjeC7H-1ZVaCjng4n_xgeE2dEhTFresh B a % @ :

S R——

@ [ Everything is saved. < > -
8 Edit CTRL + SHIFT KEY 373 images
Laromeris 8 Delete:CTRL + ALT KEY Name: d_ch_p_M_VC_¢

iATENCION!: Recuerde que, al realizar una digitalizacion, debe acabar de vueltaen la
primera imagen; caso contrario, las coordenadas de la ultima imagen no se guardaran y

perdera esos datos.

2

14.- Vamos a obtener las coordenadas de la digitalizacion. Haga clic en el boton “Menu

=] y observe el panel que se abre en la parte derecha de su pantalla:

«7e XYOM X & My Drive - Google Drive x| +

1SRHUSxHTzIPPGX1MYxp7RMH3zee/1GjeC7H-1ZVaCjng4n_xgeE2dEhTFresh B a % @ :

< C @ https//xyom-vi.appspot.com/digitization/landmarks/19Cr

¥ DOWNLOAD
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Presione la opcion “Download”, aparecera la siguiente ventana:

Download your landmarks

Which format would you like 7

(:) Tps(:) CLc(:) csv(:) JSON -

Cancel Save

Puede escoger entre cuatro formatos para descargar sus coordenadas. Dependiendo de

qué programa estadistico o analisis vaya a utilizar, escoja el mas adecuado.

Como en este trabajo vamos a analizar nuestros datos mediante las herramientas

morfométricas de XYOM, elegimos la opcion “CLIC” y presionamos en “Save”:

Download your landmarks

Which format would you like ?

(:) TS CLC(:) cev(:) JSON -

Cancel Save

Se desplegara la siguiente ventana:

LANDMARKS - 3 individuals.

|.CLICK HERE TO DOWNLOAD YOUR DATA

Close

Asegurese de que el nimero de individuos corresponde con el set que digitalizo y haga
clic en el recuadro resaltado en rojo. En la seccion “Descargas” de su navegador podra

observar un archivo con la extension .txt:



S XVOM % | & My Drive - Google Drive X % Descargas x 4

C & Chrome | chrome://downloads i @

Descargas

landmarks_Thu Jun 13 2019 16_06_52 GMT-0500 (hora de Ecuador).txt %
D blob:https://xyom-v1.appspot. com/09ce9a13-18f2-44d2-9b03-9a5f61a984f3

Mostrar en carpeta

El archivo se descarga con un nombre por defecto que tiene el siguiente formato:

landmarks_DD (letras) MM (letras) DD (numeros) AAAA (nimeros) HH (nimeros)
mm (nimeros)_ss (numeros) Coordenadas UTC de su area (Zona).txt

NOTA 1: Pese a que el programa indica que necesita un archivo con este formato de
nombre especifico para realizar los analisis morfométricos posteriores, en realidad, se

puede cambiar sin que afecte el proceso de lectura de datos.

15.- También puede acceder a su carpeta [XYOM] en Google Drive pulsando sobre ™,

donde podra observar las imagenes que digitaliz y un archivo con extension .xyom :

&7 XYOM X & 6/13/2019021h31DIGTIZATIO! x = + - a8 X
C @ httpsy//drive.google.com/drive/folders/1hmug8cwkfrvSy0DA4xC5D1v2S9TCwel My @
L Drive Q search Drive S ® ® i ”
|' ii My Drive > [XYOM] > 6/13/2019@21h31_DIGITIZATION ~ B ® @
ew
Files Name A
> My Drive B 6/13/2019@21h31_DI X
| GITIZATION
» [0 Computers ®
2, Shared with me Details Activity
(©  Recent
Y  stared -
M Trash M d_ch_p_M_vC_9471.jpg M d_ch_p_M_vC_9472jpg M d_ch_p M_vC_9474.jpg -
E/ Backups
&=  Sstorage n
9.1 6B of 15 GB used 0
UPGRADE STORAGE
Type Google Drive Folder
B XYOM_6/13/2019@21h. ek PR

Owner me



133

16.- Finalmente, vamos a abrir el archivo que descargamos en formato .txt, puede hacerlo

con el Bloc de notas o con WordPad:

mj landmarks_Thu Jun 13 2019 16_08_32 GMT-0300 (hora de Ecuador): Bloc de notas - m} x

Archivo  Edicién  Formato  Ver  Ayuda

ISCALED landmarks - 3 individuals - 13/6/20191.1096909690969091 8.963636363636363 1.1454545454545455 8.2 ©.6727272727272727
7.672727272727273 1.4181818181818182 6.8 2.690909098989091 5.472727272727273 4.818181818181818 3.3636363636363638
10.0836363636363637 4.527272727272727 8.498989090960909 6.2181818181818181.7818181818181817 8.927272727272728
1.8181818181818181 8.109@9090909091 1.3272727272727274 7.527272727272727 1.9454545454545455 6.636363636363637 3.4
5.181818181818182 5.2727272727272725 3.1818181818181817 10.654545454545454 4.345454545454546 9.181818181818182
5.9454545454545451, 3636363636363635 8.89090909690969 1.4181818181818182 8.072727272727272 1.018181818181818
7.581818181818182 1.7272727272727273 6.763636363636364 3.018181818181818 5.418181818181818 4.872727272727273
3.672727272727273 9.50909090909091 4.781818181816182 8.272727272727273 6.109090909090909
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ANEXO 11. UTILIZACION DE XYOM PARA LA OBTENCION DE ANALISIS
ESTADISTICOS EN MORFOMETRIA GEOMETRICA USANDO COMO
EJEMPLO ALAS DE TRIATOMINOS

PROTOCOLO PARA EL USO DE LOS MODULOS “CARATERIZACION” Y
“CLASIFICACION” EN XYOM: ANALISIS ESTADISTICOS

Tomando en cuenta que hemos descargado y organizado todos los archivos de texto
necesarios (con las coordenadas de los puntos de interés) (formato .txt) para realizar las
comparaciones pertinentes, ahora necesitamos organizar la informacion a fin de indicarle

al programa en qué orden o estructura analizar los datos.

Durante la realizacion de este trabajo, nos encontramos con un pequefio bug que, hasta la
fecha de fabricacion de este protocolo, no ha sido reparado. El problema consiste en que
puede darse el caso que ciertos archivos de texto, producto del maodulo
DIGITALIZACION, no muestren una separacion adecuada de las coordenadas de cada
individuo. Tal hecho tiene como consecuencia la fusion de individuos dentro del archivo.
Asi, al momento de introducir los datos en el modulo CARACTERIZACION, el
programa indicara que existen menos individuos de lo especificado en el archivo y no se

podra proceder con el analisis.

En consecuencia, antes de empezar, es necesario asegurarse de que las coordenadas se
encuentren correctamente separadas. Para ello, primero debemos saber como interpretar

lo que vemos en el archivo de texto.
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£ _hb_H_ : Bloc de notas —
d_hb_H_CC Bl Bloc d O *

Archive Edicién  Formate  Ver  Ayuda

ECﬁLED landmarks - 3 individuals - 28/5/208191.5636363636363637
.834580578718864 1.698909098909091 6.103829251836973 1.2181818181818183
.673991417280567 1.9636362636363636 4.957578359473223 3.4989090909890907
.6258500721803625 5.589090989098909 2.0059565016365638 108.927272727272728
.894984409382127 9.254545454545454 4.54285878599136351.3818181818181818
LBT72727272727272 1.4545454545454546 7.7818181818181382 1.89898969698989688
.290989098989091 1.6727272727272726 6.472727272727273 3.2363636363636363 5
LB72727272727272 3.1818181818181817 18.309090909098909 4.527272727272727
.636363636363637 6.1090909890909091.4363636363636363 8.654545454545454
.589890909890909 7.8545454545454545 1.0909890909098968 7.2381818181818182
.7818181818181817 6.545454545454546 3.1818181818181817 4.963636363636304
L927272727272728 3 18.145454545454545 4.08181818181818185 8.636363636363637
. /B9898989898989

(8 R oy e e B T B R+« R WE R W R Wy B e ]

Todos los archivos de landmarks estan compuestos por 4 elementos:

1.- El titulo, generalmente “SCALED LANDMARKS”.

2.- El nimero de individuos, en este caso: “3 individuals”.

3.- La fecha de creacion del archivo, en este ejemplo: 28/5/2019 (formato:
DD/M/YYYY).

4.- Las coordenadas X y Y de los puntos digitalizados.

Como se puede observar, no es facil diferenciar las coordenadas de cada individuo que

compone el archivo. Al menos no en Word Pad o en el Bloc de notas.

Para resolver este problema, copiemos toda la informacion del archivo abierto en bloc de

notas en un archivo nuevo de Microsoft Office Word:
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Documento2 - Word

Insertar Disefio Disposicién Referencias Caorrespondencia Revisar Vista Zotero Q K

i . A A Al A b
Calibri (Cuerpc - |11 | A A" | A T asbcene AsBbeede AaBbCe Aasbcel AQB aasbeer assbecn o,
MR

R T Normal | T5in espa... Titulo 1 Titula 2 Titulo Subtitulo  Enfasis sutil |- I3 Sel

. : LA oA L
- N K S -abex. X [A-%.- A

& Fuente ] Parrafo £ Estilos ] Er

SCALED landmarks - 3 individuals - 28/5/2019

1.5636363636363637 6.834580570718864 1.690909090909091 6.103839251836973
1.2181818181818183 5.673991417200567 1.9636363636363630 4.957578359473223
3.4909090909090907 3.6250500721003625 5.509090909090909 2.0059565616365638
10.927272727272728 3.094904409382127 9.254545454545454 4.5420587859913635

1.3818181818181818 8.672727272727272 1.4545454545454546 7.781818181818182
1.0909090909090808 7.290909090909091 1.6727272727272726 6.472727272727273
3.2363636363636363 5 5.072727272727272 3.1818181818181817 10.309090909090909
4.527272727272727 8.636363636363637 6.109090909090909

1.4363636363636363 8.654545454545454 1.509090909090909 7.8545454545454545
1.09090909090908508 7.381818181818182 1.7818181818181817 6.545454545454546
3.1818181818181817 4.963636363636364 4.927272727272728 3 10.145454545454545
4.0181818181818185 8.636363636363637 5.709090909090909

Es evidente que las coordenadas estan claramente diferenciadas en 3 grupos. Ahora bien,
¢coémo saber si el numero de coordenadas es correcto y no se encuentra fusionado con
otro individuo? Podriamos decir que, a simple vista, un grupo fusionado mostraria una

seccion mas grande:

DocumentoZ - Word

Insertar  Disefio  Disposicién  Referencias  Correspondencia  Revisar  Vista  Zotero Q@ ;jQué desea hacer?

. i . == a o £ Bu
Calibri (Cuerpe - |11 ~| A A" | A3 =3= 2l M | pembcene] asmbcene AaBbCe Acebccl AQB asebcer amsbecoe o g
T| | wache
N K 5 -abex, x> &~ abr . fo. . TMormal | T5in espa.. Thule 1 Titulo 2 Titulo Subtituloe  Enfasis sutil |+
1ato b, Sel
£} Fuente ] Estilos F) E

SCALED landmarks - 3 individuals - 28/5/2019

1.5636363636363637 6.834580570718864 1.690909090909091 6.103839251836973
1.2181818181818183 5.673991417200567 1.9636363636363636 4.957578359473223
3.4909090909090807 3.6250500721003625 5.509090909090909 2.0059565616365638
10.927272727272728 3.094904409382127 9.254545454545454 4 5420587859913635

1.3818181818181818 8.672727272727272 1.4545454545454546 7.781818181818182
1.0909080909090908 7.290909090909091 1.6727272727272726 6.472727272727273
3.2363636363636363 5 5.072727272727272 3.1818181818181817 10.309090909090909
4.527272727272727 8.636363636363637 6.109090309090909 1.4363636363636363
8.654545454545454 1.509090909090909 7.8545454545454545 1.0909090909090908
7.381818181818182 1.7818181818181817 6.545454545454546 3.1818181818181817
4.963636363636364 4.927272727272728 3 10.145454545454545 4.0181818181818185
8.636363636363637 5.709090909090909



137

Empero, si la imagen de arriba fuese el resultado de haber pegado directamente la
informacion del archivo .txt (archivo con bug) en Word, ¢cémo saber donde terminan las

coordenadas de un individuo y empiezan las de otro?

En este estudio se utilizaron 8 landmarks o puntos de referencia. Cada punto tiene una
ubicacion en el espacio representada por un valor para X y un valor para Y. Asi, cada
individuo deberia tener 16 datos. Si observa el contador de palabras de Word, sabra donde

termina un individuo y empieza otro.

SCALED landmarks - 3 individuals - 28/5/2019

1.5636363636363637 6.834580570718864 1.690909090909091 6.103839251836973 Contar palabras ? X
1.2181818181818183 5.673991417200567 1.9636363636363636 4.957578359473223 o
3.4909030909090907 3.6250500721003625 5.509090909090909 2.0059565616365638  Cstadisticas:

10.927272727272728 3.094904409382127 9.254545454545454 4.5420587859913635 Paginas 1

Palabras 16
1.3818181818181818 8.672727272727272 1.4545454545454546 7.781818181818182 . .

Caracteres (sin espacios) 263
1.0909090909090908 7.290909090909091 1.6727272727272726 6.472727272727273 .

Caracteres (con espacios) 278
3.2363636363636363 5 5.072727272727272 3.1818181818181817 10.309090909090909 Parrafos 0
A.527272727272727 8.636363636363637 6.109090909090909 1.4363636363636363 s 4

8.654545454545454 1.509090909090909 7.8545454545454545 1.0909090909090908
7.381818181818182 1.7818181818181817 6.545454545454546 3.1818181818181817 Ingluir cuadros de texto, notas al pie y notas al final
4.963636363636364 4.927272727272728 3 10.145454545454545 4.0181818181818185
8.636363636363637 5.709090909090909

Una vez se haya asegurado de que no existen errores en la separacion de coordenadas
entre individuos, puede empezar a organizar sus archivos de acuerdo a las comparaciones
que necesite realizar. Recuerde siempre guardar sus archivos en formato .txt desde Word
dado que, si trabaja directamente con los archivos descargados mediante el modulo
“DIGITALIZACION”, pueden mostrar el bug antes mencionado y provocar errores.

iATENCION!: Es esencial que, cuando construya sus archivos de texto con varios
grupos, los ordene de manera sucesiva. Tenga listos sus archivos de texto para el anélisis,

anote en una tabla o en un papel el nimero de individuos por grupo.

El ejemplo de este protocolo utilizara un archivo de texto donde existe un total de 277
individuos. De esta manera, 92 pertenecen a la especie P. chinai (primer grupo), 83 a P.

howardi (segundo grupo) y 102 a hibridos entre ambas especies (tercer grupo).

Vamos a utilizar el médulo CARACTERIZACION para obtener un archivo que
permitira construir un dendrograma en el médulo CLASIFICACION. El objetivo es

mostrar el flujo de trabajo general para analisis morfométrico en XYOM.
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1.- Vaya a la siguiente direccion electronica: https://xyom.io/. Aparecera la siguiente

pantalla:

7 XYOM x  + = ) ey

€ > C @ https//xyomio/me B a % @

XYOM

Online Morphometrics

G sign in with Google

Don't Have An Account Yeat?

SIGN UP

2.- Haga clic en la opcion “Sign in with Google” e ingrese a su cuenta:

7% XYOM x BE - 8 x

€« - C @ https//xyomio/me B a % @

XYOM

Online Morphometrics

G signin with Google

Don't Have An Account Yet?

SIGN UP



https://xyom.io/
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3.- Si inici6 correctamente la sesion, aparecera la siguiente ventana:

&7* XYOM x 4+ = a X

[ (¢} @ https//xyom-v1.appspot.com/me aQ & . i

ALVARO LARA

EMAIL: BARU7279@GMAIL.COM

4.- Ahora, haga clic sobre el icono resaltado en rojo:

& XYOM x  + - o X

&« C @ htipsy//xyom-v1.appspot.com/me aQ &

ALVARO LARA

EMAIL: BARU7279@GMAIL.COM
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5.- Podra ver que se despliega una lista de opciones en la parte izquierda de su pantalla.
Haga clic en la opcion “CHARACTERIZATION™:

70 KYOM X & [XYOM]- Google Drive x| + - X

< @ & htps//ayom-vl.appspotcom/me aQ % @&

@ MY ACCOUNT
& DIGITIZATION

B HELP

Characterization

@)

¢ Classification

& Identification

& Asymmetry

¢ Miscellaneous
¢ Machine Learning

FAQ
Frequently Asked Ques...

6.- Podra visualizar la siguiente ventana:

e XVOM x  +

&« C & xyom-vlappspot.com/characterization B a ¥ E @&

CHARACTERIZATION

Choose a data file Select your analyses

Pick a file: Type of input data:

O Raw landmarks O Raw Landmarks + Semilandmarks
‘ O raw pseudolandmarks (outlines) O Other
Subdivision (i.e. 20,24,25)

Filename: ..
@ INPUT DATA Available analysis:
[ pca[] oa
SUBMIT

El médulo “CHARACTERIZATION?” permite 1. “Choose a data file” subir un archivo

a la plataforma desde su computadora o escoger un archivo desde su carpeta de Google
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Drive y 2. “Select your analyses” escoger qué tipo de informacion cargar, asi como qué

tipo de andlisis hacer con esos datos.

7.- Haga clic sobre el icono de Google Drive & y espere a que se despliegue una ventana

emergente. En este caso, vamos a subir un archivo directamente desde nuestra

computadora:

e XVOM x  +

&« C @& xyom-vl.appspot.com/characterization
= Select a file

Upload Google Drive

Cancel

Si la carga se realiz6 adecuadamente, podré observar que el nombre del archivo se

despliega en la seccion inferior izquierda de su pantalla, en la seccion “Filename”:

Choose a data file

Filename: d_ch_hw_hb_TOTAL.txt
@ INPUT DATA
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8.- En vista de que nuestro archivo estd compuesto por landmarks, vamos a escoger “Raw

Landmarks” en “Type of input data”.
En el cajon “Subdivision”, introducimos el nimero de individuos por grupo: 92 (P.
chinai), 83 (P. howardi) y 102 (hibridos). La separacion se realiza con comas, sin

espacios.

Finalmente, en “Available analysis”, hacemos clic sobre los 3 analisis ofrecidos “GPA,
PCA 'y DA” y presionamos en “SUBMIT”:

@ Raw landmarks O Raw Landmarks + Semilandmarks
O raw pseudolandmarks (oullines)o Other

Select your analyses

Type of input data:

Subdivision (i.e. 20,24,25)

92,83,102

Available analysis:

cra ¥ pca¥g DA

SUBMIT

9.- Si los calculos se realizaron con éxito, podra observar la siguiente ventana:

<0 XYOM X o+ - X

<« C @ xyom-vl.appspot.com/characterization e % E @&

9.1 CHARACTERIZATION

Analysis information: 9.2 | Dovnlead your date [+

Type of input data: landmarks

Subdivision: 92,83,102

General Procrustes Analysis (GPA)

Principal Components Analysis (PCA)

Discriminant Analysis (DA)

9.3

Graphical outputs

- - m PER GRAPHIC ROTATED GRAPHIC MEAN OBJECTS GRAPHIC SL ROTATED

SL ROTATED MEAN OBJECTS
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9.1 “Analysis information”: Muestra un resumen de la informacion que se introdujo y

qué analisis se escogieron para trabajar.

9.2 “Download your data”: Al hacer clic, permite visualizar los resultados de los

estadisticos y guardarlos en la plataforma de nuestra preferencia.

9.3 “Graphical outputs”: Despliega el grafico correspondiente a cada estadistico

utilizado.

10.- El archivo que se necesita para construir el dendrograma se encuentra en “Download

your data”. Haga clic y observe las opciones que se despliegan frente a usted:

&7 XVOM x 4+ - X

<« @ @ xyom-viappspot.com/characterization e % FH @&

CHARACTERIZATION

Analysis information:
Download your data [+

Type of input data: landmarks
Subdivision: 92,83,102

General Procrustes Analysis (GPA)

Principal Components Analysis (PCA)

Discriminant Analysis (DA)

Graphical outputs

- - m PER GRAPHIC ROTATED GRAPHIC MEAN OBJECTS GRAPHIC SL ROTATED

SL ROTATED MEAN OBJECTS

11.- Presione en “PCA” y vera que se despliega una pequefia ventana:

Download your data [+

Ahora, escoja la opcion “Euclidean Distances”:
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Download your data [+

REPORT

PC

EUCLIDEAN DISTANCES

Una vez mas, aparecera una pequefia ventana emergente. Elija la opcién de formato por

defecto “TXT” y haga clic en “Show”:

See and/or download your Analysis Result

Which format would you like ?

TI(TO cs‘-,-o JSON -

Cancel Show

En la ultima ventana emergente, haga clic sobre ¢l recuadro “Click here to download
your data”. Asegurese de que su archivo se ha descargado correctamente y presione en
“Close”

Principal Components Analysis (PCA) - Square matrix between principal components - subdivision:
92,83,102

|.CLICK HERE TO DOWNLOAD YOUR DATA

Close

12.- En este punto se puede empezar el trabajo con el siguiente mddulo. Para ello, haga
clic en el icono = (en la parte superior izquierda de su pantalla) y escoja la opcion
“CLASSIFICATION”:
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&7 XYOM x  + - X

< C @ xyom-vlappspot.com/classification e v« B @& :

XYOM X

@ MY ACCOUNT
& DIGITIZATION
B HELP

¢ Characterization

¢ Classification

@ Identification

& Asymmetry

¢ Miscellaneous
¢ Machine Learning

FAQ
Frequently Asked Ques..

o0 XVOM x o+ - B

&« C @ xyom-vl.appspot.com/classification B a & E @& :

CLASSIFICATION

Choose a data file Select your analyses

Pick a file: Type of input data:

@ Principal Compenents O Discriminant factors

O Mahalanobis Diﬁtanceso Euclidean Distances
O Global size (one column matrix) O Table

Filename: .. Subdivision

@ INPUT DATA

Names of groups: groupOn

Available analysis:
[J pa[] ccemii[[] ceemana[_] He BOOTSTRAP

SUBMIT

La interfaz de este modulo es muy similar a la de su hermano
“CHARACTERIZATION?”. Asi, 1. “Choose a data file” permite subir un archivo a la
plataforma desde su computadora o escoger un archivo desde su carpeta de Google Drive
y 2. “Select your analyses” indicar escoger qué tipo de informacion se esta cargando, asi

como qué analisis ejecutar con esos datos.

13.-. Presione sobre el icono de Google Drive & y espere a que se despliegue una
ventana emergente. En este caso, vamos a subir el archivo directamente desde nuestra

computadora:
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< XYOM X +

< (] @ xyom-v1.appspot.com/characterization e % M o H
A

= Select a file x [Piale

Upload Google Drive

Cancel

Si la carga se realiz6 adecuadamente, podrd observar que el nombre del archivo se

despliega en la seccion inferior izquierda de su pantalla, en la seccion “Filename™:

Choose a data file

Filename: Principal Components Analysis (PCA) - ED (3).txt

@® INPUT DATA

14.- Debido a que nuestro archivo estd compuesto por distancias euclidianas, vamos a

escoger “Euclidean Distances” en “Type of input data”.

Después, en “Names of Groups” escribimos el nombre de cada grupo en el orden en el
que se encuentra la subdivisidn, con comas y sin espacios. En este ejemplo: P. chinai,P.

howardi,Hibridos.
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Finalmente, en “Available analysis”, hacemos clic sobre la inica opcion de analisis

ofrecida “HC” (Hierarchical Classification) y presionamos en “SUBMIT”:

Select your analyses

Type of input data:

O Principal Componentso Discriminant factors
O Mahalanobis Distances @ Euclidean Distances
O Global size (one column matrix) O Table

Mames of groups: groupOne,groupT

P. chinai,P. howardiHibridos

Available analysis:

M He

SUBMIT

15.- Si los célculos se realizaron con éxito, aparecera la siguiente ventana:

o0 XVOM x o+ - B

&« C @ xyom-vlappspot.com/classification -3} * E @& :

CLASSIFICATION

Analysis information:
Download your data [+

Type of input data: distancesEuclidean

Subdivision: -

Name of Groups:

Graphical outputs

¢ L Analysis Report of 16/9/2019 15:03:38

Al dar clic en la opcion “HC GRAPHIC”, podra ver el arbol de clasificacion
(dendrograma) que el programa genero a partir de los datos:



7 XYOM x  + - X

< C @ xyom-vlappspot.com/classification e v« M @& :

Single linkage tree derived from distances

0.015|

0.005|

P. chinai Hibridos P. howardi

sc L Analysis Report of 16/9/2019 15:03:38

16.- Con el fin de descargar el grafico, coloque el cursor sobre el dendrograma.
Aparecera una barra de interfaz en la parte superior derecha de su pantalla. Haga clic

sobre el icono @ “Download plot as png”:

G Q
Single linkage tree derived from dist




