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1 RESUMEN

El conocimiento acerca de la subfamilia Triatominae se centra tipicamente en la sistematica
y ecologia de los adultos y las ninfas, siendo limitada la informacién del estadio huevo. Por
este motivo, esta investigacion propone estudiar los huevos de cuatro especies ecuatorianas
epidemioldgicamente importantes de las tribus Triatomini y Rhodniini (Panstrongylus
chinai, P. howardi, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis). EI primer objetivo de este
estudio fue describir las caracteristicas etoldgicas, ecologicas y morfologicas relacionadas
con los huevos. El segundo objetivo fue analizar los huevos por morfometria tradicional y
geométrica. Esta ultima seguida por dos distintos enfoques morfométricos para analizar el
huevo: (i) morfometria (outline) para capturar el contorno del huevo completo y (ii)
morfometria basada en semilandmarks para capturar la forma del opérculo. La forma vy el
tamafo fueron comparadas entre las especies y entre los habitats donde cada especie fue
encontrada (domicilio, peridomicilio y silvestre). Los resultados mostraron que las
principales diferencias entre tribus fueron: la estrategia de la oviposicién (huevos libres o
adheridos), el tiempo de desarrollo, el cambio de color durante el desarrollo, la morfologia
macroscopico (presencia de cuello) y exocorial (tipo de células). Adicionalmente las tribus,
especies y poblaciones intraespecificas fueron distinguidas por el tamafio y la forma del
contorno del huevo o del opérculo. Estos resultados sugieren que la geometria de los huevos
contiene informacién til para identificar las especies; incluso, entre especies cercanas como
P. chinai y P. howardi. Entre habitats, la variacion de la forma fue generalmente significativa
para las tres especies. El tamafio puede diferir en diferentes maneras de acuerdo a las
comparaciones. Las diferencias métricas en R. ecuadoriensis entre habitats casi podria
alcanzar las diferencias entre provincias. Nuestro estudio sugirié perspectivas en varias

caracteristicas poblacionales, como (i) rango taxondémico (ii) aislamiento geogréfico o por



habitat (ausencia de flujo génico), (iii) variacion en el tamafio del cuerpo de la hembra, (iv)
diferentes requerimientos del habitat y (v) seleccion del fenotipo mas apto. En conclusion,
la morfometria geométrica es una herramienta rapida y de bajo costo, que proporciona

informacidn de interés biologico y de relevancia taxonomica.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, triatominos, huevo, opérculo, morfometria

geomeétrica.



2 ABSTRACT

The knowledge about Triatominae subfamily is typically focused in the systematic and
ecology of adults and nymphs. The information about the egg stages is very limited. For this
reason, this research proposed the study of the eggs of four epidemiologically important
Ecuadorian species from the Triatomoni and Rhodniini tribes (Panstrongylus chinai, P.
howardi, Triatoma carrioni and Rhodnius ecuadoriensis). The first aim of this study was to
describe ethological, ecological and morphological characteristics related with the eggs. The
second aim was to analyze the eggs by traditional and modern morphometrics. The latter
followed two different methods: (i) the outline-based approach to capture the whole contour
of the egg, and (ii) the semilandmark-based one to capture the operculum shape. Shape and
size were compared between species and between habitats where each species was found
(domicile, peridomicile and sylvatic). The results showed that the main differences between
tribes were the: oviposition strategy (free or fastened eggs), development time, color change
during development, macroscopic (presence of neck) and exochorial (kind of cells)
morphologies. In addition tribe, species and intraspecifc populations were distinguished by
the size and shape of the contour or the operculum. These results suggest that the geometry
of the eggs contains useful information to identify species, even between two very close
species such as P. chinai and P. howardi. Between habitats, the variation of shape was
generally significant for the three species. Size could differ in different ways according to
the comparisons. Metric differences in R. ecuadoriensis between habitats almost could reach
the amount of the differences observed between provinces. Our study suggested insights in
various population features, like (i) taxonomic rank, (ii) geographical or habitat isolation
(lack of gene flow), (iii) variation in body size of female, (iv) different habitat requirements

and, (v) selection of the most adaptive phenotype. In conclusion, the geometric



morphometric is a fast and low cost tool, providing interesting biological and relevant

taxonomic information.

Key words: Chagas disease, Triatominae, egg, operculum, geometric morphometry.



3 INTRODUCCION

3.1 LaEnfermedad de Chagas

3.1.1 Epidemiologia

La ECh o tripanosomiasis americana es la cuarta enfermedad parasitaria mas importante en
América Latina (Schofield, 1994; Lee et al., 2013). La ECh es considerada parte de las trece
enfermedades desatendidas del mundo (Hotez et al., 2007). En el pasado, la ECh afectaba
solo a las personas que viven y han vivido en zonas donde existe el vector de transmision
(paises endémicos) (Rassi et al., 2010). En la actualidad, esta enfermedad se ha extendido a

paises no-endémicos por la migracion (Dias et al., 2002).

La distribucion endémica de la ECh va desde el sur de Argentina al sur de Estados Unidos
(Rassi et al., 2010) (Anexo 1). La ECh esta asociada a zonas rurales con condiciones de
pobreza (Guhl, 2007; Rassi et al., 2010). Se estima que aproximadamente 10 millones de
personas estan infectadas y mas de 25 millones estan en riesgo de infeccion en los paises

endémicos (OMS, 2010).

En el Ecuador, la prevalencia es de 1.38%, estimandose que de 165 000 a 170 000 personas
son seropositivas a la infeccion por T. cruzi (Guhl, 2007). Cada afio alrededor de 4 400
personas adquieren esta infeccion y 1 300 mueren (Guhl, 2007). Estudios realizados en zonas
de riesgo revelan que la prevalencia de T. cruzi seropositivo es de 5.7% en Manabi, 1.0% en
Guayas, 3.6% en Loja, 1.4% en Sucumbios, 3.4% en Orellana y 2.3% en Napo (Grijalva et

al., 2003; Black et al., 2007).



3.1.2 El parasito Trypanosoma cruzi

La ECh es causada por la transmision del protozoario hemoflagelado T. cruzi
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (de Lana & Marquéz, 2010). El parasito es altamente
heterogéneo y presenta seis grandes linajes genéticos (de Tcl a TcVI) (Devera et al., 2003;
Macedo et al., 2004). En Ecuador, estudios de Ocafia-Mayorga et al. (2010) y Costales et al.
(2015) demuestran solo la presencia de Tcl en el Sur y Centro del Ecuador. Sin embargo, el
perfil de isoenzimas de muestras seropositivas de las tres regiones del pais demostro la
presencia del genotipo zymodeme |11, que no pertenece ni a Tcl, ni a Tcll (Garzon et al.,

2002).

El paréasito infecta naturalmente a mas de 180 especies de mamiferos (Coura, 2013). El ser
humano se considera un huésped reciente en la historia evolutiva de T. cruzi (Briones et al.,
1999). El primer contacto entre estos dos organismos se estima que ocurrio a finales del
Pleistoceno, hace aproximadamente 15 mil afios (Briones et al., 1999; Aufderheide et al.,
2004; Macedo et al., 2004). Por consiguiente, la ECh era enzootica silvestre; pero cuando el
ser humano inici6 la invasion de zonas silvestre se transformo en antropozoonosis (Coura

2007).

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, pasa por tres etapas distintas morfologica y
fisiolégicamente (de Lana & Marquéz, 2010). Este parasito requiere del insecto triatomino
como vector y de algin mamifero como huéspedes definitivos (Rassi et al, 2010). Cuando
el triatomino se alimenta de un mamifero portador de T. cruzi, se infecta con tripomastigotes
sanguineos no-replicativo que circulan en la sangre del huésped (Rassi et al, 2010; de Lana

& Marquez, 2010). Estos en el intestino medio del vector se diferencia en epimastigotes y



se multiplican sucesivamente (de Lana & Marquéz, 2010). En el intestino posterior del
insecto (recto), el parasito se diferencia en tripomastigote metaciclico (de Lana & Marquéz,
2010). Los tripomastigotes son eliminados en las heces y orina del vector sobre la piel o
mucosa del huésped (de Lana & Marquéz, 2010). Estos invaden las células del huésped
definitivo y se transforman en amastigote (de Lana & Marquéz, 2010). En esta etapa, el
parasito se replica en el citoplasma de las células y se alojan en los tejidos musculares y/o
del corazon (Rassi et al, 2010). Finalmente, los amastigotes se diferencian en tripomastigotes
y son liberados para (i) invadir otra célula y repetir el proceso de replicacion o (ii) entrar en

el sistema circulatorio (Anexo 2) (Rassi et al, 2010; de Lana & Marquéz, 2010).

3.1.3 Rutas de transmisién

Las formas de transmision de T. cruzi se dan por: (i) contacto con las heces contaminadas
de triatominos, (ii) ingesta de alimentos contaminados, (iii) transmision congénita, (iv)
transfusiones de sangre, (v) trasplantes de 6rganos, (vi) accidentes de laboratorio y/o por (vii)
el manejo inadecuado de los cadaveres de animales infectados (Jurberg & Galvéo, 2006;

Rassi et al., 2010; Coura, 2013).

En paises endémicos, la forma vectorial (i) es el principal modo de transmision (Moncayo,
2003). Cuando el huésped frota (rasca) el area por donde ingresé la probdscide. Esta accion
estimula el ingreso del parésito (heces) al torrente sanguineo del huésped (OMS, 2002; de

Lana & Marquéz, 2010).



3.1.4 Sintomasy tratamiento

Esta enfermedad tiene tres fases: la fase aguda, la fase cronica (aparece después de 10-20
afios de la exposicion) y la fase indeterminada (Rassi et al., 2010). La fase aguda se
caracteriza por ser asintomatica y en pocos casos (<5-10%) generar sintomas similares a una
enfermedad febril, inflamacion en el sitio de la inoculacion (chagoma) o edema palpebral
unilateral (sindrome de Romafia) (OMS, 2002; Rassi et al., 2010). En la fase cronica, el 40%
de los individuos infectados desarrollan alteraciones cardiacas (cardiopatias) y el 10-15%
alteraciones digestivas (visceromegalias, especialmente megaes6fago y megacolon) o
neuroldgicas (OMS, 2002; Rassi et al., 2010). En la fase indeterminada los pacientes no

presentan manifestaciones de la enfermedad (OMS, 2002; Rassi et al., 2010).

Actualmente, no existe una vacuna o una cura efectiva contra la ECh. Los medicamentos
antiparasitarios benznidazol (Bayer®) y nifurtimox (Roche®) pueden ser altamente eficaz
en la fase aguda, en nifios menores de 12 afios (curan al 80% de los pacientes) y en algunos
casos de fase cronica (Rassi et al., 2010; Viotti et al., 2014). Estos farmacos presentan

efectos secundarios (Viotti et al., 2014).

3.2 Triatominos, insectos vectores de la Enfermedad de Chagas

3.2.1 Ecologia

Los triatominos presentan la estrategia demogréafica K. Esta estrategia integra a organismos

grandes, que producen poca descendencia, ciclos de desarrollo largos, escasa capacidad de

dispersion activa y comportamiento alimenticio timido (Schofield, 1994; Jurberg & Galvéo,



2006; Noireau & Dujardin, 2010). Estos insectos son hematdfagos obligatorios; pero se ha
observado canibalismo y/o conservacion de habitos ancestrales de depredacion (Lent &

Wygodzinsky, 1979; OMS, 2002; Jurberg & Galvéo, 2006).

Estos insectos se pueden encontrar en cualquier habitat donde exista refugio climatico y
acceso a una fuente de sangre (Jurberg & Galvéo, 2006; Galvdo & Justi, 2015). Los habitats
en que se desarrollan pueden ser: silvestre, peridoméstico y doméstico (Lent &
Wygodzinsky, 1979; Galvdo & Justi, 2015). Estos ambientes estan interconectados por
movimientos del vector o de los huéspedes (Lent & Wygodzinsky, 1979; Galvdo & Justi,

2015).

Durante el ciclo de vida, los triatominos pasan por la etapa de huevo y cinco etapas ninfales
(NI-NV) (Schofield, 1994; Villacis et al., 2008; Noireau & Dujardin, 2010) (Anexo 3). Las
ninfas y adultos pueden infectarse con el parasito T. cruzi (Schofield, 1994). La probabilidad
de infeccion incrementa con el nimero de veces que estos se alimenta (Rassi et al., 2010;
Noireau & Dujardin, 2010). La metamorfosis de estos insectos es hemimetabola (Schofield,
1994). El estadio adulto se caracteriza por la presencia de ocelos y el desarrollo completo de

las alas externas y la genitalia (Jurberg & Galvao, 2006; Noireau & Dujardin, 2010).

Los triatominos son de habitos nocturnos, tienden alimentarse de su victima mientras ella
duerme (Jurberg & Galvéo, 2006). Sus actividades se centran en la busqueda de alimento en
la noche y de refugio en la madrugada (Jurberg & Galvao, 2006). Estudios de ciclo
circadiano demuestran que, su pico de actividad se adapta a la de su huésped (Constantinou,
1984; OMS, 2002; Schilman et at., 2009). Los estimulos que ayudan al triatomino a

encontrar su presa son el calor, el dioxido de carbono y el acido lactico (Schofield, 1994;
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Jurberg & Galvao, 2006). Estas sefiales son detectadas por termo y quimiorreceptores

localizados en las antenas y partes genitales (Schofield, 1994; Jurberg & Galvéo, 2006).

La alimentacion puede durar 10-30 minutos (Jurberg & Galvéo, 2006). Durante este proceso,
el cuerpo se torna globoso, debido al estiramiento de las membranas intersegmentarias y
conectivas (Jurberg & Galvao, 2006). La saliva de los triatominos presenta anestésicos
(picadura no duele), anticoagulantes y sustancias que promueven la vaso dilatacion e inhiben
la hemostasis (Schofield, 1994). Existen reportes de insectos que pueden pasar largos

periodos de ayuno, hasta 200 dias (Lent & Wygodzinsky, 1979; OMS, 2002).

La defecacion puede ocurrir durante la alimentacion, posterior a ella o lejos del sitio de
succion (Jurberg & Galvéo, 2006). Este es un factor que permite evaluar la efectividad de
estos insectos como vectores de la ECh (Jurberg & Galvéo, 2006; Villacis et al., 2008). Un
triatomino se considera un vector eficiente de la ECh si (i) tiene la capacidad de domiciliarse
y formar grandes colonias, (ii) estd infectado con T. cruzi y (iii) defeca durante la
alimentacion y/o mientras estd en contacto con el huésped (Forattini et al., 1977; Lent &

Wygodzinsky, 1979; Molina et al., 2000).

3.2.2 Taxonomiay sistematica

Los triatominos, chinches, chinche caballo, chinchorros, vinchucas, kissing bugs o barbeiro
estan dentro del orden Hemiptera, suborden Heteroptera, familia Reduviidae y subfamilia
Triatominae (Schofield & Galvdo, 2009). Los miembros de la subfamilia Triatominae
presentan un aparato bucal con dos pares de estiletes: (i) el estilete mandibular, que perfora

la piel del huésped del ancho de la proboscide o labrium, y (ii) el estilete maxilar, que busca
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y lacera las venas, para que la proboscide delgada, recta y tres segmentada succione la sangre

del huésped (Noireau & Dujardin, 2010) (Anexo 4).

Triatominae se compone de 140 especies distribuidas en 5 tribus y 15 géneros (Schofield &
Galvédo, 2009). La adaptacion a distintos habitats ha permitido la gran diversidad de esta
familia (Molina et al., 2000). Todas las especies de la subfamilia son capaces de transmitir
T. cruzi, pero pocas se consideran de importancia epidemiologica (OMS, 2002; Schofield &
Galvdo, 2009). Los géneros mas relevantes y diversos son Panstrongylus, Triatoma y

Rhodnius (Schofield & Galvéo, 2009) (Anexo 5).

3.2.3 Triatominos en el Ecuador

En el Ecuador se han registrado 16 especies de triatominos, de las que 13 especies son
consideradas actuales o potenciales vectores de ECh (Abad-Franch et al., 2001; Villacis et
al., 2010) (Anexo 6). Se reportan triatominos en 18 de las 24 provincias. Las provincias de
Loja y Manabi presentan alta tasa de prevalencia de la enfermedad y alto grado de
infestacion, por lo que son las mas estudiadas (Aguilar et al., 1999; Grijalva et al., 2003;

Grijalva, et al., 2005; Black et al., 2007).

3.2.3.1 Panstrongylus chinai y Panstrongylus howardi

Panstrongylus chinai es una especie reportada en Venezuela, Ecuador (Loja, El Oro) y Peru
(Abad-Franch et al., 2001; Cuba Cuba et al., 2002; Patterson et al., 2009). En Loja es
considerada vector secundario y se encuentra en habitat domiciliar y peridomiciliar, asociado

a nidos de gallinas (Abad-Franch et al., 2001; Grijalva et al., 2015). El ciclo de vida de esta
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especie se completa a los 371.40£22.34 dias, a 24+6°C de temperatura y 70+10% de

humedad relativa (RH) (Mosquera et al., 2016) (Anexo 7).

Panstrongylus howardi es una especie endémica de la provincia de Manabi. En esta
localidad se considera un vector secundario de extrema importancia, debido a que es
sinantrépica (acumulaciones de madera, roca y ladrillos) (Aguilar et al., 1999; Abad-Franch
et al., 2001; Grijalva et al., 2011; Costales et al., 2015; Villacis et al., 2015). El habitat
silvestre de esta especie es poco conocido (Suarez-Davalos et al., 2010; Villacis et al., 2015).
Existen pocos estudios sobre P. howardi, especie que ha sido considerada una forma

melanica de P. chinai (Patterson et al., 2009; Villacis et al., in prep.) (Anexo 7).

3.2.3.2 Triatoma carrioni

Triatoma carrioni se encuentra distribuida en el sur del Ecuador (provincia de Loja) y al
norte de Peru (Abad-Franch et al., 2001; Grijalva et al., 2015). Se la reporta en zonas secas
y himedas con un rango altitudinal de 1 000-2 650 m, siendo la Unica especie que se
encuentra hasta los 2 425 m.s.n.m (Lent & Wygodzinsky, 1979; Abad-Franch et al., 2001;
Grijalva et al., 2010; Grijalva et al., 2015). Esta especie es considerada sinantropica; se
desconoce su el habitat silvestre (Abad-Franch et al., 2001; Grijalva et al., 2005). En
condiciones de laboratorio, a 24+6°C de temperatura y 70% de RH, el ciclo de vida de los

machos tarda 307.9+81.3 dias y el de las hembras, 445.8+981.8 (Padilla, 2016) (Anexo 7).
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3.2.3.3 Rhodnius ecuadoriensis

Rhodnius ecuadoriensis ha sido reportada al norte de Perl y en varias provincias de Ecuador
(Santo Domingo de los Tsachilas, Manabi, Guayas, Los Rios, EI Oro y Loja); estos presentan
asociacion con las palmas Phytelephas en la region central costera ecuatoriana (Aguilar et
al., 1999; Abad-Franch et al., 2001; Guhl, 2007; Coura, 2013). En el habitat silvestre
ecuatoriano, R. ecuadoriensis estd asociada a ardillas (Sciurus stramineus), aves
(Campylorhynchus fasciatus), marsupiales, ratones y ratas; mientras que en el doméstico a
gallinas y cuyes (Grijalva & Villacis, 2009; Grijalva et al., 2011). El desarrollo de huevo a
adulto de esta especie, al replicar las condiciones de Manabi (27+5°C, 75+5% RH) y Loja
(24+6°C, 70+5% RH), es de 189.9+20 dias y 181.3+6.4 dias, respectivamente (Villacis et

al., 2008) (Anexo 7).

3.3 Morfometria Tradicional y Geométrica

La morfometria es la descripcion cuantitativa, analisis e interpretacion de la forma
(conformacidn) y de la variacion de la misma como resultado del crecimiento, tratamientos
experimentales o evolucién (Rohlf, 1990a; Rohlf & Marcus, 1993). Esta técnica describe y
compara la forma de un organismo o de una estructura particular de este (Rohlf & Marcus,
1993; Dujardin et al, 2007). Se divide en dos tipos: (i) la morfometria tradicional (MT), que
se basa en la medicion de distancias lineares entre puntos (longitud, anchura, altura, &ngulos
y proporciones entre medidas) y (ii) la morfometria geométrica (MG), fundamentada en la
captura de la geometria del objeto de estudio mediante puntos de referencia o landmarks

(Rohlf & Marcus, 1993; Adams et al., 2004; Reyment, 2010).
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La MG se desarrolla en respuesta a varias limitaciones de la MT (Zelditch et al., 2004). Esta
técnica moderna cambia la descripcion de la forma en términos de sus dimensiones, a la
relacién espacial entre los puntos anatdmicos de referencia (Zelditch et al., 2004; Dujardin,
2008; Toro et al., 2010). Los puntos de referencia estan formados por coordenadas
cartesianas (Zelditch et al., 2004). Estos se clasifican en cinco tipos: (i) tipo | o clasicos, se
encuentran en intersecciones de estructuras o tejidos y son cercanos a estructuras
particulares, (ii) tipo 11, se encuentran en los maximos o0 minimos de curvaturas, (iii) tipo 111,
son puntos extremos, cuya posicion se relacionan con otros landmarks, (iv)
pseudolandmarks, se localizan en estructuras que carecen de landmarks clasicos, describen
contornos y/o limites curvos y (v) semilandmarks, combinan datos de contornos con los de
puntos clasicos, describen la curva entre dos landmarks homdélogos (Bookstein, 1990a;

Adams et al., 2004; Zelditch et al., 2004; Dujardin et al., 2014; Toro et al., 2010).

La MG permite analizar por separado las variables de forma y tamafio, debido a que remueve
el efecto de la variacién de tamafio entre los organismos de estudio (Zelditch et al., 2004;
Dujardin & Slice, 2007). La MG determina la variacion de tamafio con un solo coeficiente
(CS, sgrA) (Zelditch et al., 2004). Esta técnica también permite cuantificar la relacion entre

estos dos componentes (efecto alométrico) (Zelditch et al., 2004; Dujardin & Slice, 2007).

En la entomologia médica, la morfometria tiene como objetivos ayudar al reconocimiento
de especies e incrementar el conocimiento sobre la plasticidad fenotipica y la estructura
poblacional de los vectores (Dujardin & Slice, 2007; Dujardin et al., 2007). Esto se relaciona
con el mejoramiento de estrategias de control (Dujardin & Slice, 2007; Dujardin et al., 2007;
Dujardin, 2008). En los triatominos, se han realizado varios estudios enfocados en la cabeza

y alas de estos insectos. En estos estudios se ha analizado adaptaciones a nuevos habitats,
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efectos del control quimico, andlisis del origen de la re-infestacion después de control
vectorial, analisis de estructura poblacional, identificacion de especies y otros (Dujardin et

al., 2007; Dujardin & Slice, 2007; Dujardin et al., 2009; Gaspe et al., 2012).

3.4 Biologia del desarrollo de los triatominos

3.4.1 Comportamiento reproductivo

Los triatominos, y los hemipteros en general, presentan ovarios telotroficos. Este tipo de
ovario se caracteriza porque el oocito esta conectado a las células nutricias y a las foliculares
hasta el final del periodo de crecimiento (Huebner & Anderson, 1972a; King & Akai, 1984;
Atella et al., 2005). Cada hembra posee dos ovarios suspendidos en el hemocele. Cada ovario
tiene dos hemi-ovarios, cada uno formado por siete ovariolas (Huebner & Anderson, 19723,
1972b, 1972c; Atella et al., 2005). La parte apical de la ovariola es la camara trofica o
germarium, donde se encuentran las células nutricias. Estas células se conectan al vitelarium
por el corddn trofico. El vitelarium estd compuesto de tejido prefolicular, tejido folicular y

oocitos en desarrollo (Huebner & Anderson, 1972a, 1972c; King & Akai, 1984) (Anexo 8).

La copula dura de 15 a 30 minutos (Jurberg & Galvéo, 2006). Este proceso estimula la
oviposicion, acelera la maduracion de los oocitos 0 ambos (Hinton, 1981). En T. infestans,
la copula estimula la produccion ovarica (Catala, 1989). En R. prolixus, las secreciones
(matrones) de la glandula accesoria de los machos genera la contraccion del oviducto

(Hinton, 1981).
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Durante la fertilizacion, el macho deposita espermatoforos en la vagina femenina. Cuando
los espermatdforos se rompen, se liberan espermatozoides que migran a la espermateca,
donde son guardados permanentemente o hasta fertilizar un huevo (Jurberg & Galvao, 2006;

Noireau & Dujardin, 2010).

La oviposicion ocurre de 10-30 dias después de la copula (Jurberg & Galvao, 2006). Este
proceso se repite varias veces, a pesar de que la hembra sea fecundada solo una vez (Jurberg
& Galvéo, 2006). Existen reportes de hembra virgen que colocan huevos, los cuales son
infértiles (Lent & Wygodzinsky, 1979; Jurberg & Galvéo, 2006). El nimero de huevos varia
segun la especie y depende de factores ambientales (humedad y temperatura) y de la
disponibilidad de alimento que presente la hembra (Lent & Wygodzinsky, 1979; Jurberg &

Galvdo, 2006).

3.4.2 El estadio huevo

3.4.2.1 Desarrollo embrionario

La embriologia en triatominos se ha centrado en la descripcion general de la morfologia del
embrion mediante observaciones a través del corion y cortes histologicos (de Villar et al.,
1980; Srickman, 1983; Kelly & Huebner, 1989; Visciarelli et al., 2001; Ibafiez et al., 2009).

Se conoce muy poco sobre la dindmica de expresion génica detras de este proceso.

Los huevos son fertilizados por un espermatozoide que pasa a través del micropilo;
estructura localizada en la region opercular (cap) del huevo (Kelly & Huebner, 1989). Los

huevos de los exopterigota son grandes, debido a la cantidad de yema que presentan es
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suficiente para el desarrollo de las ninfas (adultos pequefios e incompletos) (Hinton, 1981).

En R. prolixus el clivaje inicial ocurre en el centro del huevo, donde los nucleos (enérgidas)
formados migran al periplasma (superficie) del huevo formando el blastodermo sincitial
(Mellanlby, 1935; Kelly & Huebner, 1989; Ibafiez et al., 2009; Berni et al., 2014) (Anexo
9A). Posteriormente, se forman las membranas plasmaticas alrededor de cada nucleo
(blastodermo celular) y se distinguen dos poblaciones diferentes de células somaticas (Kelly
& Huebner, 1989; Berni et al., 2014). Estas formaran el rudimento embrionario (primordio),
células destinadas a invaginarse durante la gastrulacion, y la membrana extraembridnica o
cerosa, células que rodean al rudimento embrionario y yema (Kelly & Huebner, 1989; Berni

et al., 2014) (Anexo 9B-C).

Durante la gastrulacion, se forma la banda germinal que se extiende en direccion céfalo-
caudal desde el polo posterior del huevo (Kelly & Huebner, 1989; Ibafiez et al., 2009)
(Anexo 9D-F). En este momento, el embridn tiene los ejes anteroposterior y dorso-ventral
invertidos con respecto al huevo (Kelly & Huebner, 1989; Ibafiez et al., 2009; Berni et al.,
2014) (Anexo 9G-Il). La segmentacion empieza en la region anterior del embrion (parte
posterior del huevo), simultaneamente el embridn inicia la fase de crecimiento (Anexo 9J-
U) (Mellanlby, 1935; Berni et al., 2014). Durante esta fase, el embridn gira 180° y sus ejes
antero-posterior y dorso-ventral se orientan en el mismo sentido que los del huevo, proceso
conocido como katatrepsis (Kelly & Huebner, 1989; Ibafiez et al., 2009; Berni et al., 2014)
(Anexo 9W-X). Posterior a esto, el embrion empieza a cerrase dorsalmente, la yema se

internaliza e inicia la organogénesis (Kelly & Huebner, 1989; Ibafiez et al., 2009).
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Durante el nacimiento, el embridn inicialmente consume el fluido amnidtico; esto genera el
incremento de su masa corporal y la difusion del aire a través del corion (Wigglesworth,
1972). Esto ayuda al embridn a empujar y deshacerse el opérculo. A través del orificio
estrecho que deja el opérculo, el nuevo individuo (ninfa) eclosiona mediante contracciones
peristalticas musculares (Wigglesworth, 1972). Cuando el nuevo individuo esta casi
completamente afuera, pierde la cuticula que queda unida al corion (Wigglesworth, 1972;

Lent & Wygodzinsky, 1979; Jurberg & Galvao, 2006)

3.4.2.2 Formacién y estructura del corion

Durante la oogénesis, las células foliculares que rodean al oocito estimulan su crecimiento,
intervienen en la vitelogénesis (acumulacion de yema) y producen la capa secundaria que se
convierte en el corion (Huebner & Anderson, 1972a, 1972c; King & Akai, 1984). La
diferenciacion del epitelio es en mosaico; por lo que las células de la parte apical (cap) y
lateral del huevo son morfolégicamente distintas (Huebner & Anderson, 1972a). Durante la
vitelogénesis, las células foliculares en la parte lateral presentan grandes espacios
extracelulares y las apicales son largas y estan estrechamente yuxtapuestas (Huebner &
Anderson, 1972a). Al finalizar la formacion del corion, el huevo es liberado en el oviducto,

donde es retenido hasta ser fertilizado (Beament, 1946; Atella et al., 2005).

Las envolturas extraembrionarias protegen al oocito y al embrion durante el desarrollo y
permiten el intercambio gaseoso, acceso del espermatozoide y la eclosion (Tuft, 1950;
Hinton, 1981; Gurgel-Gongalves et al., 2011). Esto es un reto, debido a la alta relacién

area:volumen y a las limitaciones de movimiento que estos presentan (Schilman et al., 2009).
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Estas envolturas, conocidas también como cascaras del huevo, pueden ser flexibles o rigidas

segun la adaptacion del individuo (Wigglesworth, 1972).

El huevo esta compuesto por dos envolturas, el corion y la membrana vitelina. EI corion es
secretado por las células foliculares en el ovario de la madre. Estas células dejan la forma de
su contorno esculpidas en la superficie del mismo (Wigglesworth, 1972; Hinton, 1981,
Gurgel-Gongalves et al., 2011). La membrana vitelina se origina de la pared celular del 6vulo
y ayuda al oocito a secretar la capa cerosa primaria (Wigglesworth, 1972; Hinton, 1981;

Gurgel-Gongalves et al., 2011).

El corion esta formado por el endocorion y exocorion. El endocorion es la capa gruesa y
compleja compuesta de escleroproteina (Wigglesworth, 1972). Esta se forma sobre la
membrana vitelina (Wigglesworth, 1972). Esta capa se estructura desde el exterior al interior
del huevo en endocorion resistente, capa ambar, capa externa de polifenoles, capa de
proteinas resistentes y capa interna de polifenoles (Beament, 1946). El exocorion otorga la
apariencia externa al huevo, lo asegura a la superficie o le sirve para unirse a otros huevos
(Wigglesworth, 1972). Esta capa estad formada por el exocorion resistente y el exocorion

suave (Beament, 1946) (Anexo 10).

Después de la fertilizacion, la membrana epembridnica (epembryonic) o cera secundaria se
inserta en la capa cerosa primaria (Wigglesworth, 1972; Hinton, 1981). Esto significa que,
las capas corionicas aumentan de grosor durante el desarrollo, especialmente en el polo
anterior (Tuft, 1950; Wigglesworth, 1972; Hinton, 1981). El objetivo de esto es evitar la
desecacion, reparar el hueco hecho por el espermatozoide (micrdpilo) y proveer rigidez

mecanica al huevo (Tuft, 1950; Wigglesworth, 1972; Hinton, 1981). Los micrdpilos se
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localizan en la gotera espermatica (da Rosa et al. 2000).

Segun Barata (1981, 1998) y Rivas et al. (2013), la caracterizacion exocorial del huevo es
importante a nivel taxondmico. Este ha demostrado ser un caracter especie-especifico en
algunos organismos, como entre las especies del género Rhodnius (R. colombiensis, R. milesi
y R. stali) (dos Santos et al., 2009), del género Triatoma (T. breyeri, T. costalimai, T.
matogrossensis, T. sherlocki, T. tibiamaculata y T. williami) (Obara et al., 2007a), del
género Anopheles (complejo A. vestitipennis, complejo A. gambiae y poblaciones A.
aquasalis) (Linley et al., 1993; Lounibos et al., 1999; Rodriguez et al., 1999), e inclusive,
entre 20 especies de la familia Cerambycidae (Hernandez, 1991). Esta descripcién incluye
la identificacion y, en algunos casos, cuantificacion de regiones especializadas: micrépilo y

aeropilos (Barata, 1981, 1998; Aldana et al., 2011).

3.4.2.3 Sistema respiratorio

El corion no es completamente impermeable, ya que durante el desarrollo los huevos
necesitan intercambiar oxigeno y dioxido de carbono (Wigglesworth, 1972). La mayoria de
los huevos terrestres tiene una capa de gas en el corion o red intracoridnica (Hinton, 1981).
Esta red se conecta con la atmosfera mediante aerdpilos (Hinton, 1981). Estos son
estructuras para la respiracion, que varian en cantidad segun el organismos y sus

adaptaciones (Hinton, 1981).

La estructura de esta red es variable (Hinton, 1981). En Rhodnius, la capa de aire se mantiene
entre columnas verticales en el interior del corion (Hinton, 1981). Las columnas estan

organizadas en hexagonos irregulares (Hinton, 1981). El interior de los hexagonos no
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presenta columnas, por lo que este sistema no es continuo (Hinton, 1981). En Triatoma, el
centro interno de cada hexagono presenta un tubo folicular (pits) (Hinton, 1981). Los tubos
foliculares se conectan con una cavidad de aire, siendo desconocida la conexion entre estos
y los aerdpilos (Hinton, 1981). En estas especies los aeropilos se encuentran en el borde de

los hexagonos desde la mitad del grosor del corion (Hinton, 1981).

3.4.2.4 Andlisis morfométricos

Los huevos de los triatominos son ovalados o elipticos, ligeramente asimétricos y presentan
un opérculo convexo liso u ornamentado en el extremo anterior (Readio, 1926; Abalos &
Wygodzinsky, 1951; Lent & Wygodzinsky, 1979; Schofield, 1994). Estos presentan una
gran variedad de tamafios, formas y adaptaciones, siendo posible determinar caracteristicas
que permiten reconocer a que familia y género pertenecen y, en algunos casos, hasta especie

(Readio, 1926; Evangelista-Martinez et al., 2010; Rivas et al., 2013) (Anexo 11A).

La identificacion de los huevos de las distintas especies de triatominos se ha basado en
descripciones morfoldgicas, como la caracterizacion exocorial (Barata, 1998; Aldana et al.,
2011). Mediante estos estudios, se considera al opérculo, borde corial y borde opercular
como estructuras relevantes del huevo (Barata, 1998; Rivas et al., 2013). Mientras que, las
caracteristicas de reconocimiento entre especies son la presencia/ausencia del cuello, collar

y hendidura lateral (Barata, 1998; Rivas et al., 2013) (Anexo 11B).

Estudios de MT han demostrado que algunas variables (diametro del cuello, diametro
maximo, longitud maxima y proporciones entre estas) permiten reconocer los huevos de

ciertas especies y poblaciones (Rodriguez et al., 1999; da Rosa et al., 2000; Obara et al.,
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2007a; dos Santos et al., 2009). Por ejemplo, las diferencias entre cuatro especies del género
Meccus (M. pallidipennis, M. picturatus, M. phyllosomus y M. longipennis) (Obara et al.,
2007b), entre seis especies del género Triatoma (T. barberi, T. dimidiata, T. lecticularia, T.
mexicana, T. rubida, T. protracta protracta y T. protracta nahuatlae) (Rivas et al., 2013),
entre tres especies del género Rhodnius (R. colombiensis, R. milesi y R. stali) (dos Santos et
al., 2009), entre tres poblaciones de P. megistus (da Rosa et al., 2003), entre cuatro

poblaciones de T. brasiliensis (Costa et al., 1997).

Existe solo un estudio que aplica la MG en huevos, el cual demuestra que la geometria del
borde corial y del collar del huevo permite reconocer especies de Rhodnius (R. prolixus, R.
robustus, R. nasutus, R. neivai y R. neglectus) (Paez-Colasante and Aldana 2008). Por ello,
es indispensable profundizar el uso de esta herramienta para identificar los huevos de las

distintas especies.

3.5 Importancia de investigar los huevos de los insectos transmisores de la

Enfermedad de Chagas

Los estudios realizados en triatominos se centran en identificar a los principales vectores de
la ECh, con el fin de dirigir adecuadamente las medidas de control (Alonso Calle et al.,
2008). Sin embargo, pocas investigaciones analizan los huevos de estas especies (Gonzalez
et al., 2009). El reconocimiento de los huevos presentes en un domicilio, indica: (i) el
potencial ecoldgico de una especie para invadir las viviendas y posteriormente domiciliarse
(adaptacion), (ii) la posible re-invasion de una especie después del control de su presencia

mediante insecticidas y/o (iii) el posible reemplazo de una especie por otra (especie
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secundaria), debido a que esta es menos susceptible al control quimico (Freitas, 1963; Dias,

1965; Forattini et al., 1970).

El punto de control mas efectivo para disminuir la incidencia de la ECh es el control quimico
de los vectores mediante insecticidas piretroides (Schofield & Dujardin, 1997; Grijalva et
al., 2011). Se ha demostrado que el uso de insecticidas residuales elimina a estos vectores
temporalmente (Schofield, 2001; Grijalva et al., 2011). Esto se debe a que se generan altas
tasas de re-infestacion por parte de poblaciones silvestres y a que los huevos puestos en
lugares de dificil acceso como grietas y hendiduras no son afectados por estos quimicos

(Schofield, 2001; Jurberg & Galvao, 2006; Guhl et al., 2009; Grijalva et al., 2011).

Estudios sobre la accion ovicida de algunos quimicos, indican que estos causan la
interrupcién de la actividad nerviosa al inhibir la colinesterasa (Picollo et al., 1976; de Villar
et al., 1980). En consecuencia, la mortalidad ocurre si se han formado los neuroblastos,
aumenta cuando el sistema nervioso estd completo y disminuye antes de la eclosion (Picollo
et al., 1976; de Villar et al., 1980). La disminucion de efecto ovicida antes de la eclosion se

relaciona con el cierre dorsal del embrién durante el desarrollo (de Villar et al., 1980).

Por ende, los huevos son resistentes en etapas tempranas, ya que carecen del tejido blanco
del insecticida, y en la parte final de su desarrollo, debido a mecanismos degradativos poco
conocidos (Picollo et al., 1976; de Villar et al., 1980). En los huevos de algunas poblaciones
de T. infestans, se ha observado que la resistencia a la deltametrina (detoxificacion) esta

relacionada con la accion de la citocromo P450 monooxigenasa (Toloza et al., 2008).
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Un método alternativo para el control es el uso de parasitoides (Picollo et al., 1976).
Microhimenopteros de los géneros Telenomus, Coellcyrtlls y Aprostocetus han demostrado
que pueden parasitar los huevos de los géneros Psammolestes, Rhodnius, Panstrongylus y
Triatoma en la naturaleza o en ambientes artificiales (laboratorio) (Feliciangeli et al, 1978;
Gorla & Schofield, 1985; Rabinovich et al., 2000; dos Santos et al., 2014). El requerimiento
de proximidad espacial entre los organismos (distribucion), las necesidades ambientales de
los parasitoides y la especificidad del hospedero perjudica la efectividad de este método de

control (Picollo et al., 1976; Gorla & Schofield, 1985).

La presencia de huevos en los domicilios sefiala el grado de importancia de la especie como
vector, debido a que esta tiene la capacidad de adaptarse al domicilio (Forattini et al., 1977).
Los adultos puede generar resistencia a los insecticidas por la exposicion de los huevos a
estos y por el efecto ovicida no eficaz de los mismos (Picollo et al., 1976; de Villar et al.,
1980). Por consiguiente, la identificacion de las caracteristicas especie-especificas es

indispensable para el mejoramiento del control de estos vectores (Forattini et al., 1977).

3.6 Objetivos

3.6.1 Objetivo General

Identificar las caracteristicas de reconocimiento de los huevos de las especies Panstrongylus
chinai, P. howardi, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis recolectadas en las
provincias de Loja y Manabi, utilizando como herramientas de investigacion: analisis de
microscopia optica y electrénica de barrido, morfometria geométrica y morfometria

tradicional del huevo.
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3.6.2 Objetivos Especificos

3.6.2.1 Estudios Interespecificos

Describir los huevos de P. chinai, P. howardi, T. carrioni y R. ecuadoriensis mediante

analisis de microscopia Optica y electronica de barrido.

Determinar si existen diferencias interespecificas en los huevos de P. chinai, P. howardi,
T. carrioni y R. ecuadoriensis utilizando la técnica de morfometria geométrica y

morfometria tradicional del huevo.

3.6.2.2 Estudios Intraespecificos

Determinar si existen diferencias fenotipicas intraespecificas entre los habitats

domiciliar, peridomiciliar y silvestre de P. chinai, T. carrioni y R. ecuadoriensis

utilizando la técnica de morfometria geométrica y morfometria tradicional del huevo.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio

Los individuos parentales de los huevos usados en este estudio fueron colectados en las
provincias de Loja y Manabi. En Loja, se colect6 en trece comunidades: Ashimingo, Bella
Maria, Chaquizca, Coamine, EI Huayco, Gerinoma, Guara, Quisanga, Piedra Grande,
Tacoranga, Vega del Carmen, Yambaguana y Yunga (Figura 1). En Manabi, se colecto en
cuatro comunidades: Bejuco, Cruz Alta, El Zapallo y Naranjo Adentro (Figura 2). En total,

en este estudio se trabajé con huevos de 17 comunidades del Ecuador (Tabla 1).

4.1.1 Provincia de Loja

Loja es una provincia Andina localizada al Sur del Ecuador, que tiene clima templado seco,
relieve irregular que no sobrepasa los 3 700 m.s.n.m y vegetacion principalmente arbustiva
(Grijalva et al., 2012; INAMHI, 2014). Las viviendas de las comunidades analizadas se
caracterizan por tener paredes de adobe, piso de tierra y techo de tejas (Nieto-Sanchez et al.,
2015) (Figura 3A). Existen algunas viviendas mejoradas que presentan el piso y las paredes

enlucidos con cemento (Nieto-Sanchez et al., 2015).

En Loja, se ha reportado triatominos en los tres habitats (Nieto-Sanchez et al., 2015). El
grado de colonizacion esté relacionado con la arquitectura de las casas, las cuales estan llenas
de grietas, carecen de luz natural y presentan acumulaciones de materiales dentro y cerca de
la vivienda (Nieto-Sanchez et al., 2015). La especie mas representativa en esta provincia es

R. ecuadoriensis (98%); existen pequerias poblaciones de T. carrioni, P. rufotuberculatus y
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P. chinai (Grijalva et al., 2003, 2005; Grijalva & Villacis, 2009; Nieto-Sanchez et al., 2015).

4.1.2 Provincia de Manabi

La provincia de Manabi se encuentra en la region costera al noroccidente del pais (INAMHI,
2014). La topografia de esta localidad es plana con colinas de baja altura y su clima es
subtropical seco y himedo (INAMHI, 2014). Las casas en esta zona del pais presentan
paredes de cafia guadua (Guadua angustifolia), techo de hojas de palma (Phytelephas
aequatorialis) o laminas de zinc (en menor cantidad) y piso de madera (Black et al., 2007)

(Figura 3B).

En Manabi, no existen reportes de triatominos en domicilio (Grijalva et al., 2011). Esto se
asocia con el ingreso esporadico y falta de escondites que otorgan las paredes de cafia
(Grijalva et al., 2011). El principal vector, al igual que en Loja, es R. ecuadoriensis (77%),
seguido de P. howardi (22%) y con la presencia de pequefias poblaciones de P.
rufotuberculatus (0.6%) (Black et al., 2009; Grijalva et al., 2011; Costales et al., 2015;

Villacis et al., 2015).

4.2 Recoleccion de triatominos

La recoleccion de los individuos parentales de este estudio se realizo en diversos afios, bajo
normas estrictas de bioseguridad (Grijalva et al., 2005). Las busquedas se realizaron en los
tres ambientes, con la colaboracion del personal del Servicio Nacional de Erradicacion de la

Malaria (SNEM), del Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas y Crdnicas
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(CIEIC), actualmente Centro de Investigacion para la Salud en América Latina (CISeAL), y

estudiantes de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador y de la Universidad de Ohio.

La busqueda en el ambiente domiciliar y peridomiciliar se efectio durante 1 hora/hombre,
principalmente en los dormitorios (cama, ropa acumulada) y nidos de gallinas o de otros
animales (Grijalva et al., 2005) (Figuras 3C-D). En caso de encontrar triatominos, la
vivienda fue considerada infestada y se procedio a la recoleccion de insectos, exuvias 0
huevos en frascos de plastico etiquetados con el codigo de vivienda, fecha, lugar de la casa
y especie (Grijalva et al., 2005). En el habitat silvestre, la busqueda se realiz6 en nidos de
mamiferos y aves, madrigueras, huecos en troncos y arboles, entre raices o cortezas de
plantas y bajo acumulaciones de troncos o rocas (Grijalva & Villacis, 2009) (Figura 3E).
Los sitios de revision son elegidos al azar. Ademas, en la provincia de Manabi, se buscé en
palmeras, Phytelephas aequatorialis, conocidas como palmas de tagua o cade (Sanchez,

2015).

Con los individuos colectados se formaron colonias en el insectario del CISeAL. Los
triatominos de Loja fueron colocados en una incubadora con fotoperiodos de 12 horas,
temperatura de 24+6°C y humedad relativa (RH) del 70+5% (Villacis et al., 2008). Las
condiciones de la incubadora de los individuos de Manabi fueron fotoperiodos de 12 horas,
temperatura de 27£5°C y 75+5% RH (Villacis et al., 2008). Este trabajo se realizé bajo el
protocolo aprobado por el Comité de Etica de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador
(Oficio-CBE-019-2014) y de la Universidad de Ohio, Estados Unidos, (15-H-034-1ACUC).
Los permisos de colecta para este estudio fueron: 002-07-1C-FAU-DNBAPVS/MA, 016-07-
IC-FAU-DNBAPVS/MA, 006-IC-FLO-DPL-MA, 003-2011-1C-FAU-DPL-MA, 008-1C-

INSEC-DPL-MA, 011-2015-IC-INF-VS-DPL-MA.
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4.3 Obtencion de individuos

Se separaron individuos ninfa VV (NV) de P. chinai, P. howardi y R. ecuadoriensis, lo que
aseguro la obtencion de hembras virgenes. En frascos de plastico con pedazos de papel filtro,
se colocd 2 hembras y 3 machos. Estos frascos fueron cubiertos con tela tipo tul y una liga,
por motivos de bioseguridad y alimentacion. Se coloco los individuos de ambas provincias,
en similares condiciones, fotoperiodos de 12 horas a 25+6°C y 70£5% RH. Los individuos
se alimentaron por 15 minutos cada 15 dias con sangre de palomas mantenidas en el Bioterio

del CISeAL.

Para P. chinai y R. ecuadoriensis se formaron 4 colonias (frascos) por comunidad. Se
considerd por separado los dos hébitats de Bella Maria donde fueron recolectados los
individuos de R. ecuadoriensis. Se formaron cuatro colonias de P. howardi, debido a que
fue colectado en una sola comunidad (Tabla 1). En total de estas tres especies se obtuvieron

76 colonias y 152 hembras.

Los frascos fueron revisados a diario en la mafiana, para la separacion de huevos encontrados
en el papel, base o paredes del frasco (Figuras 4A-B). Cada huevo fue colocado en un tubo
eppendorf con un codigo Unico. Este codigo indica la especie a la que pertenece y su dia de
nacimiento. En el caso de P. howardi, los huevos nacidos en el mismo dia se mantuvieron
en un solo tubo eppendorf. Se formaron grupos maximo de 15 individuos, debido a que al
mantenerlos individualmente morian. Se registro el dia de nacimiento y puesta de cada
individuo. Los huevos de T. carrioni fueron obtenidos de cuatro hembras traidas del campo.
Se desconoce el dia exacto en que fueron colocados y su tiempo de desarrollo, excepto de

siete individuos (Figura 4C).
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4.4 Caracteristicas de los huevos

Se describid a los huevos segun lo planteado por Barata (1981, 1998). Se identifico: (i) si
los huevos estan pegados al sustrato, (ii) la forma, (iii) la presencia/ausencia de
macroestructuras (hendidura lateral, cuello, collar, ornamentaciones del opérculo) (Anexo
11B), (iv) el cambio de coloracién que sufren el embridn durante el desarrollo (manchas
oculares), (v) el tiempo de eclosion, (vi) el porcentaje de nacimiento y (vii) las caracteristicas

exocoriales.

La identificacion de macroestructuras y los cambios de coloracion del embridn se observaron
en el estereomicroscopio Olympus SZ61/Sz51. El tiempo de desarrollo (Te) se determind
mediante laformula Te = Tn — Tp + 1, donde Tp es el dia de puestay Tn el de nacimiento.
Se calcularon la media, desviacion estdndar y valores méaximos y minimos de Te. El

porcentaje de individuos que eclosionaron se calcul6 mediante la férmula

N individuos nacidos

X 100.

Total de individuos

4.4.1 Caracterizacion exocorial: Microscopia Electrénica de Barrido

Se seleccionaron cinco huevos eclosionados (corion y opérculo) de cada especie. Estos
huevos se montaron en una plataforma de alambre de cobre mediante cinta doble faz (Figura
5A). Este material se recubrio de oro por 4 minutos en el evaporador de vacio Jeol JFC-1200
(Figura 5B). Este proceso aumenta la emision secundaria de electrones, previene la
sobrecarga eléctrica y otorga contraste a la muestra para la visualizacion (Amano & Diaz,
2012) (Figuras 5C). Las muestras se observaron en el microscopio electronico de barrido

JEOL® JSM 5310, ubicado en el Instituto Nacional de Salud Pudblica e Investigacion
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(INSPI), en la Plataforma del Microscopia Electronica en la ciudad de Guayaquil (Figura

5D).

Las fotografias se tomaron mediante una camara digital externa. El enfoque y regulacion del
brillo, contraste y de la aceleracion de voltaje para cada imagen se realiza en la pantalla del
microscopio (Figura 5D). La aceleracion de voltaje se relaciona con el zoom, ya que a mayor
zoom se requiere mayor aceleracion de voltaje y se espera una mejor resolucion y contraste
en la imagen (Amano & Diaz, 2012). El tiempo de exposicion por fotografia fue de 100
segundos. Las caracteristicas de interés fueron los aeropilos y micropilos y la arquitectura

exocorial del corion y del opérculo.

4.5 Andlisis Morfométricos

Se construyé una plataforma para fotografiar a los huevos, debido a cuestiones de
bioseguridad y a la magnificacion maxima de la camara utilizada. La plataforma era una
tuerca. En la base de la tuerca, se peg6 un circulo de cartulina negro y un semicirculo de
papel milimetrado, los cuales tenian 10 mm de diametro (Figura 6A). Con un cilindro de
cartulina blanca, se formaron paredes alrededor de la base de la tuerca (Figura 6B). Las
paredes son necesarias debido a que los huevos pueden rodarse (Figura 6C). La plataforma
fue pegada a una tarrina de 21 x 12 x 5 cm (largo:ancho:altura), por cuestiones de

bioseguridad.

Los huevos fueron fotografiados mediante la camara MiScope®-MIP (1.3 megapixeles,
40X: 7.5 x 10 mm; 140X: 1.8 x 2.5 mm) (Figura 6D). La plataforma en que fueron

fotografiados los huevos afecta la distancia focal minima, por ende la magnificacion. La
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magnificacion para los huevos de la tribu Triatomini (Panstrongylus y Triatoma) fue 280X

y para los huevos de R. ecuadoriensis fue 240X.

Para homogeneizar los datos, los huevos fueron fotografiados en el mismo dia de desarrollo
y en la misma posicion. Todos los huevos analizados fueron viables, el individuo se

desarrollo y eclosiond normalmente.

Los huevos del genero Panstrongylus fueron fotografiados el dia 25 de su desarrollo en
posicién ventral. En esta posicion se observa la cara convexa del huevo y las manchas
oculares del embrion, debido a que los huevos son colocados sobre su hendidura lateral. Los
huevos de T. carrioni se fotografiaron el dia donde las manchas oculares se oscurecieron
(dia 20-23) en posicion ventral (Figura 7). Los huevos de R. ecuadoriensis, en cambio,
fueron fotografiados el dia 10 de su desarrollo en posicion lateral. En esta posicidn, se puede

ver claramente el cuello y la hendidura queda en posicion lateral

En el analisis morfométrico interespecifico (entre especies) se utilizaron 310 huevos: 78 de
P. chinai, 75 de P. howardi, 76 de T. carrioni y 81 de R. ecuadoriensis. En el analisis
intraespecifico (entre habitats), se usaron 58 huevos de P. chinai, 41 de T. carrioni y 135 de
R. ecuadoriensis (78 de Loja y 57 de Manabi). Se procur6 que el nimero de muestra de los
grupos, tanto para la comparacion entre especies como para la comparacion entre habitats,

sea similar (Tabla 2).
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4.5.1 Influencia del tiempo de desarrollo, posicion y viabilidad en la forma

del huevo

Para determinar la influencia de estos tres factores se analizo la forma del contorno los
huevos mediante MG. Para el analisis de la variacion de la forma segin el tiempo de
desarrollo, los huevos fueron colocados en pedazos de papel con cinta doble faz. Esto evita
cambios de posicion. Se fotografié diariamente 12 huevos de P. chinai y 11 de R.
ecuadoriensis. Los dias fueron divididos en estadios inicial y final. El criterio de division se
baso en el cambio de coloracién del embrién y de las manchas oculares, segin lo que se
observo en los resultados (Figura 7). Para el analisis de posicion, se tomé fotografias de 13
huevos de P. chinai en posicion dorsal y ventral (Figura 8A). Los huevos estaban en el dia
25 de su desarrollo. En el andlisis de viabilidad, se utilizé 30 huevos viables y 30 no viables
(el embrion no se desarrolld) de P. chinai, los que se fotografiaron en el dia 25 de desarrollo

(Figura 8B).

45.2 Morfometria Tradicional

Mediante el programa Collection of COOrdinates (COO v98) (Dujardin, 2002), se tomaron
ocho landmarks tipo Il en los huevos de R. ecuadoriensis y seis en los de P. chinai, P.
howardi y T. carrioni (Figura 9). Esto gener0 una base de coordenadas, de las que se calculo
todas las distancias posibles entre los puntos mediante el Software Table Space Tabulations
(TETV98). A partir de estos datos, se obtuvo las variables: longitud maxima (LM), didmetro
méaximo (DM), diametro del opérculo (DO) y didmetro del cuello (DC). La ultima solo se
obtuvo de los huevos de R. ecuadoriensis (Figura 10). Estas variables se sometieron a

analisis univariantes y multivariados.
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45.2.1 Andlisis multivariado

Las variables (distancias) fueron transformados a logaritmos y analizados en el software
PAD v98 (Permutaciones, Analisis Discriminante). Este permite analizar las distancias
incluyendo el tamafio (size-in) o excluyendo este (size-out) (Dujardin, 2002). EI enfoque
“size-in” solo se realizd para las comparaciones interespecificas. El enfoque “size-out”
extrae el componente de tamafio de los datos, por lo que solo analiza la conformacion
(Darroch & Mosimann, 1985; Klingenberg, 1996). Este proceso remueve el cambio
isométrico, que es el cambio de tamafio que no modifica las proporciones del objeto
(Dujardin, 2002; Dujardin & Slice, 2007). Mediante este enfoque, se estimé el tamario global
(GS) (variable de tamafo), que es el logaritmo del promedio geométrico de las variables

utilizadas (Darroch & Mosimann, 1985; Klingenberg, 1996; Dujardin, 2002).

45.3 Morfometria Geométrica

Se aplicaron dos diferentes enfoques geométricos: (i) morfometria de contornos (outline)
para el huevo completo (Figura 11) y (ii) morfometria basada en landmarks/semilandmarks
para el opérculo (Figura 12). La toma de datos (digitalizacion) y analisis se realizaron en los
distintos médulos del software Collecting Landmarks for Identification and Characterization
v98 (CLIC) (Dujardin, 2002). Los pasos basicos para este estudio son: (i) la digitalizacion
de datos en el médulo COO v98, (ii) la extraccion de las variables forma y tamafio, lo cual
utiliza técnicas distintas para cada enfoque y (iii) la discriminacion de grupos mediante las

variables de formas.
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45.3.1 El contorno del huevo: Pseudolandmarks

Los pseudolandmarks se digitalizaron alrededor del contorno exterior de cada huevo. En las
partes donde hay cambios bruscos en la curvatura, la densidad de puntos aumenta (Rohlf,
1990b). Estos puntos no son equidistantes y no estan en igual namero entre individuos
(Dujardin et al., 2014) (Figura 11). Estas son caracteristicas son permitidas por el analisis
eliptico de Fourier (EFA), el cual fue utilizado para analizar los datos. Este analisis permite

la extraccion del tamafio separadamente de la forma (Kuhl & Giardina, 1982; Rohlf, 1990a).

El EFA describe una curva cerrada (no abierta) mediante la descomposicidn de esta en senos
y cosenos de curvas sucesivas (funciones sinusoidales), llamadas armonicas (Kuhl &
Giardina, 1982; Krieger, 2010). Las armédnicas son descritas por cuatro coeficientes (Kuhl
& Giardina, 1982). La primera arménica aproxima la forma a una elipse (Kuhl & Giardina,
1982; Rohlf & Archie, 1984). Esta armdnica se usa para estandarizar los coeficientes de
Fourier, que al no cambiar con el tamafio, la rotacion y la posicion del punto inicial, generan
los coeficientes elipticos de Fourier normalizados (NEF) (Kuhl & Giardina, 1982; Rohlf &
Archie, 1984; Krieger, 2010; Dujardin et al., 2014). El escalamiento genera que la longitud
del semi-eje mayor de la elipse de la primera arménica sea 1, lo que ajusta los coeficientes
restantes (Lestrel, 1989). La rotacion se genera hasta que el eje mayor de la elipse de la

primera armonica sea paralelo al eje de la forma analizada (Lestrel, 1989) (Anexo 12).

Después de estas transformaciones, los tres primeros coeficientes son constante (1, 0y 0) y
no se utilizan en los anélisis (Rohlf & Archie, 1984). El cuarto coeficiente de la primera
armonica otorga la excentricidad a la elipse, se relaciona con la proporcion longitud:ancho

de la curva y se usa para los andlisis (Lestrel, 1989). La forma puede ser recreada a partir de
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las armonicas (Kuhl & Giardina, 1982; Krieger, 2010). EI nimero de armonicas determinan
el grado de fidelidad de la forma extraida por digitalizacion a la forma original (Kuhl &
Giardina, 1982; Krieger, 2010). Respecto al tamafio, se estimé la raiz cuadrada de su

superficie del huevo (sqrA).

Este procedimiento se realizd en el moédulo FOG v98. Este software proporciona dos
maneras de normalizar los contornos: los NEF y los coeficientes de Fourier alineados por la
superposicién de Procrusters (Dujardin, 2002). El primero sirve para la comparacion entre
grupos Y el segundo para observar graficamente la diferencia entre grupos (Dujardin, 2002).
Este ultimo requiere que la digitalizacidn sea en sentido horario y que todos los contornos
inicie en el mismo punto (Dujardin, 2002). Debido a esto, los huevos se orientaron con el
opérculo en el lado izquierdo y la unién borde opercular-borde corial fue el punto de inicio

de la digitalizacion (Figura 11).

4.5.3.2 El opérculo: Landmarks/Semilandmarks

El contorno del opérculo se analiz6 por separado mediante la técnica de
landmarks/semilandmarks. Esta estructura no se analizd6 mediante el EFA debido a que el
limite borde corial-borde opercular no se diferencia con claridad en todos los individuos
estudiados. En los huevos de la tribu Triatomini, se digitalizaron dos landmarks y doce
semilandmarks segun la configuracion {1 8} {2 4}. En los huevos de R. ecuadoriensis, se
digitaliz6 cuatro landmarks y doce semilandmarks, {2 8} {4 4} (Figura 12). La
configuracion indica el numero de semilandmarks que se colocé entre landmarks sucesivo.

Esta configuracion {1 8} significa que se digitalizaron 8 semilandmarks (SL) después del
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landmark (LM) namero 1, es decir entre el LM 1y LM2. La configuracién {2 4} significa 4

SL despues del LM2, etc.

El programa genera lineas perpendiculares al segmento que conecta los LM, lineas llamadas
templado o guia (Dujardin, datos no publicados). En la intercepcion entre la curva del
opérculo y lineas perpendiculares se colocaron los semilandmarks. La diferencia del huevo
entre las dos tribus dificulté reconocer landmarks homologos entre estas. Debido a ello, el

opérculo de R. ecuadoriensis no se incluyo en los andlisis interespecificos.

Estos puntos fueron sometidos al Analisis Generalizado de Procrustes (GPA), superposicion
gue minimiza la diferencia entre los puntos de referencia equivalentes (Zelditch et al., 2004).
Paraello, (i) el centroide de cada configuracion de puntos se traslada al origen, (ii) se escalan
las configuraciones segun el tamafio centroide (CS) y (iii) se rotan las configuraciones (Rohlf
& Slice, 1990; Adams et al., 2004; Dujardin & Slice, 2007). EI alineamiento final se
restringe a los semilandmarks mediante el método de superposicion dependientes del
templado (template-dependent semilandmark superimposition) (Dujardin, datos no
publicados). Los LM se proyectan perpendicularmente sobre el templado promedio;

templado construido entre los LM de la forma consenso (Dujardin, datos no publicados).

El GPA genera coordenadas residuales, las cuales se proyectan en el plano Euclidiano
(espacio tangencial lineal) (Kendall, 1977; Zelditch et al., 2004). Esto permite visualizar la
diferencia entre configuraciones y realizar los analisis multivariados (Adams et al., 2004;
Zelditch et al., 2004). Este proceso se realizd en el moédulo MOG v98 (Morfometria
Geométrica), dando como resultado la separacion de las variables de tamafio y forma

(Bookstein, 1990b; Dujardin & Slice, 2007). Respecto al tamafio, se estimé el tamafio
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centroide (CS), que es la raiz cuadrada de la suma de las distancias elevadas al cuadrado
entre el centro de la configuracion y cada landmark (Bookstein, 1990b). La forma se
descomponen en el componente uniforme (cambio global) y el componente no-uniforme

(deformacion local) (Bookstein, 1990b; Dujardin & Slice, 2007).

4.6 Anadlisis estadisticos

4.6.1 Morfometria Tradicional

4.6.1.1 Andlisis univariantes

Se calcularon la media (x), la desviacion estandar (SD), la varianza (o2) y los valores
maximos y minimos de las variables DC, DM, DO y LM, para determinar la tendencia que
estas presentan. Se determind la homogeneidad de variancias, mediante la prueba de Levene,
y la normalidad de los datos, a través de la prueba de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk.
Se comprobd que el coeficiente de variacion (CV) sea menor al 10%, debido a que son datos

de laboratorio.

La comparacion entre especies (interespecifica) fue mediante el analisis de variancia de un
factor (ANOVA-one way). Se realizo la prueba significativa Honesta de Tuckey (post hoc),

que permite agrupar las especies en rangos homogeéneos (Sanchez-Otero, 2014).

En las comparaciones intraespecificas, los habitats de P. chinai y T. carrioni se compararon
mediante la prueba de t de Student para muestras independientes, al igual que las provincias

de R. ecuadoriensis (variacion geografica). Los habitats de R. ecuadoriensis se compararon
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mediante un ANOVA-one way. Se considerd6 cinco grupos: intradomicilio Loja,
peridomicilio Loja, silvestre Loja, peridomicilio Manabi y silvestre Manabi. Estos analisis

se realizaron en el software SPSS Statistics v23.

4.6.1.2 Andlisis multivariados

En ambos enfoque (“size-in” y “size-out”), las variables tradicionales (LM, DM, DO y DC)
fueron analizadas mediante el analisis discriminante (DA). ElI DA identifica los caracteres
qgue mejor discriminan los grupos (Zelditch et al., 2004; Strauss, 2010; Sanchez-Otero,
2015). Se obtuvo las distancias de Mahalanobis (D?), distancias entre grupos dentro del
espacio multivariante. La significacion de estas distancias fue determinada por prueba no-
paramétricas de permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni (Dujardin & Slice,
2007; Strauss, 2010). Esto se realizé en el moédulo PAD v98. Con las distancias de
Mahalanobis obtenidas del analisis “size-out” se construyd un arbol Neighbor-joining (NJ)
en el moédulo COV v98. En el arbol se sefiala los habitats analizados de las cuatro especies;

se considerd que los huevos R. ecuadoriensis pertenecen a dos provincias distintas.

Se calcularon la media (x), la desviacion estandar (SD), la varianza (o2) y los valores
méaximos y minimos de la variable de tamafio (GS). Esta se analiz6 en el médulo VAR v98,
donde la significacion estadistica se determind mediante la prueba no-paramétrica de

permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni.
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4.6.2 Morfometria Geométrica

4.6.2.1 Andlisis de la conformacion del contorno del huevo

Para el contorno de los huevos, las variables de forma NEF fueron examinadas por el anélisis
de componentes principales (PCA). Este describe la variacion entre los individuos y permite
la reduccion de dimensiones de analisis (Zelditch et al., 2004; Strauss, 2010). Los
componentes mas representativos del PCA, fueron sometidos al andlisis discriminantes (DA)
(Zelditch et al., 2004; Strauss, 2010). Se obtuvo las distancias de Mahalanobis (D?), cuya
significacion fue determinada por prueba no-paramétricas de permutaciones (1000 ciclos)

corregida con Bonferroni (Dujardin & Slice, 2007; Strauss, 2010).

Las distancias se utilizaron para construir un arbol Neighbor-joining (NJ) igual que en los
analisis “size-out”. Se realizo la clasificacion revalidada. Esta se basa en extraer del analisis
a un individuo (“individuo desconocido”) y estimar las distancias de Mahalanobis del resto
(N-1), lo que permite predecir el grupo al que pertenece el individuo (Manly, 2004; Strauss,

2010). Este analisis evalla el rendimiento del modelo.

4.6.2.2 Analisis de la conformacion del opérculo

Las proyecciones de las coordenadas residuales fueron analizadas mediante los mismos
estadisticos. En las comparaciones interespecificas se utilizaron solo los opérculos de los
huevos de la tribu Triatomini, debido a la diferencia de nimero de puntos de referencia entre
los opeérculos de ambas tribus. Estos analisis también se utilizaron para determinar la

influencia del tiempo de desarrollo, posicion y estado de viabilidad.



41

4.6.2.3 Andlisis del tamarfio

Se calcularon la media (x), la desviacion estandar (SD), la varianza (o2) y los valores
maximos y minimos de las variables sqrA y CS. La significacion estadistica se determind
mediante la prueba no-paramétrica de permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni
en el médulo VAR v98. Para los analisis del tiempo de desarrollo y estado de viabilidad se

calcularon la media (x), la desviacion estandar (SD) y la significacion de la variable sgrA.

4.6.2.4 Efecto alométrico

El efecto alométrico es la contribucién del tamafio a la primera funcién discriminante (CV1)
(Dujardin & Slice, 2007; Dujardin et al., 2014). Esto se realiz6 mediante la prueba de
regresion en el modulo COV v98, donde el tamafio fue la variable independiente y la forma
la dependiente (Dujardin & Slice, 2007; Dujardin et al., 2014). La significacién de este
porcentaje se determina mediante la prueba de t de Student para muestras independientes.
Se detallan en la Figura 13 los estadisticos realizados para cada técnica y en la Tabla 3 las

comparaciones interespecificas e intraespecificas.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudios Interespecificos (entre especies)

5.1.1 Descripcion de especies

5.1.1.1 El huevo de Panstrongylus chinai

Se examinaron 167 huevos. Estos fueron puestos individualmente en la base del frasco
(Figura 4A). Los huevos son de forma ovoide, presentan hendidura lateral, que se formo a
partir del dia 10 de desarrollo, y carecen de cuello, collar y ornamentaciones en el opérculo
(Figuras 14A-B). Durante su desarrollo, los huevos cambian de coloracion. Los huevos
recién puestos son de color blanco-crema y cambian paulatinamente a café-rojizo. Las
manchas oculares migraron de la parte caudal del huevo a la parte anterior (zona opercular).
Durante este movimiento, las manchas cambiaron de rojo a oscuras con bordes rojizos. El
opérculo cambi6 de coloracion de manera similar al resto del huevo; pero conservé el borde
opercular blanco-crema (Figura 14A-B). El tiempo de desarrollo fue de 29.23+1.52 dias. El
porcentaje de individuos que completaron exitosamente su desarrollo fue del 76% (Tabla 4).

Luego de la eclosion, se observo que el corion es translucido (falta de color) y flexible.

El corion presenta borde corial estrecho y definido (Figura 14C). En el borde se encontraron
numerosos aerdpilos en hilera (Figura 14D). Junto al borde, hacia la parte caudal del huevo,
se encontraron los micropilos. No se observo una distintiva zona de gotera espermatica
(Figura 14E). Los micropilos son grandes y se hallaron en menor cantidad que los aeroépilos.

El exocorion es liso, es decir no presentd granulaciones (Figura 14C). La arquitectura
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exocorial estaba constituido por células hexagonales y pentagonales irregulares con limites
marcados (Figura 14F). El opérculo es convexo y presenta células hexagonales; estas tienden

a redondearse en la parte central hasta ser imperceptibles (Figura 14G).

5.1.1.2 El huevo de Panstrongylus howardi

Se examinaron 75 huevos. Estos fueron puestos individualmente en la base del frasco. Los
huevos son de forma ovoide-globosa, presentan hendidura lateral, que se forma a partir del
dia 7 de desarrollo, y carecen de cuello, collar y ornamentaciones en el opérculo (Figura
15A-C). Durante su desarrollo, los huevos cambian de color blanco-crema a café claro. Las
manchas oculares presentaron mayor cambio de coloracion, de rojo a negro con bordes
rojizos. El opérculo conservo la coloracion blancuzca en el borde y cambié de blanco-crema
a café (Figura 15A-B). El tiempo de desarrollo fue de 29+1.30 dias. El porcentaje de
individuos que nacio fue del 34% (Tabla 4). Estos huevos fueron los mas sensibles. Durante
la manipulacion, en varios individuos se levanto el opérculo, después de lo que el individuo
no completd su desarrollo y no eclosiond (individuos no-viables). Luego de la eclosion, se

observo que el corion es translicido y rigido.

El corion presenta borde corial estrecho (Figura 15D-E). En este se encontraron varios
aeropilos, pero no se observo la gotera espermatica ni los micropilos en sus cercanias (Figura
15F). El exocorion es liso y se compone de células hexagonales irregulares. Estas células
fueron dificiles de observar en todo el huevo, ya que sus limites eran muy tenues (poco
marcados) (Figura 15G). El opérculo es convexo, presenta borde opercular sumamente

estrecho (casi imperceptible) y células hexagonales con limites tenues. Las células conforme
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se acercan al borde opercular tienden a presentar forma poligonal menos redondeada (Figura

15H).

5.1.1.3 El huevo de Triatoma carrioni

Se examinaron 76 huevos. Estos fueron encontrados individualmente en la base del frasco
donde estaban las hembras obtenidas en el campo. Los huevos son alargados, tienen forma
elipsoidal, presentan hendidura lateral y carecen de cuello, collar y ornamentaciones en el
opérculo (Figuras 16A-B). Durante el desarrollo, estos huevos cambiaron de blanco a rojo-
intenso; mientras que las manchas oculares de rojo a negro-rojizo (Figura 7). El opérculo
cambid de coloracion de manera mas intensa que el resto del huevo; este conservo el borde
opercular blanco (Figuras 16A-B). Se logrd conocer el dia exacto de puesta solo de 7
individuos; el tiempo de desarrollo de estos fue de 25+0.79 dias. El porcentaje de individuos
que completaron exitosamente su desarrollo fue del 79% (Tabla 4). Luego de la eclosién, se

observo que el corion es translucido y flexible.

El corion presenta un borde corial bien definido y estrecho (Figura 16C). En el borde se
encontraron numerosos aeropilos. Hacia la parte caudal del corion y cerca de los aeropilos
se localizaron los micropilos (Figura 16 D-E). Estos son imperceptibles y méas pequefios que
los aeropilos (Figuras 16E). El exocorion es liso y estd compuesto por células hexagonales
irregulares con limites claramente marcados (Figura 16F). El opérculo es convexo, tiene el
borde estrecho y células de cuatro y cinco lados con limites gruesos, las que se redondean

hacia el centro (Figura 16G).



45

5.1.1.4 El huevo de Rhodnius ecuadoriensis

Se examinaron 135 huevos pertenecientes a las provincias de Loja y Manabi. Los huevos
son puestos grupal o individualmente, pegados a las paredes del frasco, tela tul o papel filtro
(Figura 4B). Estos tienen forma elipsoidal, presentan hendidura lateral y cuello, carecen de
collar (Figura 17A-B). La hendidura lateral se formo a partir del sexto dia de desarrollo. La
zona opercular o cap mantiene una leve inclinacién con respecto a la hendidura lateral, la
cual es contraria al plano del sustrato (Figuras 4B, 17A-C). Durante el desarrollo, estos
huevos cambiaron de coloracion. Los huevos recién puestos eran de color blanco-crema con
el borde corial, opérculo y lineas longitudinales cafés. Los huevos antes de la eclosion tenian
coloracion café-rojiza brillante; se mantuvo la coloracion inicial del borde corial. Los huevos
de Manabi eran mas oscuros que los huevos de Loja. El opérculo se oscurecié manteniendo

su borde claro (Figura 17A-B).

El tiempo de eclosion fue de 17+1.46 dias, sin considerar la provincia de origen de los
individuos parentales. La diferencia entre provincias fue de aproximadamente un dia, siendo
los huevos de Manabi los que mas tardaron. El desarrollo de los huevos de esta especie fue
rapido; algunos individuos tardaron solo 12-15 dias en desarrollarse. El porcentaje de
individuos que completaron exitosamente su desarrollo fue del 85% (Tabla 4). Luego de la
eclosion, se observo que el corion es flexible, brillante y colorido. La coloracion de este

dificulto observar el movimiento de las manchas oculares del embrion.

El corion presenta borde corial grueso con células hexagonales; en este genero esta
estructura se conoce como anillo corial (Figuras 17D-F). En la parte apical del borde se

observo una hilera de aeropilos (Figura 17F). Bajo esta hilera se encuentra la gotera
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espermatica, donde se localizaron los micropilos, que son mas grandes que los aeropilos
(Figuras 17F). El exocorion no es liso, esta formado por células hexagonales y pentagonales
con forma de embudo. Estas células presentan limites claramente marcados y en el centro
de cada célula un tubo folicular (Figura 17G). El opérculo es plano, granulado (puntos) y
presenta borde opercular muy estrecho. EI exocorion del opérculo tiene células hexagonales

con limites tenues e imperceptibles, las que desaparecen en el centro (Figura 17H).

5.1.2 Descripcion comparativa de los huevos

Los huevos de las especies la tribu Triatomini son puestos libres en el sustrato, a diferencia
de los huevos de R. ecuadoriensis que son pegados. La forma de los huevos varia de ovoide
a elipsoidal. La presencia de cuello en los huevos de R. ecuadoriensis es la macroestructura
que diferencia ambas tribus. A través del corion, se observé el cambio de coloracién del
embrion, lo que se dificult6 en R. ecuadoriensis debido a la coloracién propia del corion de

esta especie.

El tiempo de eclosién varid de 29.23+1.521 dias a 17+1.457 dias, siendo P. chinai la que
mas tardd en desarrollarse y R. ecuadoriensis la que se desarroll6 mas rapido. El porcentaje
de nacimientos varié de 85% a 34%, siendo los embriones de R. ecuadoriensis los que
tuvieron mayor éxito de nacimiento y los de P. howardi los de menor éxito. Se observo
diferencia en el porcentaje de nacimiento entre las provincias donde fueron colectados los
huevos de R. ecuadoriensis (96% y 76%), siendo los huevos de Loja los méas exitosos en

nacer.
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Las caracteristicas exocoriales son similares entre los huevos de la tribu Triatomini, siendo
los limites marcados entre las células poligonales la caracteristica principal de diferencia. P.
chinai y T. carrioni tienen lineas marcadas, mientras que P. howardi tienen células con
limites tenues. El exocorion de R. ecuadoriensis fue el mas peculiar. Este present6 células
hexagonales con lineas marcadas y con un tubo folicular en el centro; mientras que su

opérculo fue granulado.

5.1.3 Influencia del tiempo de desarrollo, posicion y viabilidad en la forma de

los huevos

Para determinar la influencia del tiempo de desarrollo en la variacion de forma se dividio a
los dias en estadios iniciales y finales. Los estadios iniciales de P. chinai fueron considerados
desde el dia de puesta hasta el dia 15 de su desarrollo. En este dia las manchas oculares se
tornan rojo-oscuras y se encuentran en la parte anterior del huevo. Los estadios finales se
consideraron desde el dia 16 al dia anterior al nacimiento, donde la coloracion solo se hizo
mas intensa. En R. ecuadoriensis, se utilizé el mismo criterio de separacion de estadios, pero
los estadios iniciales fueron hasta el dia 10. Este analisis demostré que la forma del huevo
cambia significativamente entre los estadios iniciales y finales de desarrollo (P < 0.05). La
forma de los estadios finales es mas angosta para ambas especies (Figura 18). Respecto al
tamario, este vario significativamente entre los estadios de R. ecuadoriensis, se observa
reduccion del tamafio de los estadios iniciales (1.067+0.051 mm) a los estadios finales
(1.017+£0.053 mm) (P < 0.01). Esta tendencia se mantiene en P. chinai (de 1.417+0.040 mm

a 1.397£0.047 mm), pero no es significativa.
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La influencia de la posicion se determino en los huevos de P. chinai. Este analisis demostro
que no existen diferencias en la forma cuando el huevo es colocado en posicion ventral
convexa o dorsal concava (P > 0.05). La influencia del estado de viabilidad se determiné en
los huevos de P. chinai. Este andlisis determino que existen diferencias significativas en la
forma y tamafio (sqrA) de los dos tipos de huevos (P < 0.05) (Figura 19A-B), siendo los
huevos viables los mas angostos y pequefios. Los huevos no-viables presentan mayor

diversidad de tamafios (P > 0.01) (Figura 19B).

5.1.4 Morfometria Tradicional del huevo

5.1.4.1 Andlisis Univariante

Las variables de tamafio analizadas se observan en la Figura 20 y Tabla 5. Los huevos de P.
chinai fueron los mas grandes entre las especies analizadas respecto a las variables LM
(1.899+0.077 mm) y DM (1.227+0.049 mm). Los huevos de P. howardi fueron los mas
grandes respecto al DO (0.661+0.034 mm). Dentro de la tribu Triatomini, los huevos de P.
howardi presentaron la menor LM (1.781+0.079 mm) y los de T. carrioni el menor DM
(1.045+0.045 mm). Entre las cuatro especies, los huevos de R. ecuadoriensis fueron los mas
pequerios respecto al DM (0.748+0.039 mm) y DO (0.537+0.034 mm) (Figura 20A-C; Tabla

5).

Las tres variables presentan diferencias significativas entre las especies (P < 0.01), lo que se
determindé mediante el ANOVA. Se observo que el DO permite discriminar las cuatro

especies, el DM los tres generos (Panstrongylus, Triatoma y Rhodnius) y la LM solo las dos
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especies del mismo género (Panstrongylus) (Tabla 6). La variable con mayor informacion

discriminante fue DO.

5.1.4.2 Analisis Multivariado

En la identificacion interespecifica mediante analisis multivariados de MT se realiz6 los
analisis discriminantes “size-in” y “size-out”. Estos permitieron discriminar las cuatro
especies, como se muestra en la Figura 21. En ambos, el primer eje (CV1) discrimina entre
géneros y el segundo eje (CV2) entre especies del mismo género (Panstrongylus). Se
observa que el género Rhodnius se aisla completamente, lo que se debe a las relaciones entre
las tribus analizadas. Mientras que, el solapamiento entre las tres especies de la tribu
Triatomini, se relaciona con la corta distancia que existe entre sus centroides (Tabla 7). El
solapamiento es mayor en el andlisis “size-out”. Por ende, la identificacion de los huevos de
las cuatros especies es mayor al incluir la variacion de tamafio (“size-in”") (Figura 21A), que

al solo analizar la forma (“size-out”) (Figura 21B).

El GS, variable de tamafo del andlisis “size-out”, demostrd diferencias significativas entre
los huevos de los tres géneros (P < 0.01) (Panstrongylus, Triatoma y Rhodnius). Se observa
que los huevos de R. ecuadoriensis son los mas pequefios y los de Panstrongylus los méas

grandes (Figura 20D). El GS presenta la misma tendencia que el DM.
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5.1.5 Morfometria Geométrica del contorno y del opérculo del huevo

5.1.5.1 Comparacion del tamafio del huevo (sqrA) y opérculo (CS)

Se encontraron diferencias altamente significativas en el tamafio (sqrA) del huevo de las
cuatro especies (P < 0.01) (Tabla 6). Los huevos de P. chinai son los mas grandes y los de
T. carrioni y R. ecuadoriensis los mas pequefios. La mayor varianza (¢2) se encontrd en los
huevos de T. carrioni (0.002 mm), aunque esta medida no fue significativamente diferente
a las de las otras especies (P > 0.05) (Figura 20E; Tabla 5). En cuanto al opérculo, existen
diferencias altamente significativas en el tamafio (CS) entre las especies de la tribu
Triatomini (P < 0.01). El opérculo de P. howardi es el mas grande y de T. carrioni es el mas
pequefio (Figura 20F; Tabla 5). La significacion se determiné mediante la prueba no-

paramétrica de permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni.

5.1.5.2 Comparacion de la conformacion del huevo y del opérculo

El analisis de conformacion demostré diferencias en la forma del contorno de los huevos de
las cuatro especies, inclusive entre especies cercanamente relacionadas del género
Panstrongylus. Dentro de la tribu Triatomini (huevos sin cuello), P. howardi presento los
huevos més amplios y T. carrioni los mas angostos. Los huevos de R. ecuadoriensis se

identificaron por la presencia de cuello y la forma angosta del huevo (Figura 22A).

El analisis de conformacion del opérculo demuestra diferencias entre las tres especies de la

tribu Triatomini. Estas diferencias se centran en la union borde corial-borde opercular
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(Figura 22B). Sorpresivamente, se observa que la forma del opérculo de P. howardi es mas

parecido al de T. carrioni que al de P. chinai.

En la identificacion interespecifica mediante la conformacién del contorno de los huevos, el
analisis discriminante (DA) ilustrd la significacion de las distancias de Mahalanobis (P <
0.01) (Tabla 8). La funcién discriminante 1 (CV1) explica el 94% de la variacion total y
diferencia principalmente las tribus. La funcion discriminante 2 (CV2) representa el 5% y
diferencia las especies de la tribu Triatomini. Se observa solapamiento entre las especies de
latribu Triatomini (Figura 23A), al igual que en el analisis de la Figura 21B. La significacion
estadistica se determind mediante la prueba no-paramétrica de permutaciones (1000 ciclos)

corregida con Bonferroni.

Al retirar el efecto de la diferencia entre las tribus, es decir el efecto de los huevos de R.
ecuadoriensis, se observa completa discriminacion de las tres especies de la tribu Triatomini,
incluyendo a las del género Panstrongylus (Figura 23B). Esto demuestra que en la Figura
23A, la diferencia de la conformacion de los huevos entre tribus enmascara la verdadera

diferencia entre la conformacioén de los huevos de la tribu Triatomini.

En la identificacion interespecifica de la tribu Triatomini mediante la conformacion del
opérculo, el analisis discriminante (DA) ilustro la significacion de las distancias de
Mahalanobis (P < 0.01) (Tabla 8). EI CV1 diferencia entre géneros y el CV2 entre especies
del mismo género; estos explican el 60% y 40% de la variacion total respectivamente (Figura
23C). Se observa gran solapamiento entre las tres especies, a diferencia de lo obtenido en el
analisis del contorno. El solapamiento se relaciona con la diversidad de formas que existe

dentro de cada grupo.
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La Figura 24 muestra dos arboles fenéticos de la conformacién del huevo de las cuatro
especies, incluye los habitats en que fueron recolectados los individuos parentales. La
morfologia de estos dos arboles se diferencia principalmente por el largo de las ramas y la
definicion de los nodos, especialmente el de T. carrioni. El arbol del anélisis tradicional
“size-out” no estructura un solo nodo para los habitats de T. carrioni (Figura 24A). El arbol
construido con las distancias de los contornos de los huevos (MG) presenta ramas mas largas

y nodos mejor definidos (Figura 24B).

La reclasificacion validada de la conformacién del contorno de los huevos permiti6 clasificar
correctamente el 92% de los huevos P. chinai, 93% de P. howardi, el 97% de T. carrioni y
el 100% de R. ecuadoriensis. La conformacion del opérculo permitié clasificar
correctamente al 62% de los huevos de P. chinai, 68% de P. howardi y 72% de T. carrioni,
siendo el porcentaje (%) esperado al azar aproximadamente 33. La conformacién de los
huevos presentd mejores resultados en la reclasificacion validada, es decir la conformacion
del contorno de los huevos permite reconocer correctamente mas huevos que la

conformacién del opérculo.

Para determinar el efecto del tamafio en las discriminaciones obtenidas se analizo el efecto
alométrico. Se observd que la variacion de tamafio contribuyd en un 69% y 6% a la
diferenciacion (primera funcion discriminante) de la conformacion del contorno del huevo
y del opérculo, respectivamente. Estos valores son significativo (P < 0.05), lo que se

determind mediante la prueba de t de Student.
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5.2 Estudios Intraespecifico

5.2.1 Panstrongylus chinai

5.2.1.1 Comparacion del tamafio del huevo entre habitats

En la Figura 25 y Tabla 9, se muestra el analisis del tamafio de los huevos segun el habitat
donde fueron colectados los parentales. Se demuestra que no existen diferencias
significativas en cuanto al tamafio del huevo (P > 0.05), tanto para los analisis de
morfometria tradicional (LM, DM, DC y GS) como para los analisis de morfometria
geométrica (sqrA y CS). La significacion de las variables LM, DM y DC se determind

mediante la prueba de t de Student.

5.2.1.2 Comparacion de la conformacion del huevo entre habitats

El analisis de conformacion muestra diferencias entre el contorno de los huevos de los
distintos ambientes, siendo los huevos de peridomicilio un poco mas angostos (Figura 26A).
El contorno de los opérculos muestra mayor diferencia en la forma. Esta diferencia se centra
en el borde opercular, siendo el borde del opéerculo de los huevos de peridomicilio menos

convexos (planos) (Figura 26B).

El analisis discriminante “size-out” ilustro que no existen diferencias significativas entre los
huevos (P > 0.05). Se observa solapamiento entre los dos grupos (Figura 27A). El analisis
discriminante de la conformacion del contorno de los huevos ilustro las diferencias

significativas en la forma del huevo entre héabitats (P < 0.05). Se observa solapamiento entre
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los grupos con tendencia a discriminarse (Figura 27B). El analisis discriminante del opérculo
generd los mismos resultados que el andlisis “size-out”, pero este presenta mayor
solapamiento. De un total de 58 individuos, 53 individuos no fueron clasificados

correctamente (Figura 27C).

La reclasificacion validada de la conformacién del contorno de los huevos permiti6 clasificar
correctamente el 75% y 61% de los huevos del habitat doméstico y peridoméstico,
respectivamente. La conformacion del opérculo permiti6 clasificar correctamente al 53% de
los huevos de ambos habitats, porcentaje (%) cercano al esperado al azar (50%). Los analisis
discriminantes y la reclasificacion demuestran que el contorno permite identificar de mejor

forma los huevos de los dos habitats.

La variacion de tamafio contribuy6 en 3% y 36% a la diferenciacién de la conformacion del
contorno del huevo y del opérculo, respectivamente. El efecto del tamafio en las
discriminaciones obtenidas es mayor y estadisticamente significativo en el opérculo (P <

0.05).

5.2.2 Triatoma carrioni

5.2.2.1 Comparacion del tamafio del huevo entre habitats

El andlisis del tamafio de los huevos segun el habitat donde fueron colectados los parentales

demuestra diferencias significativas en las variables del opérculo (DO y CS) (P < 0.01). Los

opeérculo de los huevos de peridomicilio son mas grandes (Figura 28A-B). Las variables LM,

DM, GS, sgrA y CS no muestran diferencias significativas (P > 0.05) (Figura 28C-F; Tabla
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10). Respecto a GS y sqrA, el tamafio de los huevos de intradomicilio es significativamente
mas heterogéneos que los de peridomicilio (P < 0.01) (Tabla 10). La tendencia de las
varianzas también se mantiene en LM, DO y CS, a pesar de ser no significativa la diferencia.
Esto demuestra que los huevos de intradomicilio varian mas en tamafio y presenta los

opérculos mas pequenos.

5.2.2.2 Comparacion de la conformacion del huevo entre habitats

El analisis de conformacion no muestra diferencias entre el contorno de los huevos de los
distintos habitats (Figura 29A). Se observan diferencias en la forma del opérculo, siendo el
grado de curvatura del borde opercular la principal diferencia entre estos dos ambientes
(domiciliar y peridomiciliar). El opérculo de los huevos del domicilio tiende a tener el borde

opercular casi plano (Figura 29B).

El analisis discriminante “size-out” ilustr6 que existen diferencias significativas entre los
huevos, aungue se observa solapamiento entre los dos grupos (P < 0.05) (Figura 30A). El
andlisis discriminante de la conformacion del contorno de los huevos no ilustré diferencias
significativas en la forma del huevo entre habitats (P > 0.05) (Figura 30B). El analisis
discriminante del opérculo generd los mismos resultados que el andlisis “size-out”, pero el
solapamiento fue menor (Figura 30C). En el andlisis “size-out” y del opérculo, solo 12

individuos de 41 no fueron clasificados correctamente.

La reclasificacion validada de la conformacion del contorno de los huevos permiti6 clasificar
correctamente el 70% y 47% de los huevos del habitat doméstico y peridomestico,

respectivamente. La conformacion del opérculo permitio clasificar correctamente el 70% y
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64% de los huevos. Los valores de reclasificacion del peridomicilio son mayores con la

conformacién del opérculo.

La variacion de tamafio contribuy6 en 20% a la diferenciacion de la conformacion del
opérculo, lo que resultd ser significativo (P < 0.05). El contorno no presentd efecto

alométrico, lo que se relaciona con la significacion de la variable sgrA.

5.2.3 Rhodnius ecuadoriensis

5.2.3.1 Comparacion geografica y entre habitats del tamafio del huevo

Se observo variacion de tamafio del huevo segun la provincia donde fueron colectados los
parentales (variacion geogréafica), siendo los huevos de Manabi los mas grandes (Figura
31A-F; Tabla 11). Las variables de tamafio (LM, DM, DO, DC, GS, sgrA, SC) demuestran
diferencias altamente significativas entre provincias (P < 0.01) (Tabla 12). Las variables de
tamafo del opérculo (CS y DO), DC y GS mostraron las mayores diferencias entre grupos

(Figura 31C, Dy G; Tabla 11).

La variacion del tamafio segun el habitat en la provincia de Loja demostré que las variables
de tamafio permiten la diferenciacion de los habitats de manera distinta (Tabla 12). La LM
diferencia significativamente intradomicilio-silvestre del peridomicilio (P < 0.05); los
huevos de peridomicilio son los mas grandes (Figura 32A). EI DM diferencia los habitats
domiciliar-peridomiciliar del silvestre (P < 0.01); los huevos de silvestre son los mas
pequefios (Figura 32B). ElI DO diferencia intradomicilio de peridomicilio-silvestre (P <

0.05); los huevos de silvestre son los mas pequefios (Figura 32C). EI GS diferencia silvestre
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de intradomicilio-peridomicilio (P < 0.01); los huevos de silvestre son los mas pequefios
(Figura 33A). La sgrA solo diferencia silvestre de peridomicilio (P < 0.01); los huevos de
silvestre son los més pequefios (Figura 33B). El CS diferencia los huevos de la misma forma
que DO (Figura 33C). La varianza de todas las variables fue menor en los huevos de silvestre

y mayor en los huevos de peridomicilio (Tabla 11).

Esto demostré que los huevos de silvestre son los mas pequefios y presentan valores de
tamafio mas homogéneos. Los huevos de peridomicilio son los méas grandes y con valores
de tamafio mas heterogéneos. Los huevos de intradomicilio presentan el opérculo mas
grande. Sin embargo, en todas las medidas los valores maximos y minimos de los grupos se

sobrelaparon.

La variacion del tamafio segln el habitat en la provincia de Manabi demostré que los huevos
de ambos habitats difieren significativamente (P < 0.05). Los huevos del ambiente silvestre
son los més grandes (Figura 32 y 33; Tabla 11). La variable DC solo arrojo6 informacion en
la diferenciacion de provincia. Esto significa que esta variable no demostré diferencias

significativas entre habitats dentro de cada provincia (P > 0.05) (Tabla 12).

La variacion del tamafio entre habitats de ambas provincias (sin considerar la variacion
geografica) demostrd que los huevos del ambiente silvestre Manabi son significativamente
mas grandes (P < 0.01) (Tabla 12). Es decir, los huevos del ambiente silvestres de estas dos
provincias presentan tamafos completamente opuestos, cuyos valores maximos y minimos
del tamarfio del opérculo (DO y CS) no se solaparon (Figuras 32C y 33C). Los huevos del

ambiente peridomiciliar solo se diferencian significativamente en el tamafio del opérculo
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(DO y CS) y GS (P < 0.01) (Tabla 12). Los opérculos del peridomicilio Manabi son mas

grandes.

5.2.3.2 Comparacion geograficay entre habitats de la conformacion del

huevo

El anélisis de la conformacién de los huevos segln la provincia demostro diferencias en los
huevos de las dos provincias. Las diferencias se centran en el cuello, en la zona opercular y
en la inclinacion del opérculo respecto a la hendidura lateral. Los huevos de Loja presentan
cuello mas angosto y menor inclinacién del opérculo (Figura 34A). La conformacion del

opérculo muestra diferencias en los extremos del borde opercular (Figura 34B).

La discriminacion de los huevos de estas dos zonas geograficas es significativa para la
conformacién del huevo y del opérculo (P < 0.01) (Tabla 13). Se observa mayor
solapamiento en el analisis “size-out” y en el analisis del opérculo (Figura 35A-C). En el
analisis del contorno del huevo solo 16 individuos no pudieron ser discriminados (Figura

35B).

La reclasificacion validada de la conformacion del contorno de los huevos permitio clasificar
correctamente el 96% de los huevos de Loja y el 80% de los huevos de Manabi. La
conformacién del opérculo permitio clasificar correctamente el 83% y 78% de los huevos,
respectivamente. La posibilidad de clasificar correctamente los huevos es alta en ambas
estructuras, pero mayor al utilizar la conformacion del contorno. La variacion de tamafio
contribuy6 en 1% a la diferenciacion de la conformacion del contorno, lo que resulto ser no

significativo (P > 0.05). El opérculo no presento efecto alométrico.
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El analisis de la conformacion de los huevos en la provincia de Loja demostro diferencias
entre los tres habitats (P < 0.01). Estas diferencias se centran en el cuello, en la inclinacion
del opérculo respecto a la hendidura lateral y en el grado de concavidad de la hendidura
lateral. Los huevos del intradomicilio presentan cuello amplio, opérculo inclinado y
hendidura lateral poco convexa. Los huevos del peridomicilio tienen cuello mas estrecho,
opérculo no inclinado y hendidura lateral plana. Los huevos del habitat silvestre son
similares a los de intradomicilio pero con hendidura mas concava (Figura 36A). La
conformacién del opérculo presento diferencias no muy marcadas en los extremos del borde

opercular (Figura 36B).

Los huevos de Manabi se caracterizan por tener opérculo inclinado y la hendidura lateral
plana, similar a los huevos del peridomicilio Loja. Las diferencias en la conformacion entre
habitats son significativas y se centran en el cuello y en el grado de grosor del huevo (P <
0.01). Los huevos del habitat silvestre son angostos y tienen cuello estrecho (Figura 37A).
Las diferencias de la conformacion del opérculo son tenues y se basan en los extremos del

borde opercular (Figura 37B).

El analisis discriminante ilustrd diferencias altamente significativas en la conformacion del
huevo (P <0.01) (Tabla 13). En los anélisis “size-out”, del contorno y del opérculo, el CV1
discrimina las provincias. En andlisis discriminante “size-out”, el CV2 discrimina los
habitats intradomiciliar Loja y peridomiciliar Manabi de los habitats silvestres Loja-Manabi
y peridomiciliar Loja (Figura 38A). En el analisis discriminante de la conformacion del
contorno, el CVV2 discrimina los habitats intradomiciliar Loja, peridomiciliar Loja y silvestre

Manabi de los habitats silvestre Loja y peridomiciliar Manabi (Figura 38B). En el analisis



60

de la conformaciéon del opérculo, el CV2 discrimina los habitats intradomiciliar de Loja y
peridomiciliar de Manabi de los ambientes peridomiciliar de Loja y silvestre de Loja-Manabi

(Figura 38C).

Se observa solapamiento en los tres andlisis discriminantes, siendo el anélisis de la
conformacién del opérculo el que mejor discrimina a los huevos de los cinco habitats. Se
observa que las distancias de Mahalanobis de la conformacién del huevo son
aproximadamente el doble que las distancias del analisis “size-out” y mayores a las del
analisis de la conformacién del opérculo (Tabla 13). Esto se relaciona con el mayor

solapamiento en estos analisis y con el largo de las ramas del arbol de la Figura 24A.

La reclasificacion validada permitio clasificar correctamente el 63% de los huevos de
intradomicilio Loja, 70% de peridomicilio Loja, 83% silvestre Loja, 56% peridomicilio
Manabi y 81% silvestre Manabi. Los valores de reclasificacién del opérculo son menores
(entre 23 y 61%). Esto demuestra que el contorno de los huevos presenta mas informacion

para reconocer a los huevos de cada habitat.

La variacion de tamafio contribuyd en un 9% y 39% a la diferenciacion de la conformacion
del contorno del huevo y del opérculo, respectivamente. Estos resultados son significativa
para el opérculo (P < 0.01). Esto indica que la discriminacion del opérculo presenta mayor

influencia del tamafio.
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6 DISCUSION

La tripanosomiasis Americana es la enfermedad parasitaria mas importante de
Latinoamérica (OMS, 2002). La reduccidn significativa en los indices de infestacion por
triatominos en el ambiente doméstico genera una rapida reduccion de la frecuencia de casos
agudos de la ECh (Dias et al., 2002). El primer paso para planificar una estrategia eficaz de
control y prevencion de la ECh es el reconocimiento de las especies sinantrépicas y silvestres
(Guhl et al., 2009; Coura, 2013). La identificacidn y sistematica de los triatominos se ha
basado fundamentalmente en observaciones morfologicas de los adultos y ninfas (Schofield
& Galvao, 2009). Sin embargo, en ambientes domiciliares es frecuente encontrar huevos o
las cascaras de los huevos (corion) de varias especies (Grijalva et al., 2005; Black et al.,
2009; Evangelista-Martinez et al., 2010). Por lo que, identificar las caracteristicas que
permitan reconocer los huevos de cuatro especies de importancia epidemioldgica para el
Ecuador (P. chinai, P. howardi, T. carrioni y R. ecuadoriensis) es el objetivo principal de

este estudio.

6.1 Estudios Interespecificos

6.1.1 Descripcion comparativa

La familia Reduviidae esta compuesta por insectos adaptados a desarrollarse en una gran
variedad de habitats, siendo una generalidad del grupo la posibilidad de encontrar los huevos
en el mismo lugar que el individuo adulto (Readio, 1926). Los huevos son colocados en
lugares que les ofrezcan proteccion contra los depredadores o contra la desecacién (Readio,

1926). En triatominos, el sitio de oviposicién depende de la especie, de sus adaptaciones y



62

principalmente del hospedero al que estén asociados (Lent & Wygodzinsky, 1979; Hinton,

1981; OMS, 2002).

Durante este trabajé se observé que las especies de Panstrongylus y Triatoma colocan sus
huevos libremente en la base del frasco. Esto revela sus adaptaciones a habitats terrestres o
subterrestres, raramente arboreos, asociados a mamiferos (Lent & Wygodzinsky, 1979;
Patterson et al., 2009; Galvdo & Justi, 2015). En la naturaleza (habitat silvestre), se ha
reportado P. howardi asociado a mamiferos, como en nidos de ratas (Suarez-Davalos et al.,
2010). Mientras que, el habitat silvestre de P. chinai y T. carrioni es desconocido (Abad-

Franch et al., 2001).

Rhodnius ecuadoriensis pone sus huevos en grupos adheridos al sustrato, adaptacion del
género a colonizar nidos de aves (Lent & Wygodzinsky, 1979; Abad-Franch et al., 2002).
Esta adaptacion ayuda a las especies del género Rhodnius a pegar sus huevos para que no se
caigan al suelo, debido a que sus hospederos tienden a ser arboreos (Lent & Wygodzinsky,
1979; Galvdo & Justi, 2015). Ademas, la adaptacion ayuda al transporte pasivo de los
huevos, ya que son pegados a las plumas de las aves (Lent & Wygodzinsky, 1979; Abad-
Franch et al., 2009). R. ecuadoriensis se reporta asociaciéon con la palma P. aequatorialis
(palma de tagua o cade) y, en lugares donde no existe esta planta, asociacion a nidos de aves

y ardillas (Abad-Franch et al., 2001; Grijalva & Villacis, 2009; Grijalva et al., 2011).

La adhesion de los huevos al sustrato se debe a que las hembras tienen glandulas accesorias,
las cuales produce una secrecion que pega a los huevos y estimulan las contracciones de los
oviductos (Hinton, 1981; Lounibos et al., 1999). El mecanismo de adhesion esté en la

mayoria de especies de la tribu Rhodniini y se considera como una ventaja evolutiva
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(Schofield, 1994). Estas especies colocan los huevos en grupos, lo que facilita parasitar mas
de un individuo (Feliciangeli et al, 1978; Polanco et al, 2005). Pero, al adherirlos entre ellos
se provee proteccion debido a que los huevos del centro no puede ser parasitado (Feliciangeli

et al, 1978; Polanco et al, 2005).

Como se pudo observar, lo huevos son operculados, no presentan extensiones coriales y
varian en forma, caracteristicas de los huevos de la subfamilia Triatominae (Readio, 1926;
Schofield, 1994). La Unica caracteristica macroscopica que permitio discriminar levemente
las cuatro especies de estudio fue la presencia de cuello en los huevos de R. ecuadoriensis,

caracteristica conservada en las especies de esa tribu (Lent & Wygodzinsky, 1979).

Los huevos cambian de color durante el desarrollo, de blanco a rojo/café. Esto se relaciona
con el embrion y en pocos casos con el color propio del corion, como se observé en R.
ecuadoriensis (Hinton, 1981). El color propio del corion se debe a la capa ambar del
endocorion; esta tiene aceite que le hace impermeable a sustancias acidas y alcalinas, pero

permeable a sustancias aceitosas, iones y agua (Beament, 1946, 1947).

La coloracion del corion y del embrion es una técnica de proteccion de los huevos contra los
depredadores o parasitos, ya que les permite camuflarse con el ambiente que les rodea o
emitir sefiales de advertencia debido a su coloracién rojiza (Hinton, 1981). El cambio de
coloracion de los huevos ha sido usado para el reconocimiento de especies (Pinto, 1924;
Obara et al., 2007a), pero es su subjetiva debido a que puede cambiar entre poblaciones (R.

ecuadoriensis) y ser muy parecida entre especies cercanas (P. chinai y P. howardi).
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El tiempo de desarrollo (Te) del huevo vario segun la especie y se relaciona con el tamafo
del individuo. Las especies con huevos mas grandes necesitan mayor cantidad de dias para
completar su desarrollo, pero presentaron menor porcentaje de nacimiento. Los huevos de
R. ecuadoriensis fueron los méas pequefios, los que menos tardan en eclosionar (17+£1.457
dias) y los mas exitosos (85%). Los huevos de P. howardi fueron grande, tardaron mas
tiempo en eclosionar (29+1.296 dias) y fueron los menos exitosos (34%). Por consiguiente,
el tiempo de desarrollo se relaciona de manera positiva y negativa con la tasa de
supervivencia del individuo (Rabinovich et al., 2006). Cuanto mayor es el tiempo mayor es
la posibilidad de muerte, depredacion o parasitismo; pero, mayor sera el tamafio del nuevo
individuo y su oportunidad de supervivencia y/o capacidad reproductiva (Rabinovich et al.,

2006).

La eclosion esta controlada por el reloj circadiano enddgeno, se produce en la madrugada o
final de la noche y es extremadamente afectada por la humedad relativa del ambiente
(Constantinou, 1984; Schilman et al, 2009). Por ello, los cambio de las condiciones
ambientales dentro y fuera de la incubadora son la posible causa de la susceptibilidad de los
huevos de P. howardi a la manipulacion. Otra posible razon de la susceptibilidad es la

temperatura de desarrollo, la cual quiza no fue la 6ptima para esta especie.

Las caracteristicas exocoriales de las especies de la tribu Triatomini fueron sumamente
similares. La diferencia entre la arquitectura exocorial de estas especies se centro en las
células poligonales del opérculo y del huevo, principalmente en las lineas limites y niUmero
de lados que las componen. Los huevos del género Panstrongylus se caracterizan por tener
celulas hexagonales con lineas limites evidentes (P. chinai) a tenues (P. howardi) en el

corion y células claras en el opérculo (ambas especies) (Lent & Wygodzinsky, 1979; Barata,
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1998). La rugosidad de las células puede cambiar entre poblaciones, como se observé en T.
proctracta (Ryckman, 1962). Debido a ello, esta caracteristica no se puede utilizar para

aseverar que P. chinai y P. howardi son especies distintas.

En el género Triatoma es dificil el reconocimiento de especies mediante caracteristicas
exocoriales, debido a la diversidad de especies y a la ausencia de un patron homogéneo del
exocorion (Evangelista-Martinez et al., 2010; Justi et al., 2014). Los huevos del género se
clasifican en: (i) huevos de forma elipsoide, simétricos, sin cuello ni collar, que presentan
células hexagonales con perforaciones y el borde corial continuo al plano de la cascara y del
opérculo, y (ii) huevos que carecen de estructura corionica definida, sin células hexagonales
ni collar, pero con anillo corial ancho, liso o rugoso y en plano distinto al de la cascara y el

opérculo (Evangelista-Martinez et al., 2010).

Triatoma carrioni por su exocorion podria ser asociado al primer grupo (i), debido a que
presenta células hexagonales con lineas limites bien definidas. Pero, el corion de esta especie
no presenta granulaciones/perforaciones, es liso. EI opérculo de esta especie es sumamente

caracteristico, presenta células de cinco y cuatro lados.

Rhodnius ecuadoriensis presento el huevo mas caracteristico de las especies de estudio. Los
huevos tienen un borde corial grueso (anillo corial), separado por la presencia de una
constriccion conocida como cuello. Celdas con lineas limites gruesas, que definen
claramente células hexagonales o pentagonales concavas/infundibuliformes que presentan
un pozo folicular en el centro. Las macroestructuras (cuello y anillo corial) y la arquitectura
exocorial (células) son caracteristicas de varias especies del género Rhodnius (Lent &

Wygodzinsky, 1979; Barata, 1981). Por ejemplo, las especies que conforman el complejo



66

pallescens (R. ecuadoriensis, R. colombiensis y R. pallescens) se diferencian por las lineas
limites evidentes en R. ecuadoriensis y carentes en las otras dos especies, las cuales se
distinguen debido a que el huevo de R. pallescens presenta collar (Lent & Wygodzinsky,

1979; Barata, 1981, 1998; dos Santos et al., 2009).

Estudios en R. prolixus han demostrado que la superficie del corion (tipo de células) cambian
entre zonas del huevo, siendo la zona media rica en hexagonos y las zonas caudal y anterior
en poligonos no-hexagonales (Chaves & Afiez, 2003; Paez-Colasante & Aldana, 2008), lo
cual se observa ligeramente en las cuatro especies. Sin embargo, se recomienda ampliar el

estudio.

Los aeropilos y micrépilos son importantes, porque a través de ellos se difunden los gases
al interior del huevo (Hinton, 1981; Gautam et al., 2015). Esto sugiere que a mayor niUmero
de poros mayor sera la susceptibilidad del huevo al control mediante insecticidas (Gautam
et al., 2015). En las cuatro especies, estas estructuras fueron ubicadas en la parte anterior del
huevo (zona opercular). Esto corrobora que la respiracion del embrion ocurre mayormente
en esta area (Picollo et al., 1976). La ubicacion de estos poros se relaciona con el grado de

penetracion del insecticida, el que es seis veces mayor que en la base (Picollo et al., 1976).

Estudios previos en triatominos han demostrado la presencia de alrededor de 200 aeropilos,
numero aproximadamente constante durante el desarrollo (Tuft, 1950; Beament, 1947). Los
micropilos se encuentran en menor nimero (aproximadamente 13 por huevo), siendo la edad
de la hembra el factor que influencia en el nimero de estructuras (Tuft, 1950). Sin embargo,
la identificacion se dificulta, ya que para reconocer un micropilo verdadero se debe ubicar

el orificio interno de este, lo cual no se logrd en ninguna especie.
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La caracterizacion exocorial ha sido utilizada para describir a los huevos de los triatominos,
pero el costo de este estudio limita el nimero de muestra. Por lo que, para identificar especies
se combina esta técnica con analisis de morfometria tradicional. Segun Hernandez (1991) y
Gonzalez et al. (2009), la cuantificacion y medicién del didmetro de los aeropilos y
microépilos, el anlisis de distribucion de las perforaciones y la medicion de las células que
forman el exocorion son factores importantes para la diferenciacion de especies e incluso de
poblaciones. Estos procesos requieren una gran inversion de tiempo y esfuerzo. Debido a
ello, se podria analizar estas caracteristicas mediante la técnica de “wavelets” o analisis de
textura. Esta técnica divide los datos en diferentes componentes de frecuencia, los cuales
son superpuestos mediante la técnica similar a la de Fourier (Graps, 1995; Weyn et al.,

1998).

Por consiguiente, la estrategia de la oviposicion (huevos libres o adheridos), la forma del
huevo, la morfologia macroscopico (presencia de cuello), el cambio de color durante el
desarrollo, el tiempo de desarrollo, el porcentaje de nacimiento y las caracteristicas exocorial
(tipo de células) mostraron diferencias principales entre tribus (Triatomini y Rhodniini). Esto
significa que las caracteristicas etologicas, ecologicas y morfoldgicas relacionadas a los
huevos no permiten reconocer especies facilmente, siendo indispensable analizar si las

técnicas de MT y MG tienen un mayor alcance en este requerimiento.
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6.1.2 Influencia del tiempo de desarrollo, posicion y viabilidad en la forma de

los huevos

El tamafio y la forma de los huevos se diferencian segun el tiempo de desarrollo, siendo los
huevos de estadios finales de P. chinai y R. ecuadoriensis mas pequefios (sqrA) y angostos
(conformacion). Estudios en R. prolixus demostraron que el didmetro maximo de los huevos
incrementa durante el desarrollo (Chaves et al., 2003), lo que contradice a lo obtenido en
este estudio. Sin embargo, estudios posteriores en R. prolixus han demostrado que durante
la embriogénesis se movilizan las reservas de lipidos y disminuye la cantidad de triglicerol,
debido al consumo del mismo por parte del embrién (Atella et al., 2005; Santos et al., 2011).
Esto podria explicar el fendbmeno observado en este estudio. Quiza, el incremento del
diametro registrado se debe a la dificultad de la toma de datos, debido a que el huevo debe

estar en la misma posicién al inicio y al final del experimento.

La forma del huevo no vario segun la posicidn, pero vario significativamente segun el estado
de viabilidad. Los individuos viables son mas pequefios (sqrA) y angostos, debido al
consumo de yema por parte del embridn (Atella et al., 2005; Santos et al., 2011). Los datos
de tamafio coinciden con lo observado en T. circummaculata y T. rubrovaria (da Rosa et al.,
2000). La varianza de los huevos no-viables nos indica que los individuos extremadamente
grande o extremadamente pequefios no son aptos para desarrollarse (fenotipo menos apto),
lo que puede deberse a la falta de nutrientes para el embrion o a la falta de espacio para el
desarrollo, respectivamente. Aunque, existe la posibilidad de que estos huevos no hayan sido
fertilizados. Cual sea la causa, la mayor vulnerabilidad de los tamafios extremos coincide
con el trabajo famoso de Bumpus (Bumpus, 1899) sobre pajaros, observando que en

situacion de estres la mortalidad mas importante se encontraba entre los mas grandes y los
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mas pequenos, sugiriendo la realidad del concepto de fenotipo “Optimo”, intermediario entre

extremos.

Durante los analisis de MT y MG se recomienda considerar el estadio de desarrollo y el
estado de viabilidad de los individuos analizados, ya que se demuestra que estos factores
aportan heterogeneidad a los datos. Esta heterogeneidad podria generar ruido en la
diferenciacion entre las especies y poblaciones. En este estudio se utilizd s6lo individuos

viables en la etapa final del desarrollo y en posicion ventral.

6.1.3 Variacion interespecifica del tamafio de los huevos

El tamafio ha demostrado ser una caracteristica importante en la descripcion de los huevos
de las distintas especies. Barata (1998) registrd la variacion significativa de la longitud
méaxima de 35 especies de triatominos pertenecientes a nueve de los quince géneros. Rivas
et al. (2013) demostraron la capacidad de las variables tradicionales (LM, DM y DO) para
discriminar seis especies del género Triatoma. Debido a esto, se evalu6 el alcance del tamafio

para discriminar los huevos de las cuatro especies estudiadas.

En el presente estudio, el tamafio se analizd6 mediante seis variables, cuatro obtenidas
mediante MT (LM, DM, DO y GS) y dos mediante MG (sqrA y CS). LasqrA y el DO son
las Unicas variables que presentaron distintos valores en las cuatro especies. EI CS del
opérculo demostré diferencias en las tres especies de la tribu Triatomini. La captura de la
forma del opérculo de los huevos de R. ecuadoriensis requirié mas puntos que el opérculo

de las otras especies, por lo que en el analisis del CS no se incluyd esta especie.
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La principal causa de las diferencias de tamafio esta relacionada con la fisiologia del
organismos y heterogeneidad debida al ambiente (Dujardin et al., 2007; Dujardin & Slice,
2007). Estudios en huevos de A. aegypti han demostrado que el tamafio del huevo se
relaciona con la humedad, cuando la humedad éptima sube o baja los huevos disminuyen su
tamano (Kliewer, 1961). El tamafio también puede ser afectado por la nutricion o el nivel de
salud de los adultos (Steinwascher, 1984; Catala, 1989; Zheng et al., 2015). Sin embargo, la
humedad y las condiciones de los adultos son factores que posiblemente no afectan este
estudio, debido a que las colonias de las diferentes especies fueron colocadas en iguales
condiciones de humedad y temperatura y alimentadas en la misma frecuencia y cantidad de

tiempo.

Por ende, la posible variacion de tamafio entre los huevos se relaciona con el tamafio de la
hembra, es decir hembras grandes ponen huevos grandes (Steinwascher, 1984). Por ejemplo,
los huevos de R. ecuadoriensis son los mas pequefios al igual que la hembra de esta especie.
La variacion de tamafio probablemente es parte de las diferencias evolutivas que cada
especie presenta, es decir la variacion del tamafio depende de las adaptaciones de las especies
a sus respectivos nichos (Klingenberg & Spence, 1997; Molina et al., 2000; Dujardin &

Slice, 2007; Soto-Vivas et al., 2011).

En este estudio se observo que en Loja existen tres niveles de tamafio de huevo: pequefios
(R. ecuadoriensis), medianos (T. carrioni) y grandes (P. chinai). Esto significa que
posiblemente las tres especies han adaptado el tamafio de sus huevos de manera distinta, lo
que refleja la historia evolutiva que estas especies han sufrido para subsistir en condiciones
ambientales similares. En Manabi, se observaron sélo dos niveles de huevos: pequefios (R.

ecuadoriensis) y grandes (P. howardi).
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No obstante, el tamafio no es una caracteristica para determinar diferencias interespecificas,
a pesar de que sea propio de cada especie. Debido a que, se observa solapamiento de los
valores minimos y maximos en las seis variables de tamafio y a la variacion intraespecifica

de cada especie.

6.1.4 Variacion interespecifica de la conformacién de los huevos

Los estudios de huevos definen la forma de manera subjetiva mediante las palabras:
elipsoidal, esferoidal o cilindrica (Barata, 1998; dos Santos et al., 2009). Otros estudios
definen la forma mediante la relacién entre el largo y el ancho (indice longitud/anchura) del
huevo, donde valores mayores a 1 indican huevos alargados y valores menores a 1 huevos
esféricos (Hernandez, 1991). En este estudio se compara la forma de los huevos obtenida

por dos diferentes técnicas de morfometria: tradicional (MT) y geométrica (MG).

Mediante MT se obtuvieron dos andlisis: tamafio incluido (“size-in”’) y tamafio excluido
(“size-out”). El andlisis “size-in” es el cominmente utilizado para discriminar especies
mediante esta técnica de morfometria. Un ejemplo de ello es la discriminacion de seis
especies del género Triatoma mediante las variables LM, DM y DO (Rivas et al., 2013). El
analisis “size-out” utiliza las mismas variables del primer analisis, pero primero extrae
tentativamente la influencia del tamafio. Esto significa que el verdadero analisis de forma es
el “size-out. Por ende, la mayor discriminacion observada en el analisis “size-in” se debe a
que este incluye el tamafio, caracteristica evolutiva propia de cada especie pero inestable

frente a varios ambientes.
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Mediante MG se analizd la conformacion del contorno del huevo (huevo entero) y del
opérculo. Se decidié analizar el opérculo debido a la significacion del DO en los analisis
tradicionales de tamafio. Ambos analisis (contorno completo y opérculo) permitieron
discriminar significativamente las especies de la tribu Triatomini, pero la conformacion del
opérculo demostré menores diferencias entre especies (alto solapamiento). Al realizar el
analisis de conformacion del huevo completo excluyendo la presencia de los huevos de R.
ecuadoriensis se observa que el solapamiento es nulo incluso entre las especies del género

Panstrongylus.

Las especies del género Panstrongylus podrian ser reconocidas como variaciones cromaticas
de la misma especie segn nuevos estudios de fenotipo antenal, morfometria geométrica de
cabeza y alas, citogenética y modelamiento de nicho ecoldgico (Villacis et al. in prep.). En
contradiccion, el analisis discriminante y las puntuaciones de reclasificacion relativamente
altas de la conformacidon del contorno (92% para P. chinai y 93% para P. howardi) pueden
sugerir que son dos especies distintas. Por ello, sugieren complementar el estudio de P.

chinai y P. howardi mediante cruces experimentales.

Las puntuaciones de la reclasificacion de la conformacion del opérculo no fueron tan altas
como las del contorno. Se observan diferencias principalmente en la zona de la barra de
sellado (unién borde corial-borde opercular), lo que significa que la forma del opérculo es
mas estable entre las especies que la forma del huevo. Sin embargo, las diferencias de forma
en la zona de la barra de sellado pueden relacionarse con errores de digitalizacion, debido a
problemas con la coplanaridad (Zelditch et al., 2004; Toro et al., 2010). Por ende, la
conformacién del contorno da mas informacion para la diferenciacion interespecifica que la

conformacién del opérculo.
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Los arboles (Neighbor-Joining) derivados de ambas técnicas morfométricas producen una
topologia similar a la de los arboles filogenéticos de la subfamilia Triatominae (Schofield &
Galvédo, 2009; Hwang & Weirauch, 2012). Los dendrogramas fenéticos de este estudio
separan claramente las dos tribus, agrupando correctamente las tres especies entre dos
géneros: Panstrongylus y Triatoma. Estos analisis son semejantes a los obtenidos mediante

de la conformacion del ala y cabeza (Dujardin et al., 2015).

El efecto del tamafio (efecto alométrico) en las discriminaciones obtenidas es significativo
en la conformacion tanto de los huevos como del opérculo. Esto se relaciona con la
importancia del tamafio como caracteristica evolutiva propia de cada especie. Debido a ello,
en estudios interespecificos no se recomienda quitar la contribucién del tamafio (Dujardin et

al., 2010).

Al comparar las dos técnicas de morfometria se observa que la MG permite discriminar las
especies sin problemas de solapamiento y con altas puntuaciones de reclasificacion,
generando un dendrograma fenético donde las ramas son mas largas y los nodos de cada
especie estan completamente definidos. Ademas, la MG permite principalmente visualizar
las diferencias de los grupos analizados y recrear la forma de las estructuras analizadas

(Zelditch et al., 2004; Dujardin, 2008; Toro et al., 2010).

El problema con la MT en los huevos se centra en la toma de datos, debido a que al no poder

establecer landmarks homologos de buena calidad se genera errores de medicion.

Por todas estas razones, se recomienda utilizar la MG para futuros anélisis de forma, a pesar

de que esta requiere mas tiempo para la digitalizacion y analisis matematicos mas complejos.
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También, se recomienda utilizar la conformacion del huevo entero (contorno) para la
diferenciacion interespecifica de los huevos. Pero, se debe considerar que el EFA requiere
un tamafio de muestra grande para poder tener mayor nimero de armonicas. Las armonicas
recrean la forma, donde el grado de fidelidad con la forma original depende de su nimero

(Lestrel, 1989).

Este es el primer estudio que demostrd6 geométricamente que la forma de los huevos
(contorno) varia entre especies de triatominos. La forma, a diferencia del tamafio, es menos
sensible al ambiente (Dujardin et al., 2007; Dujardin & Slice, 2007). Se ha demostrado que
evidencia un fuerte determinismo genético, considerandose un caracter poligénico
(Klingenberg & Leamy, 2001; Dujardin, 2008; Perrard et al., 2014). En los huevos de
Heteropeza pygmaea (Diptera: Cecidomyiidae) y Periplaneta americana (Orthoptera:
Blatoiidae) se demostré que la forma del huevo esta influenciada por la tension generada por
los microtdbulos y desmosomas del epitelio folicular (Tucker & Meats, 1976). Cuando los
ovocitos de H. biliar maduran fuera del epitelio se observé que tornan su forma alargada a
esférica (Went, 1978). El epitelio folicular rodea al oocito, secreta el corion y su ausencia
permite que los embriones s6lo pueden desarrollar hasta la fase blastodermo (Tucker &
Meats, 1976; Went, 1978). Estos resultados indican que el epitelio folicular es responsable

de la forma del huevo (Went, 1978).

Estas estructuras parecen no ser el Unico determinante de la forma del huevo. En los huevos
de amniotas se demostrd que el tamafio y forma del oviducto influencian al huevo, el cual
debe asegurar su paso por este conducto para ser ovipositado sin dificultad (Deeming &
Ruta, 2014). En insectos se han observado grandes diferencias fenotipicas en la forma y

tamanio del oviducto (Hodin, 2009). Pero los estudios realizados sobre la plasticidad de los
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oviductos se centran en analizar el tamafio de los huevos, mas no la forma (Hodin, 2009). Se
considera la variacion de tamafio y la flexibilidad del corion estrategias para que la

oviposicion ocurra.

Por este motivo, se recomienda también analizar la genitalia femenina de las especies de
Panstrongylus y aumentar la diversidad de la muestra de P. howardi. Los individuos
parentales de esta especie fueron colectados el mismo dia en la misma comunidad, lo que

podria tener un impacto en la representatividad de la forma del huevo.

Debido al caracter poligenético de la forma y a su alcance en la discriminacion de los huevos
de las cuatro especies, se reconoce que la forma es una caracteristica adecuada para
determinar diferencias interespecificas de los huevos, contrario de lo observado con el

tamafo.

6.2 Estudios Intraespecificos

La diversidad de la subfamilia Triatominae se relaciona con la capacidad de las especies de

adaptarse a ambientes naturales y artificiales para poder sobrevivir y aprovechar los recursos

y nichos existentes (Molina et al., 2000).
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6.2.1 Tribu Triatomini (Panstrongylus y Triatoma): Comparacion entre

habitats

6.2.1.1 Comparacion del tamafio

El tamafio (LM, DM, DO, GS, sqrA y CS) de huevos de P. chinai no varié entre habitats
(domicilio y peridomicilio). Los huevos de T. carrioni del habitat domiciliar y peridomiciliar
solo se diferencian por el tamafio del opérculo (DO y CS). El tamafio esta relacionado a las
adaptaciones que los huevos de cada habitat presentan. La ausencia de diferencias puede
indicar la activa movilidad de los individuos adultos entre ambos hébitats (Vargas et al.,

2006).

Se observa que la varianza de las diferentes variables de tamafio de los huevos de T. carrioni
presenta una tendencia, es mayor en los huevos de intradomicilio. Esto nos indica que existe
mayor variabilidad de tamafio en este habitat, es decir no existe una fuerte seleccion sobre
el tamafio de los huevos dentro de las casas. Esto sugiere que el ambiente doméstico es méas
favorable incluso para los huevos, porque proveen refugio y alta disponibilidad de sangre a

los adultos.

6.2.1.2 Comparacion de la conformacion

En los huevos de P. chinai la forma del contorno entre ambientes no presenta diferencias

muy visibles, pero su significacion indica que los huevos domiciliares y peridomiciliares son

diferentes. En los huevos de T. carrioni solo se observan diferencias en la forma del
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opérculo. Los resultados de la forma del analisis “size-out” en ambas especies coinciden con

los de la forma del opérculo.

Las diferencias no muy marcadas entre habitats en ambas especies (P. chinai y T. carrioni),
y las puntuaciones de reclasificacion bajas y cercanas al valor esperado al azar, pueden
indicar flujo genético entre habitats. La diferencia de los opérculos en T. carrioni se centra
en el borde opercular, lo cual puede ser un efecto de la digitalizacion de los puntos en esta

zona dificil.

6.2.2 Tribu Rhodniini (Rhodnius ecuadoriensis): Comparacion geografica y

entre habitats

6.2.2.1 Comparacion del tamafio

El tamafio de los huevos de R. ecuadoriensis vario geograficamente, siendo los huevos de
Manabi los mas grandes. Esta diferencia se relaciona con el largo del cuerpo de la hembra,
el que es mayor en los individuos de Manabi (Villacis et al., 2010). Segun la regla de
Bergman, se espera que los huevos (asi como los adultos) de Manabi sean méas pequefios, ya
que esta provincia se encuentra a menor altitud y presenta clima mas calido (Hinton, 1981).
Esta contradiccion también ha sido observada en alas de R. ecuadoriensis (Villacis et al.,

2010).

El tamafio de estos huevos también varidé segun el habitat. Esto puede relacionarse con el
aumento o reduccion del tamafio de los individuos parentales (da Rosa et al., 2003). En Loja,

la variacion de tamafio fue principalmente entre los ambientes domiciliar y peridomiciliar
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con el silvestre, siendo estos Ultimos los mas pequefios. Esto posiblemente se debe a la
calidad de la comida (sangre) del ambiente silvestre, 0 a que los individuos mas pequefios
son menos visibles (adaptacion) (Hinton, 1981; OMS, 2002). El tamafio reducido de los
huevos del habitat silvestre esta en contradiccion con la observacion usual de un tamafio
mayor de los adultos en condiciones silvestres. También es un resultado contrario a lo que

se observa para la misma especie en la provincia de Manabi.

En Manabi, los huevos del ambiente silvestre son los méas grandes. Esto posiblemente se
debe a que la seleccion natural favorece a los individuos grandes en condiciones menos
favorables, ya que estos son capaces de resistir la escasez temporal de alimentos (Dujardin
et al., 1999a; Jaramillo et al., 2002; da Rosa et al., 2003; Schachter-Broide et al., 2009).
Otro posible motivo se relaciona con el grado de competencia dentro del ambiente
doméstico, es decir el mayor tamafio de la colonia determina menor cantidad de sangre
ingerida por la hembra (Jaramillo et al., 2002; da Rosa et al., 2003; Schachter-Broide et al.,
2004). Se ha registrado generalmente la reduccion del tamafio de las alas y cabezas en

triatominos que sufren domiciliacion (Jaramillo et al., 2002; Dujardin et al., 1999b).

La diferencia del tamafio en la transicion de los ambientes domiciliares y peridomiciliares al
ambiente silvestre, se puede relacionar a la dieta que los individuos presentan (cantidad y
tipo de sangre), a la densidad poblacional de cada habitat, a ambos (Caro-Riafio et al., 2009),
al tamafo del individuo parental y a la seleccion natural (requerimientos del habitat)
(Dujardin, 2008; Jirakanjanakit et al., 2007; Schachter-Broide et al., 2004). Esto significa
que el tamafio tiene efecto en la aptitud del individuo (seleccion del fenotipo mas apto)
(Nijhout, 2003), siendo posible que en ambiente silvestre de Manabi sea méas apto ser grande

y en Loja sea méas conveniente ser pequefio.
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En los huevos de esta especie la variacion de tamarfio entre habitats se mantiene a pesar de
que los huevos son obtenidos de colonias de laboratorio. Por ello, se puede considerar que
las diferencias de tamafio observadas tienen un probable origen genético. La diferencia
genética adquirida por el tamafio se puede atribuir al fendmeno de asimilacion genética,
proceso por el cual un carécter fenotipico que inicialmente se produce en respuesta a alguna
influencia del medio ambiente, se convierte por seleccion en un caracter genotipico que se

observa en ausencia de la influencia del medio ambiente (Waddington, 1953).

En los huevos de Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Chrysomelidae) se demostré que
el tamafio del huevo (longitud y ancho) es heredable, pero la variacion de tamafio dentro de
la especie no es transmisible maternalmente entre generaciones, sino que es una variacion
genética aditiva (Fox, 1994). Esto se relaciona con el fendmeno de asimilacion genética en

huevos de insectos.

6.2.2.2 Comparacion de la conformacion

La conformacidn del huevo vario entre las dos provincias igual que varia la conformacién
alar de estas dos poblaciones (Villacis et al., 2010). Esto sugiere diferencias genéticas en las
dos poblaciones, lo que puede ser resultado de un proceso incipiente de especiacion (Villacis
et al., 2010). Esto se puede observar también en los dendrogramas fenéticos (arboles
Neighbor-Joining), donde la diferencia entre provincias es mas importante que entre
habitats. Se sugiere realizar experimentos de cruces entre estas dos poblaciones y comprobar

la capacidad reproductiva de los hibridos poblacionales.
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Las diferentes estimaciones de la forma (‘“size-out”, contorno, opérculo) varian
significativamente entre habitats, con la excepcion de las poblaciones silvestres y
peridomésticas de Loja. La diferencia significativa entre habitats podria sugerir que durante
la adaptacion de los triatominos al habitat doméstico, solo ciertos genotipos del silvestre son
aptos para el establecimiento de colonias (Dujardin, 2008). Esto restringe la variabilidad
genética de la nueva poblacion (efecto fundador), generando diferenciacion a través de
endogamia y deriva genética (Dujardin, 2008). Esto se espera a la condicién de un flujo

reducido o nulo de individuos adultos entre habitats.

La forma del huevo entre los tres ambientes de Loja nos indica que el peridomicilio es el
habitat transitorio y nexo entre el silvestre y domicilio, debido a que la forma de este es
intermedia entre los dos ambientes. La ausencia de diferencia de la forma del opérculo entre
el silvestre y peridomicilio de Loja puede sugerir que el origen de las colonias del
peridomicilio es silvestre, por lo que las poblaciones naturales de cada especie son
importantes a nivel epidemioldgico. Sin embargo, la posicion elegida para el analisis de los
huevos de R. ecuadoriensis debe ser evaluada. Debido a que en este estudio se los coloco en
posicién lateral, siendo recomendable un analisis de los huevos en posicion ventral (al igual

que el resto de especies).

En las tres especies analizadas el tamafio indico variacion intraespecifica de los huevos, pero
esta no permite discriminar los habitats. La forma del huevo ilustré mayores diferencias entre
habitats, principalmente en los huevos de R. ecuadoriensis. La forma obtenida mediante MG
defini6 mejor las diferencias intraespecificas de los huevos. El andlisis “size-out” de ambas
comparaciones (geografica y por habitat) se asemeja al analisis del opérculo, ambos

presentan mayor solapamiento que el analisis del contorno de los huevos. Por ello, se
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recomienda la MG del contorno de los huevos como técnica para identificar diferencias

fenotipicas intraespecificas en los huevos de los triatominos.

6.3 La identificacion de los huevos de triatominos y el control vectorial

Después de la identificacion de las especies blanco, el segundo paso para planificar una
buena estrategia de control y prevencion de la ECh es conocer las caracteristicas bioldgicas
de las especies y poblaciones de triatominos. Las especies P. chinai, T. carrioni y R.
ecuadoriensis tienen un alto potencial vectorial, debido a sus habitos de alimentacion y
defecacion (Villacis et al., 2008; Mosquera et al., 2016; Padilla, 2016). Estudios acerca del
potencial vectorial y ciclo de vida de P. howardi se estan realizando en la actualidad en el

CISeAL.

En Loja se ha reportado que se puede encontrar P. chinai y R. ecuadoriensis en la misma
casa, al igual que T. carrioni y R. ecuadoriensis (Grijalva et al., 2005; Grijalva et al., 2012).
En Manabi, reportes indican que P. howardi puede encontrarse compartiendo habitat con R.
ecuadoriensis (Villacis et al., 2015). Estudios realizados por Grijalva et al. (2005) en Loja
sugieren la habilidad de T. carrioni para colonizar el domicilio en cortos periodos de tiempo,
lo que nos indica la capacidad de las especies de moverse y aumentar su distribucion. Es
importante poder identificar los estadios iniciales (huevos y ninfas) de cada especie, con la
finalidad de evaluar la aplicacion de las estrategias de control vectorial para evitar sucesion

ecoldgica.

Los analisis morfométricos, especialmente la MG del contorno del huevos, permiten

identificar los huevos de P. chinai, P. howardi, T. carrioni y R. ecuadoriensis. Siendo esta
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técnica mas factible que la identificacion de los huevos mediante analisis exocoriales

(microscopia electronica de barrido) debido a su bajo costo y facil acceso.

Por la diversidad de especies en Ecuador y Latinoamérica es necesario aumentar las especies
de estudio mediante esta técnica, con el objetivo de poder realizar una base de datos de
huevos que nos permita reconocer a qué especie pertenece un huevo desconocido o asegurar
su correcta identificacion. La identificacion de las especies domiciliadas ayuda a formular
estrategias de control vectorial. En Loja, R. ecuadoriensis es bivoltina mientras que P. chinali
y T. carrioni son univoltinas (Villacis et al., 2008; Mosquera et al., 2016; Padilla, 2016), por
lo que las estrategias de control deben adaptarse a controlar ambos tipos de adaptaciones

ecologicas (ciclos de vida) o pueden generar resistencia en alguna de estas especies.

Otro factor importante en el control y prevencién de la ECh es conocer la compleja relacién
entre las distintas poblaciones de cada especie (habitat), ya que las poblaciones silvestres
pueden ser fuente de reinfestacion (Dujardin et al., 1997; Dujardin & Slice, 2007). La
identificacion de la ausencia/presencia de diferencias intraespecificas de los huevos nos
puede ayudar a entender si existe flujo de los adultos entre estos tres habitats. Ademas, el
reconocimiento de la variacion de la conformacion de los huevos entre héabitats, permite

identificar las especies con tendencia a la domiciliacion.

En las dos provincias de estudio el vector principal de la ECh es R. ecuadoriensis, cuyos
huevos (i) son puestos en grupo pegados al sustrato, (ii) son los méas pequefios, (iii) tienen
una forma peculiar que se diferencia principalmente por la presencia de cuello, (iv) se tornan
café-rojizos durante el desarrollo, (v) presentan coloracion propia del corion, (vi) presentan

el mayor porcentaje de nacimiento (85%), (vii) requirieron de menor tiempo para completar
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su desarrollo (17+£1.457 dias) y (vi) tienen marcada variacién de forma y tamafio entre
habitats (domiciliar, peridomiciliar y silvestre). Algunas de estas caracteristicas quiza
otorguen mayor aptitud bioldgica a los huevos de esta especie, lo que puede relacionarse con

su eficiencia como vector.

Por consiguiente, los cambios morfoldgicos (tamarfio y forma) observados en los huevos de
R. ecuadoriensis pueden tener una importancia epidemioldgica grande si estan ligados a la
eficiencia bioldgica de la especie (Jaramillo et al., 2002). No obstante, la capacidad de
domiciliacion que presentan P. chinai, P. howardi y T. carrioni debe ser considerada de
suma importancia, ya que pueden ser futuras competencias de R. ecuadoriensis u ocupar los

nichos que esta deje vacios debido al control vectorial.
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Figura 1. Mapa de la provincia de Loja (Sur-Andina)

Se sefialan las 13 comunidades donde se recolectaron los

chinai, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis.

especimenes de Panstrongylus

Mapa: César Yumiseva (CISeAL)
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Figura 2. Mapa de la provincia de Manabi (Centro-Costa).

Se sefialan las cuatro comunidades en que se recolectaron los individuos de Panstrongylus
howardi y Rhodnius ecuadoriensis usados en este estudio.

Mapa: César Yumiseva (CISeAL)
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Figura 3. Recoleccidn de triatominos en ambientes domiciliar, peridomiciliar y

silvestre.

(A) Vivienda tipica de las comunidades de Loja. (B) Vivienda tipica de Manabi. (C)
Busqueda de triatominos en hébitat domiciliar: dormitorio. (D) Busqueda entomoldgica en
peridomicilio: nidos de gallinas y acumulacién de material. (E) BlUsqueda en ambiente
silvestre: nidos de aves y acumulacion de material organico de Phytelephas aequatorialis
(palma de cade o tagua).

Fotos: Archivo CISeAL
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Figura 4. Obtencion de huevos.

(A) Huevos de Panstrongylus chinai, puestos individualmente en la base del frasco. (B)
Huevos de Rhodnius ecuadoriensis pegados al papel filtro. (C) Diversidad de estadios de los
huevos de Triatoma carrioni, obtenidos de hembras de campo.

Fotos: Santillan-Guayasamin, 2015
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Figura 5. Andlisis Exocorial: Microscopia Electrdnica de Barrido.

(A) Plataforma de cobre. El huevo fue pegado en la parte superior de la plataforma mediante
cinta doble faz. (B) Evaporador de vacio Jeol JFC-1200. Aparato donde los huevos se
recubrieron de oro. (C) Huevo de Rhodnius ecuadoriensis recubierto de oro y montado en la
plataforma de cobre. Acercamiento del huevo a la izquierda de la figura. (D) Microscopio
Electrénico de Barrido JEOL® JSM 5310. La muestra se coloca en el brazo de soporte
(derecha superior). La imagen se observa en la pantalla del microscopio para enfocar las
estructuras de interés (derecha inferior).

Fotos: Santillan-Guayasamin, 2015
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Fondo negro > bioseguridad

—> Papel milimetrado

Fondo negro

Huevo

Papel milimetrado

Paredes de
bioseguridad

Figura 6. Plataforma para la toma de fotografias de morfometria.

(A) Plataforma. Tuerca con un circulo de cartulina negro y un semicirculo de papel
milimetrado en la parte superior. (B) Plataforma con paredes de bioseguridad. Estas fueron
construidas con un cilindro de cartulina blanca. (C) Vista superior de la plataforma, se

observa dos huevos de Triatoma carrioni. (D) Cadmara Miscope®-MIP.
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Dia 18

Dia 19-20 Dia 21-22

Triatoma carrioni

© Soledad Santillan-Guayasamin

Dia 24

Figura 7. Desarrollo del embrion de Triatoma carrioni observado a través del corion.

El huevo cambia de coloracion de blanco-crema a café rojizo. Se observa la migracion de
las manchas oculares a la parte anterior u opercular del huevo. Este proceso ocurre del dia
10 al 15. Las manchas oculares cambian de rojo a negro paulatinamente,

Fotos: Santillan-Guayasamin, 2015
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1 mm I mm
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Figura 8. Huevos de Panstrongylus chinai: analisis de posicion y de estado de
viabilidad.

(A) Huevo en posicion ventral (izquierda) y posicion dorsal (derecha) en el dia 25 de su
desarrollo. En posicion ventral, se observa la cara convexa y las manchas oculares del
embrion. En posicion dorsal, se observa la cara concava debido a la hendidura lateral. (B)
Huevos viables (izquierda) y no-viables (derecha) en el dia 25 de su desarrollo. Los huevos
no-viables carecen de evidencia de desarrollo (manchas oculares).

Fotos: Santillan-Guayasamin, 2015
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1 mm

Figura 9. Vista ventral/lateral del huevo de Panstrongylus chinai y Rhodnius

ecuadoriensis.

(A) Huevo de Panstrongylus chinai en posicion ventral. (B) Huevo de Rhodnius

ecuadoriensis en posicion lateral. Los puntos amarillos indican los landmarks que se

utilizaron para calcular las variables de morfometria tradicional (MT), distancias entre

puntos. Las variables fueron:

LM: Distancia entre punto 1y 2

DM: Distancia entre punto 3y 4

DO: Distancia entre punto 5y 6

DC: Distancia entre punto 7 y 8 (solo para Rhodnius ecuadoriensis)
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Figura 10. Esquema de variables de morfometria tradicional estudiadas.
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LM

(A) Las variables obtenidas de los huevos de la tribu Triatomini (Panstrongylus y Triatoma)

fueron LM, DM y DO. (B) Las variables obtenidas de los huevos de Rhodnius ecuadoriensis

(tribu Rhodniini) fueron LM, DM, DOy DC

LM: Longitud maxima, DM: diametro maximo, DO: didmetro del opérculo, DC: didmetro

del cuello (solo Rhodnius ecuadoriensis).

llustraciones: Santillan-Guayasamin, 2015
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Figura 11. Digitalizacion de pseudolandmarks en el contorno exterior del huevo.

(A) Huevo de Panstrongylus chinai (sin cuello). (B) Huevo de Rhodnius ecuadoriensis (con
cuello). Los puntos amarillos son los pseudolandmarks digitalizados en el contorno exterior
del huevo. Los pseudolandmarks fueron analizados mediante el analisis Eliptico de Fourier.
Este analisis permite digitalizar distinto nimero de puntos entre individuos y puntos no

equidistantes.
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Figura 12. Digitalizacion de landmarks/semilandmarks en los opérculos.

(A) Digitalizacion para los huevos de la tribu Triatomini. La configuracion fue {1 8} {2 4},
dos landmarks y doce semilandmarks. (B) Digitalizacion para los huevos de Rhodnius
ecuadoriensis. La configuracion fue {2 8} {4 4}, cuatro landmarks y doce semilandmarks.
(C) Esquema de digitalizacion del opérculo de los huevos de la tribu Triatomini. Los puntos
1y 10 son landmarks. (D) Esquema de digitalizacidn del opérculo de los huevos de Rhodnius

ecuadoriensis. Los puntos 1, 2, 11 y 12 son landmarks.
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Figura 13. Diagrama de analisis morfométricos realizados.

Se detalla los andlisis estadisticos utilizados para cada técnica y comparacién

Permutaciones (1000 ciclos),
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Figura 14. Micrografia del huevo de Panstrongylus chinai.
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(A) Huevo en el primer dia de desarrollo, presenta coloracién blanco-crema. (B) Huevo en
el dia 28 de desarrollo, presenta coloracion café-rojizo. (C) Aspecto general del huevo.
Micrografia de individuo eclosionado. (D) Vista frontal del borde corial. Se observa el
endocorion. (E) Acercamiento al borde corial. Se identifican aerdpilos y micropilos. (F)
Patrones geométricos de las células del exocorion. (G) Vista frontal del opérculo. Se
observan los patrones geométricos que esta estructura presenta. (C-G) Fotografias de
microscopia de barrido. ae: aerdpilo; bc: borde corial; bo: borde opercular; cbc: canal del
borde corial entre endocorion y exocorion; end: endocorion; exo: exocorion; le: linea de

eclosion; me: membrana endocorial; mp: micropilo.
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Figura 15. Micrografia del huevo de Panstrongylus howardi.

(A) Huevo en el primer dia de desarrollo, presenta coloracion blanco-crema. (B) Huevo en
el dia 25 de desarrollo, presenta coloracion café. (C) Aspecto general del huevo. Micrografia
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de individuo no-viable. (D) Vista lateral del borde corial y opérculo. Se observa la barra de
sellado. (E) Vista frontal del borde corial. Se observa el endocorion. (F) Acercamiento al
borde corial. Se identifican aeropilos. (G) Patrones geométricos de las células del exocorion.
(H) Vista frontal del opérculo. Se observan los patrones geométricos que esta estructura
presenta. (C-G) Fotografias de microscopia de barrido. ae: aerdpilo; bc: borde corial; bo:
borde opercular; cbc: canal del borde corial entre endocorion y exocorion; end: endocorion;

exo: exocorion; le: linea de eclosion; me: membrana endocorial; o: opérculo.
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Figura 16. Micrografia del huevo de Triatoma carrioni.

(A) Huevo en el primer dia de desarrollo, presenta coloracion blanco-crema. (B) Huevo en
el dia 24 de desarrollo, presenta coloracion rojo-intenso. (C) Aspecto general del huevo.
Micrografia de individuo eclosionado. (D) Vista lateral del borde corial. (E) Acercamiento
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al borde corial. Se identifican aerdpilos y micrdpilos. (F) Patrones geométricos de las células
del exocorion. (G) Vista frontal del opérculo. Se observan los patrones geométricos que esta
estructura presenta. (C-G) Fotografias de microscopia de barrido. ae: aeropilo; bc: borde
corial; bo: borde opercular; cbc: canal del borde corial entre endocorion y exocorion; end:

endocorion; exo: exocorion; le: linea de eclosion; me: membrana endocorial; mp: micrdpilo.
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Figura 17. Micrografias del huevo de Rhodnius ecuadoriensis.

(A) Huevo en el primer dia de desarrollo, presenta coloracion blanco-crema con partes cafés.
(B) Huevo en el dia 11 de desarrollo, presenta coloracion café-rojiza brillante. (C) Aspecto
general del huevo. Micrografia de individuo eclosionado. (D) Vista lateral del borde corial
y opérculo. Micrografia de individuo no-viable. Se observa la barra de sellado. (E) Vista

frontal del borde corial, se observa el endocorion. (F) Acercamiento al borde corial, se
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identifican aerdpilos y micropilos. (G) Patrones geométricos de las células del exocorion. Se
observan los tubos/pozos foliculares. (H) Vista frontal del opérculo. Se observan los patrones
geométricos que esta estructura presenta. (C-H) Fotografias de microscopia de barrido. ae:
aeropilo; bc: borde corial; bo: borde opercular; cbc: canal del borde corial entre endocorion
y exocorion; cl: cuello; end: endocorion; exo: exocorion; ge: gotera espermatica; hl:

hendidura lateral; le: linea de eclosion; mc: micrdpilo; o: opérculo.
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Estadios Finales

Estadios Iniciales

Estadios Finales

Estadios Inicialmes

Figura 18. Diferencia de la forma del contorno de los huevos segun el tiempo de

desarrollo (estadio inicial y estadio final).

(A) Huevo de Panstrongylus chinai. Los estadios iniciales fueron considerados desde el dia
de puesta (dia 1) hasta el dia 15 de su desarrollo. Esto se relaciona con la coloracion del
huevo (Figura 16). El poder de captura de la forma del huevo fue del 0.9971 (14 arménicas).
El nimero de armonicas determinan el grado de fidelidad de la forma extraida, es decir en
este analisis se recred la forma del huevo en un 99.71%. (B) Huevo de Rhodnius
ecuadoriensis. Se utilizé el mismo criterio de separacion de estadios. Los estadios iniciales
fueron del dia 1 al 10. La forma fue representada por 13 armonicas, que corresponde a 0.9908
de poder. En ambas especies, los huevos de estadios iniciales tienen mayor grosor que los

de estadios finales.
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Figura 19. Anélisis de la diferencia de tamafio y forma de los huevos de Panstrongylus

chinai segun el estado de viabilidad (viables y no-viables).

(A) Variacion de la raiz cuadrado de la superficie de los huevos. La linea roja que divide la
caja, representa la mediana y los extremos los cuartiles 25% y 75%. Las lineas azules
verticales representan los individuos incluidos en el anélisis. Se observa la diversidad de
tamafios que estos presentan en el rango de cada especie. Los valores maximos y minimos,
se indica con las lineas negras verticales. La escala esta en milimetros. En la parte izquierda
del grafico se indica la significacion (**) entre los grupos. (B) Diferencia de la forma del
contorno de los huevos. Se observa que los huevos viables son méas angostos. La forma fue

representada por 13 armonicas, que corresponde a 0.9962 de poder.
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Figura 20. Variacion interespecifica del tamafio de los huevos.
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(A) Variacion de la longitud méxima (LM) de los huevo de Panstrongylus chinai, P. howardi, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis. (B)
Variacion del didmetro méximo (DM) de los huevos de P. chinai, P. howardi, T. carrioni y R. ecuadoriensis. (C) Variacion del didmetro del
opérculo (DO) de los huevos de P. chinai, P. howardi, T. carrioni y R. ecuadoriensis. (D) Variacion del tamafio global (GS) obtenido del analisis
“size-out” de las variables tradicionales (LM, DM y DO) de los huevo de P. chinai, P. howardi, T. carrioni y R. ecuadoriensis. (E) Variacion de
la raiz cuadrada de la superficie (sqrA) de los huevo de P. chinai, P. howardi, T. carrioni y R. ecuadoriensis. (F) Variacion del tamafio centroide
(CS) de los opérculos de los huevos de P. chinai, P. howardi y T. carrioni. El opérculo de R. ecuadoriensis no se incluye en el anélisis, debido a
gue no se encontraron puntos homogéneos en la parte opercular de los huevos de la tribu Triatomini (sin cuello) y Rhodniini (con cuello). La escala
estd en milimetros. En la parte izquierda de cada gréafico se indica la significacion (**) entre los grupos. La significacién de las variables LM, DM
y DO se determind mediante el ANOVA. La significacion de GS, sqrA y CS se determind mediante la prueba no-paramétrica (1000 ciclos)

corregida con Bonferroni.
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Figura 21. Variacion interespecifica de los huevos mediante analisis de morfometria tradicional “size-in” y “size-out”.
Yy

(A) Analisis discriminante “size-in” de las variables tradicionales (LM, DM y DO) de los huevos de Panstrongylus chinai, P. howardi, Triatoma
carrioni y Rhodnius ecuadoriensis. En los ejes se indica el porcentaje de contribucion a la de variacion total que cada uno presenta. El cuadrado
de cada poligono representa el centroide de la distribucion de cada grupo. (B) Analisis discriminante “size-out” de las variables tradicionales (LM,

DM y DO) de los huevos de P. chinai, P. howardi, T. carrioni y R. ecuadoriensis.
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Figura 22. Diferencia de la conformacion del huevo y del opérculo a nivel

interespecifico.

(A) Forma de los contornos de los huevos de Panstrongylus chinai, P. howardi, Triatoma
carrioni y Rhodnius ecuadoriensis. La forma fue representada por 20 armonicas, cuyo poder
es del 0.9985. (B) Forma de los opérculos de los huevos de las especies de la tribu Triatomini

(P. chinai, P. howardi y T. carrioni).
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Figura 23. Variacion interespecifica de la conformacion del huevo y del opérculo.

(A) Analisis discriminante del contorno de los huevos de Panstrongylus chinai, P. howardi, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis. (B)
Anadlisis discriminante del contorno de los huevos de la tribu Triatomini (Panstrongylus y Triatoma). En este analisis, se retir0 el efecto de los

huevos de R. ecuadoriensis. La discriminacion de las tres especies es completa. (C) Andlisis discriminante del opérculo de los huevos de la tribu
Triatomini. Existe solapamiento en la distribucion de las especies.
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Figura 24. Arbol Neighbor-joining de la conformacion del huevo obtenido mediante anélisis tradicionales y analisis geométricos.

(A) Arbol obtenido mediante el analisis “size-out” de las variables tradicionales (LM, DM y DO) de los huevos. (B) Arbol obtenido de la
conformacidn del contorno del huevo. Los arboles se construyeron de las distancias fenéticas derivadas de las distancias de Mahalanobis (D?). Los
arboles incluyen los habitats domiciliar (1), peridomiciliar (P) y silvestre (S) de las cuatro especies de triatominos estudiadas (Panstrongylus chinai,

P. howardi, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis).
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Figura 25. Variacion intraespecifica del tamafio de los huevos de Panstrongylus chinai a nivel de habitat (domiciliar y peridomiciliar).

(A) Variacion de la longitud méaxima (LM) de los huevo. (B) Variacion del didmetro méximo (DM) de los huevos. (C) Variacion del diametro del
opérculo (DO) de los huevos. (D) Variacion del tamafio global (GS) obtenido del analisis “size-out” de las variables tradicionales (LM, DM y DO)
de los huevo. (E) Variacion de la raiz cuadrada de la superficie (sqrA) de los huevo. (F) Variacidn del tamafio centroide (CS) de los opérculos de
los huevos. La escala estd en milimetros. No hubo significacion entre los grupos. La significacion de las variables LM, DM y DO se determino
mediante la prueba de t de Student; mientras que para GS, sqrA y CS se uso la prueba no-paramétrica corregida (1000 ciclos) con Bonferroni.
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Figura 26. Diferencia de la conformacion a nivel intraespecifico de los huevos de

Panstrongylus chinai.

(A) Forma de los contornos de los huevos de los habitats doméstico y peridoméstico. La
forma fue representada por 14 armonicas, cuyo poder es del 0.9972. (B) Forma de los

opérculos de los huevos de los ambientes domiciliar y peridomiciliar.
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Figura 27. Variacion intraespecifica de la forma de los huevos de Panstrongylus chinai a nivel de habitat (domiciliar y peridomiciliar).

(A) Analisis discriminante “size-out” de las variables tradicionales (LM, DM y DO) de los huevos. (B) Andlisis discriminante del contorno de los
huevos. (C) Andlisis discriminante del opérculo de los huevos.
Cada grafico indica: el color de cada grupo, el nimero de individuos por grupo, el nimero de individuos de diferentes grupos que comparten el

mismo intervalo (solapamiento) y el nimero de intervalos.
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Figura 28. Variacion intraespecifica del tamafio de los huevos de Triatoma carrioni a nivel de habitat (domiciliar y peridomiciliar).

(A) Variacion del diametro del opérculo (DO) de los huevos. (B) Variacion del tamafio centroide (CS) de los opérculos de los huevos. (C) Variacion
de la longitud maxima (LM) de los huevo. (D) Variacion del diametro méximo (DM) de los huevos. (E) Variacion del tamafio global (GS) obtenido
del analisis “size-out” de las variables tradicionales (LM, DM y DO) de los huevo. (F) Variacion de la raiz cuadrada de la superficie (sqrA) de los
huevo. La escala estd en milimetros. En la parte izquierda del grafico A y B se indica la significacion (**) entre los grupos. La significacion de las
variables LM, DM y DO se determiné mediante la prueba de t de Student; mientras que para GS, sqrA y CS se uso la prueba no-paramétrica

corregida (1000 ciclos) con Bonferroni.
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Figura 29. Diferencia de la conformacion a nivel intraespecifico de los huevos de

Triatoma carrioni.

(A) Forma de los contornos de los huevos de los habitats doméstico y peridoméstico. La
forma fue representada por 10 armdnicas, cuyo poder es del 0.9961. (B) Forma de los

opérculos de los huevos de los ambientes intradomiciliar y peridomiciliar.
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Figura 30. Variacion intraespecifico de la forma de los huevos de Triatoma carrioni a nivel de habitat (domiciliar y peridomiciliar).

(A) Analisis discriminante “size-out” de las variables tradicionales (LM, DM y DO) de los huevos. (B) Analisis discriminante del contorno de los

huevos. (C) Andlisis discriminante del opérculo de los huevos.
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Figura 31. Variacion intraespecifica del tamafio de los huevos de Rhodnius ecuadoriensis a nivel de provincia (Loja y Manabi).
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(A) Variacion de la longitud maxima (LM) de los huevo. (B) Variacion del didmetro maximo (DM) de los huevos. (C) Variacion del didmetro del
opérculo (DO) de los huevos. (D) Variacion del diametro del cuello (DC de los huevo. (E) Variacién del tamafio global (GS) obtenido del analisis
“size-out” de las variables tradicionales (LM, DM y DO) de los huevo. (F) Variacion de la raiz cuadrada de la superficie (sqrA) de los huevo. (G)
Variacion del tamario centroide (CS) de los opérculos de los huevos. La escala estd en milimetros. En la parte izquierda de cada grafico se indica
la significacion (**) entre los grupos. La significacion de las variables LM, DM y DO se determin6 mediante la prueba de t de Student; mientras
que para GS, sqrA y CS se uso la prueba no-paramétrica corregida (1000 ciclos) con Bonferroni.
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Figura 32. Variacion intraespecifica del tamafio de las variables tradicionales (LM,

DM, DOy DC) de los huevos de Rhodnius ecuadoriensis a nivel de habitats (domiciliar,

peridomiciliar y silvestre)
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(A) Variacion de la longitud méxima (LM) de los huevo. (B) Variacion del diametro maximo
(DM) de los huevos. (C) Variacion del diametro del opérculo (DO) de los huevos. (D)
Variacion del didametro del cuello (DC) de los huevo. La escala esta en milimetros. Los
esquemas a la izquierda de cada grafico indican la significacion (**) entre grupos. La

significacion de las variables LM, DM y DO se determind mediante el ANOVA.
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Figura

33. Variacion

ecuadoriensis a nivel de habitats (domiciliar, peridomiciliar y silvestre)
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intraespecifica del tamafo de los huevos de Rhodnius

(A) Variacion del tamafio global (GS) obtenido del andlisis “size-out” de las variables

tradicionales (LM, DM y DO) de los huevo. (B) Variacién de la raiz cuadrada de la superficie

(sgrA) de los huevo. (C) Variacion del tamario centroide (CS) de los opérculos de los huevos.

La escala esta en milimetros. Los esquemas a la izquierda de cada grafico indican la

significacion (**) entre grupos. La significacién de las variables GS, sqrA y CS se determiné

mediante la prueba no-

L: Loja y M: Manabi

paramétrica (1000 ciclos) corregida con Bonferroni.
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Figura 34. Diferencia intraespecifica de la forma de los huevos de Rhodnius

ecuadoriensis a nivel de provincia (Loja y Manabi).

(A) Forma de los contornos de los huevos. Las diferencias entre los huevos se centran en la
zona opercular y en el cuello. La forma fue representada por 27 armoénicas, cuyo poder es

del 0.9990. (B) Forma de los opérculos de los huevos.
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Figura 35. Variacion intraespecifica de la forma de los huevos de Rhodnius ecuadoriensis a nivel de provincia (Manabi y Loja).

(A) Andlisis discriminante “size-out” de las variables tradicionales (LM, DM, DO y DC) de los huevos. (B) Analisis discriminante del contorno

de los huevos. (C) Andlisis discriminante del opérculo de los huevos.
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Figura 36. Diferencia intraespecifica de la forma de los huevos de Rhodnius

ecuadoriensis (Loja) a nivel de habitat.

(A) Forma de los contornos de los huevos. La forma fue representada por 19 armonicas,
cuyo poder es del 0.9960. (B) Forma de los opérculos de los huevos. Se indica el color que

representa a cada habitat.
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Figura 37. Diferencia intraespecifica de la forma de los huevos de Rhodnius

ecuadoriensis (Manabi) a nivel de habitat.

(A) Forma de los contornos de los huevos. La forma fue representada por 14 armoénicas,

cuyo poder es del 0.98870. (B) Forma de los opérculos de los huevos.
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Figura 38. Variacion intraespecifica de la forma de los huevos de Rhodnius ecuadoriensis a nivel de habitat (domiciliar, peridomiciliar y

silvestre).

(A) Analisis discriminante “size-out” de las variables tradicionales (LM, DM, DO y DC) de los huevos. (B) Analisis discriminante del contorno

de los huevos. (C) Analisis discriminante del opérculo de los huevos. Se indica el color que representa a cada hébitat (L: Loja 'y M: Manabi).
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9 TABLAS
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Tabla 1. Localizacion Geografica de las poblaciones analizadas de Panstrongylus

chinai, Panstrongylus howardi, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis.

Especie Provincia  Canton Comunidad Habitat Afo
Panstrongylus chinai  Loja Calvas Bella Maria Intradomicilio 2011
Chaquizca Intradomicilio 2008
Guara Peridomicilio 2008
Catamayo  El Huayco Intradomicilio 2006
Paltas Tacoranga Intradomicilio 2010
Vega del Peridomicilio 2009
Carmen
Panstrongyl . - . i -
anst O. gyius Manabi Portoviejo  Bejuco Peridomicilio 2007
howardi
Triatoma carrioni Loja Gonzanama Gerinoma Intradomicilio 2015
Piedra Grande  Intradomicilio 2015
Yambaguana Peridomicilio 2015
Yunga Intradomicilio 2015
Rhodmu_s . Loja Calvas Bella Maria Intradomicilio 2011
ecuadoriensis
Silvestre 2013
Guara Intradomicilio 2008
Quisanga Peridomicilio 2013
Paltas Ashimingo Peridomicilio 2005
Coamine Peridomicilio 2008
Manabi Portoviejo  Cruz Alta Silvestre 2013
El Zapallo Peridomicilio 2007
Naranjo Peridomicilio 2005

Adentro
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Tabla 2. Clasificacion de la muestra de huevos para los analisis morfométricos interespecificos (entre especies) e intraespecificos (entre

hébitats).

Tamafo de muestra

Especie Provincia Habitat Lugar Interespecifico Intraespecifico
Panstrongylus chinai  Loja Intradomicilio Dormitorio 78 32
Peridomicilio Nido de Gallina 26
Total 58
Panstrongylus
howardi Manabi Peridomicilio  Piedras 75 0
Triatoma carrioni Loja Intradomicilio Dormitorio 76 24
Peridomicilio Nido de Gallina 17
Total 41
Rhodnius
ecuadoriensis Loja Intradomicilio Dormitorio 41 30
Peridomicilio Nido de Gallina 30
Silvestre Nido Ardilla 18
Subtotal 78
Manabi Peridomicilio Nido de Gallina 40 30
Silvestre Nido Rata 27
Subtotal 57
Total 81 135
TOTAL 310 234
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Tabla 3. Resumen de las comparaciones realizadas para cada objetivo.

Objetivo Rango de Grupos Analisis
comparacion
Interespecificos Especies Panstrongylus chinai MT: Univariante y
Panstrongylus howardi  Multivariada
Triatoma carrioni (size-in y size-out)

Rhodnius ecuadoriensis MG: Contorno

Especies de la  Panstrongylus chinai MG: Opérculo
tribu Panstrongylus howardi
Triatomini Triatoma carrioni
Intraespecificos
Panstrongylus Habitats Intradomicilio MT: Univariante y
chinai Peridomicilio Multivariada
(size-out)
MG: Contorno y
Opérculo
Triatoma carrioni Hébitats Intradomicilio MT: Univariante y
Peridomicilio Multivariada
(size-out)
MG: Contorno y
Opérculo
Rhodnius Provincia Loja MT: Univariante y
ecuadoriensis Manabi Multivariada
(size-out)
MG: Contorno y
Opérculo
Habitats Intradomicilio L MT: Univariante y
Peridomicilio L Multivariada
Silvestre L (size-out)
Peridomicilio M MG: Contorno y
Silvestre M Opérculo

MT: morfometria tradicional, MG: morfometria geométrica, L: Loja, M: Manabi.
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Tabla 4. Media (x) y Desviacion estdndar (SD) del tiempo de desarrollo/eclosion (Te) de los huevos de Panstrongylus chinai, Panstrongylus

howardi, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis.

. - x+SD Minimo Maximo 94 de individuos
Especie Provincia N )

pect vinet [dias] [dias] [dias] gue eclosionaron
P. chinai Loja 75 29.23+1.521 26 35 26
P. howardi Manabi 73 29+1.296 27 33 34
T. carrioni Manabi 7 25+0.787 23 25 79
R. ecuadoriensis  Loja 38 17+1.583 12 21 96
Manabi 39 18+1.249 15 20 76
General 77 17+1.457 12 21 85

++ Los huevos de Triatoma carrioni se obtuvieron de hembras de campo, por lo que de pocos individuos se conoce el tiempo de desarrollo.

La formula para determinar el tiempo de desarrollo fue Te = Tn — Tp + 1, donde Tp es el dia de puesta y Tn el de nacimiento

N individuos nacidos
100

La formula para determinar el porcentaje de individuos que eclosionaron fue
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Tabla 5. Media (x), Desviacion estandar (SD) y varianza (6?) de las variables de

tamaiio (LM, DM, DO, sqrA, CS) de los huevos de Panstrongylus chinai, Panstrongylus

howardi, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis.

Panstrongylus chinai

. x+SD o’ Minimo Maximo
Variable
[mm] [mm] [mm] [mm]
LM 1.899+0.077 0.0060 1.74 2.05
DM 1.227+0.049 0.0025 1.10 1.32
DO 0.614+0.032 0.0011 0.55 0.7
SQrA 1.32+0.050 0.0025 1.20 1.43
CS 0.72+0.043 0.0018 0.63 0.84
Panstrongylus howardi
Variable x+SD o’ Minimo Maximo
[mm] [mm] [mm] [mm]
LM 1.781+0.079 0.0062 1.56 2.1
DM 1.222+0.050 0.0025 1.08 1.37
DO 0.661+0.034 0.0012 0.56 0.74
SgQrA 1.28+0.050 0.0025 1.12 1.48
CS 0.78+0.044 0.0020 0.67 0.89
Triatoma carrioni
Variable x+SD gl Minimo Maximo
[mm] [mm] [mm] [mm]
LM 1.857+0.095 0.0091 1.55 2.02
DM 1.045+0.045 0.0020 0.95 1.14
DO 0.585+0.029 0.0008 0.50 0.64
SgQrA 1.22+0.054 0.0029 1.08 1.35
CS 0.68+0.036 0.0013 0.58 0.78
Rhodnius ecuadoriensis
Variable x+SD ol Minimo Maximo
[mm] [mm] [mm] [mm]
LM 1.840+0.090 0.0081 1.67 2.03
DM 0.748+0.039 0.0015 0.67 0.84
DO 0.537+0.034 0.0012 0.46 0.61
SQrA 1.077+0.043 0.0019 0.97 1.19
CS 0.708+0.048 0.0023 0.60 0.81

LM: longitud maxima, DM: didmetro maximo, DO: didmetro del opérculo, sqrA: raiz

cuadrada de la superficie del huevo, CS: tamafio centroide del opérculo.
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Tabla 6. Resumen de las diferencias estadisticas de las variables de tamafio (LM, DM, DO, GS, sqrA, CS) de los huevos de Panstrongylus

chinai, Panstrongylus howardi, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis.

Variables de Morfometria Tradicionales: LM, DM, DO Y GS

LM DM DO GS
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
1 P.chinai - - - _
2 P.howardi R NS - *k NS -
3 T.carrioni *k  kk K,k kk Kk kK _ K,k Kk
4 R. ecuadoriensis **  **x NS - *k kk o kk ko kk Kk _ S

Variables de Morfometria Geométrica: sqrAy CS

SqQrA DM
1 2 3 4 1 2 3
1 P.chinai - -
2 P.howardi *x. *x
3 T.carrioni Fhoookk FhoOkK
4 **  kk - - -

R. ecuadoriensis** fall

LM: longitud maxima, DM: didmetro maximo, DO: diametro del opérculo, GS: tamafio global, sqrA: raiz cuadrada de la superficie, CS: tamafio

centroide del opérculo.

++ Durante el analisis del CS, no se incluyo al opérculo de R. ecuadoriensis, debido a que se digitalizé méas puntos en el opérculo de esta especie.

La significacion estadistica de las variables LM, DM y DO se determind mediante el ANOVA (Anexos 13-15).

La significacion de las GS, sgrA y CS se determind mediante prueba no-paramétrica de permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni.
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Tabla 7. Distancia de Mahalanobis obtenidas del analisis multivariado de LM, DMy
DO de los huevos de Panstrongylus chinai, Panstrongylus howardi, Triatoma carrioni y

Rhodnius ecuadoriensis.

P. chinai P. howardi T. carrioni R. ecuadoriensis
P. chinai -
P. howardi 2.53**[2.50** -
T. carrioni 4.06**/3.38** 4.92%*[4 53** -

R. ecuadoriensis  12.98**/11.22** 13.47**/11.98** 8.93**/7.85** -

LM: longitud méxima, DM: didmetro méaximo, DO: didmetro del opérculo.

/ separa las distancias de Mahalanobis del andlisis “size-in” (izquierda) y “‘size-out”
(derecha).

La significacion estadistica de las distancias fue determinada mediante prueba no-
paramétrica de permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni.
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Tabla 8. Distancias de Mahalanobis calculadas para las variables de forma del
contorno y del opérculo de los huevos de Panstrongylus chinai, Panstrongylus howardi,

Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis.

P. chinai P. howardi T.carrioni  R. ecuadoriensis™
P. chinai -
P. howardi 4.85%*[1.71** -
T. carrioni 5.95**/2.03** 7.66**/1.82** -
R. ecuadoriensis*™ 27.43** 27.25** 96.00** -

/ separa las distancias de Mahalanobis del contorno de los huevos (izquierda) y del opérculo
(derecha).

++ Durante el analisis del CS, no se incluyo al opérculo de R. ecuadoriensis, debido a que
se digitalizé més puntos en el opérculo de esta especie.

La significacion estadistica de las distancias fue determinada mediante prueba no-

paramétrica de permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni.
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Tabla 9. Media (x) y Desviacion estandar (SD) de las variables de tamafio (LM, DM,

DO, sgrA, CS) de los huevos de Panstrongylus chinai cuyos parentales fueron

colectados en los hébitats intradomiciliar y peridomiciliar.

Variable Intradomicilio Peridomicilio Sig. TOTAL
LM x¥+SD [mm] 1.90+0.078  1.887+0.078  0.64™N°  1.89+0.078
o2 [mm] 0.0062 0.0061 0.93Ns 0.0061
Minimo [mm] 1.75 1.74 1.74
Maximo [mm] 2.04 2.05 2.05
DM xxSD [mm] 1.23+0.46 1.2140.5 0.17NS 1.22+0.48
a? [mm] 0.0021 0.0025 0.60NS 0.0023
Minimo [mm] 1.13 1.10 1.10
Méximo [mm] 1.31 1.29 1.31
DO xxSD [mm] 0.61+0.034 0.62+0.028 0.62NS 0.61+0.031
a? [mm] 0.0012 0.0008 0.46 NS 0.0010
Minimo [mm] 0.55 0.55 0.55
Maximo [mm] 0.70 0.67 0.70
sqrA xxSD [mm] 1.2+0.049 1.31+0.052 0.46 NS 1.32+0.050
o? [mm] 0.0023 0.0027 0.72Ns 0.0025
Minimo [mm] 1.23 1.20 1.20
Maximo [mm] 1.42 1.41 1.42
CS x£SD [mm] 0.72+0.049 0.72+0.034 0.92NS 0.72+0.043
a? [mm] 0.0025 0.0012 0.13Ns 0.0019
Minimo [mm] 0.63 0.63 0.63
Maximo [mm] 0.84 0.79 0.84

LM: longitud maxima, DM: didmetro maximo, DO: didmetro del opérculo, sqrA: raiz

cuadrada de la superficie del huevo, CS: tamafio centroide del opérculo.

La significacion estadistica de las variables LM, DM y DO se determin6 mediante la prueba

de t de Student para muestras independientes (Anexo 16).

La significacion de sgrA, CS y de las varianzas de determind mediante prueba no-

paramétrica de permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni.
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Tabla 10. Media (x) y Desviacion estdndar (SD) de las variables de tamafio (LM, DM,

DO, sqrAy CS) de los huevos de Triatoma carrioni cuyos parentales fueron colectados

en los habitats intradomiciliar y peridomiciliar.

Variable Intradomicilio Peridomicilio Sig. TOTAL

LM ¥+SD [mm] 1.84+0.114 1.86+0.075 0.61 NS 1.88+0.099
o? [mm] 0.0129 0.0055 0.09 NS 0.0092
Minimo [mm] 1.55 1.74 1.55
Maximo [mm] 1.99 2.02 2.02

DM x£SD [mm] 1.04+0.049 1.05+0.042 0.85 NS 1.04+0.045
a? [mm] 0.0024 0.0017 0.45NS 0.0021
Minimo [mm] 0.95 0.95 0.95
Maximo [mm] 1.12 1.10 1.12

DO x£SD [mm] 0.58+0.031 0.61+0.019 0.00** 0.59+0.029
a? [mm] 0.0010 0.0003 0.05 NS 0.0065
Minimo [mm] 0.51 0.57 0.51
Maximo [mm] 0.64 0.64 0.64

SQrA x£SD [mm] 1.22+0.065 1.22+0.039 0.88 NS 1.22+0.055
o? [mm] 0.0043 0.0015 0.01* 0.0029
Minimo [mm] 1.08 1.14 1.08
Maximo [mm] 1.34 1.28 1.34

CS x£SD [mm] 0.68+0.039 0.71+0.024 0.00** 0.69+0.039
a? [mm] 0.0015 0.0006 0.07 NS 0.0011
Minimo [mm] 0.59 0.68 0.59
Méaximo [mm] 0.75 0.78 0.78

LM: longitud maxima, DM: didmetro méximo, DO: diametro del opérculo, sqrA: raiz

cuadrada de la superficie del huevo, CS: tamafio centroide del opérculo.

La significacién estadistica de las variables LM, DMy DO se determind mediante la prueba

de t de Student para muestras independientes (Anexo 16).

La significacion de sqrA, CS y de las varianzas de determind mediante prueba no-

paramétrica de permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni.
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Tabla 11. Media (x) y Desviacién estandar (SD) de las variables de tamafio (LM, DM,

DO, DC, sqrA) de los huevos de Rhodnius ecuadoriensis cuyos parentales fueron

colectados en los tres diferentes habitats (intradomiciliar, peridomiciliar y silvestre)

de las provincias de Loja y Manabi (Continuacion...)

— 5 — —
Variable Provincia Habitat x£SD 4 Minimo  Maximo
[mm] [mm] [mm] [mm]
LM Loja Intradomicilio 1.80+0.076 0.0057 1.67 1.95
Peridomicilio 1.87+0.078 0.0060 1.68 1.99
Silvestre 1.79+0.048 0.0023 1.71 1.85
Total 1.82+0.078 0.0060 1.67 1.99
Manabi Peridomicilio 1.83+0.079 0.0063 1.67 1.98
Silvestre 1.92+0.058 0.0034 1.71 2.00
Total 1.85+0.083 0.0072 1.67 2.00
Total 1.84+0.84 0.0066 1.67 2.00
— > — —
Variable  Provincia Habitat x+SD o Minimo - Maximo
[mm] [mm] [mm] [mm]
DM Loja Intradomicilio 0.75+0.030 0.0008 0.69 0.80
Peridomicilio 0.75+0.039 0.0015 0.67 0.83
Silvestre 0.70+0.025 0.0006 0.66 0.76
Subtotal 0.74+0.038 0.0015 0.66 0.83
Manabi Peridomicilio 0.74+0.036 0.0013 0.67 0.82
Silvestre 0.77+0.035 0.0013 0.66 0.84
Subtotal 0.74+0.042 0.0014 0.66 0.84
Total 0.75+0.039 0.0015 0.66 0.84

LM: longitud méxima, DM: diametro méximo, DO: didmetro del opérculo. DC: didmetro

del cuello, sgrA: superficie del huevo, CS: tamafio centroide del opérculo.
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Tabla 11. Media (x) y Desviacion estdndar (SD) de las variables de tamafio (LM, DM,

DO, DC, sqrA) de los huevos de Rhodnius ecuadorienisis cuyos parentales fueron

colectados en los tres diferentes habitats (intradomiciliar, peridomiciliar y silvestre) de

las provincias Loja y Manabi. (Continuacion...)

— 5 — —
Variable  Provincia Habitat x+3D o Minimo - Maximo
[mm] [mm]  [mm] [mm]

DO Loja Intradomicilio 0.52+0.017 0.0003 0.47 0.56
Peridomicilio 0.51+0.030 0.0009 0.44 0.56

Silvestre 0.50+0.006 0.0000 0.49 0.51

Total 0.51+0.024 0.0006 0.44 0.56

Manabi Peridomicilio 0.56+0.026 0.0007 0.44 0.61

Silvestre 0.57+0.020 0.0004 0.49 0.61

Total 0.55+0.038 0.0006 0.44 0.61

Total 0.53+0.035 0.0006 0.44 0.61

— 5 — —
Variable Provincia Habitat x+SD 4 Minimo  Maximo
[mm] [mm] [mm] [mm]

DC Loja Intradomicilio 0.45+0.020 0.0004 0.42 0.49
Peridomicilio 0.45+0.029 0.0009 0.39 0.50

Silvestre 0.44+0.011 0.0001 0.43 0.46

Total 0.45+0.023 0.0005 0.39 0.50

Manabi Peridomicilio 0.47+0.027 0.0007 0.39 0.51

Silvestre 0.47+0.022 0.0005 0.43 0.53

Total 0.46+0.027 0.0006 0.39 0.53

Total 0.46+0.026 0.0006 0.39 0.53

LM: longitud maxima, DM: didmetro maximo, DO: diametro del opérculo. DC: didametro

del cuello, sgrA: superficie del huevo, CS: tamafio centroide del opérculo.
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Tabla 11. Media (x) y Desviacion estdndar (SD) de las variables de tamafio (LM, DM,

DO, DC, sqrA) de los huevos de Rhodnius ecuadorienisis cuyos parentales fueron

colectados en los tres diferentes habitats (intradomiciliar, peridomiciliar y silvestre) de

las provincias Loja y Manabi. (Continuacion...)

— 5 — —
Variable  Provincia Habitat x+3D o Minimo - Maximo
[mm] [mm]  [mm] [mm]

sqrA Loja Intradomicilio 1.06+0.034 0.0011 0.98 1.13
Peridomicilio 1.08+0.043 0.0019 0.97 1.17

Silvestre 1.04+0.022 0.0005 1.00 1.09

Total 1.06+0.038 0.0014 0.97 1.17

Manabi Peridomicilio 1.07+0.030 0.0009 1.02 1.14

Silvestre 1.12+0.039 0.0015 1.00 1.19

Total 1.09+0.043 0.0018 1.00 1.19

Total 1.08+0.042 0.0016 0.97 1.19

— 5 — —
Variable Provincia Habitat x+SD 4 Minimo  Maximo
[mm] [mm] [mm] [mm]

CS Loja Intradomicilio 0.69+0.024 0.0006 0.63 0.75
Peridomicilio 0.66+0.043 0.0018 0.58 0.77

Silvestre 0.66+0.012 0.0002 0.63 0.68

Total 0.68+0.035 0.0012 0.58 0.77

Manabi Peridomicilio 0.73+0.037 0.0014 0.58 0.81

Silvestre 0.76+0.027 0.0008 0.63 0.81

Total 0.72+0.053 0.0013 0.58 0.81

Total 0.74+0.035 0.0013 0.58 0.81

LM: longitud méxima, DM: diametro méximo, DO: didmetro del opérculo. DC: didmetro

del cuello, sgrA: superficie del huevo, CS: tamafio centroide del opérculo.
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Tabla 12. Resumen de las diferencias estadisticas de las variables de tamafio (LM, DM, DO, DC, sqrA, CS) comparadas entre provincias

(L: Loja, M: Manabi) y habitats en que fueron colectados los parentales de los huevos de Rhodnius ecuadoriensis.

Variables de Morfometria Tradicional: Analisis univariante

LM DM DO DC
1 2 3 4 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 5
1 Intradomicilio L - - -
2 Peridomicilio L * - NS - - NS -
3 Silvestre L NS * - FhoooRR L NS - NS NS -
4 Peridomicilio M NS NS NS - NS NS ** *h o kk o kk * o kk kk
5 Silvestre M ook kR Rk NS NS ** Kk kk kk *  kkx xkk NS -
Variables de Morfometria Tradicional (GS) y de Morfometria Geométrica (sqrA 'y CS) Diferencia entre provincias
GS SqQrA CS
1 2 3 45 1 2 3 4 1 2 3 4 Loja vs. Manabi
1 Intradomicilio L - - LM DM DO GS sgqrA CS
2 Peridomicilio L NS - NS - x5 Kk kk kk kk kK Hox
3 Silvestre L falal NS  ** - *% NS -
4 Peridomicilio M Fhookk ok NS NS ** - *h o Ak Kk
5 Silvestre M *k  kk Kk kK ** *k  kk k% *Kk  kk  kk kK
LM: longitud maxima, DM: diametro maximo, DO: diametro del opérculo. DC: diametro del cuello, GS: tamafio global, sqrA: raiz cuadrada de la

superficie del huevo; CS: tamafio centroide.

La significacion estadistica de las variables LM, DM, DO y DC (morfometria tradicional) se determind mediante el ANOVA (Anexos 17-18).

La significacion estadistica de GS, sqrA y CS se calculé mediante prueba no-paramétrica de permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni.
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Tabla 13. Distancia de Mahalanobis de la conformacion del huevo y del opérculo de los huevos de Rhodnius ecuadoriensis cuyos

parentales fueron colectados en los habitats intradoméstico, peridoméstico y silvestre de las provincias Loja y Manabi.

Intradomicilio L Peridomicilio L Silvestre L Peridomicilio M S'IV&Stre

Intradomicilio L -
Peridomicilio L 1.63**/3.03**/1.98** -
Silvestre L 1.90%*/3.28**/1.94**  1.30%*/3.46**/1.62NS

Peridomicilio M 1.62**/3.36**/2.15**  2.98**/4.63**/2.21** 2.67**/3.95**/2.96** -
Silvestre M 2.09*%*/3.76**/3.50**  3.30**/5.34**/3.26** 3.26**/5.35**/3.96** 1.03**/2.91**/2.12** -

L: Loja, M: Manabi
/ separa las distancias de Mahalanobis del andlisis “size-out” de las variables tradicionales (izquierda), del contorno de los huevos (medio) y del

opérculo (derecha).
La significacion estadistica de las distancias fue determinada mediante prueba no-paramétrica de permutaciones (1000 ciclos) corregida con

Bonferroni.
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10 ANEXOS
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Anexo 1. Distribucion mundial de la Enfermedad de Chagas, se sefiala los paises donde

la enfermedad ha sido reportada.

Guatemala

X
Honduras7 /Pagvenezwla 5
El Salvador ‘ P
Colombia — ), Brazil

Infected individuals Ecvador
[ 0-100
I 100-500 Ren
=1 500-1000 N
[=J 1000-2000 Bolivia /
I 3000-4000 Paragua
B 4000-5000 agchz A T Uruguay P2
= %83867000 i Argentina v /
[ Endemic countries* -
[ Data unavailable o

Rassi et al., 2010
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Anexo 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi en el vector (triatomino) y el huésped

mamifero (ser humano).

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal ‘
o(pases metacycic trypomastotes o Metacyclic trypomastigotes
penetrate various cells at bite
mucosal membranes, such as the conunctiva) wound site. Inside cells they

transform inlo amastigotes.

Metacyclic trypomastigotes
in hindgut
e D > N e m
11 —T,.":-\qﬁ“ e
o by bi mf"“"""" lis
. Trypomastigotes inary fission in ce
Muitiply in midgut can infect other cells of infected tissues.
@ and transform into
intracellular amastigotes
in new infection sites.
Clinical manifestations can
result from this infective cycle.
o Epimastigotes
in midgut

into tryp

RSO then burst out of the cell
A= Stag and enter the bloodstream

BAFER - HEALTHIER PEOPLE"

http:/iwww.dpd.cdc. govidpdx A\ = Diagnostic Stage

Se observa las distintas transformaciones que sufre el parasito durante su desarrollo en el
triatomino y en el mamifero huésped. El triatomino elimina en las heces y orina
tripomastigotes metaciclicos sobre la piel del huésped (1). Estos invaden las células del
huésped (2) y se transforman en amastigotes (3). Los amastigotes se replican en el citoplasma
de las células y se diferencian en tripomastigotes sanguineos. Estos son liberados de las
células infectadas (4), por lo que pueden invadir otra célula (3) o entrar en el sistema
circulatorio. En el sistema circulatorio, los tripomastigotes pueden infectar al triatomino (5).
El parasito en el intestino medio del vector se diferencia en epimastigote (6) y se multiplica
sucesivamente (7). En el intestino posterior del insecto, se diferencia en tripomastigote
metaciclico (8). Este es eliminado por el vector en las heces (1), por lo que el ciclo se repite.

CDC, 2016
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Anexo 3. Estadios de desarrollo de los triatominos.

Hembra Macho NV NIV NIII NII NI

Macho

Hembra NV NIV

NI  Huevos

Los triatominos pasan por el estadio huevo y cinco estadios ninfales (NI a NV). Los adultos
presentan dimorfismo sexual. Ciclo de vida de (A) Rhodnius ecuadoriensis y (B)
Panstrongylus chinai.

Ana Verénica Andrade en Villacis (2006); Mosquera et al., 2016
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Anexo 4. Diferencias del aparato bucal de distintos hemipteros segun el tipo de

alimentacion al que estan adaptados.

Hematéfago

Depredador

Fitofago

Abad-Franch et al., 2001
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Anexo 5. Comparacion de las cabezas de los géneros Rhodnius, Triatoma y

Panstrongylus.

—
Rhodnius
-
Triatoma
‘_
Panstrongylus

Las flechas sefialan el lugar de nacimiento de las antenas. Esta caracteristica es fundamental
para la diferenciacion entre géneros.
Abad-Franch et al., 2001
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Anexo 6. Especies de triatominos reportados en el Ecuador.

Lrotyrs cuspldatus  Coverneala plosa Ahosmius Rhodnius pktipes Shodmius robustus
et

Los numeros indican las provincias donde cada especie ha sido reportada. Esmeraldas (1),
Manabi (2), Guayas (3), Santa. Elena (4), El Oro (5), Santo. Domingo de los Tséchilas (6),
Los Rios (7), Loja (8), Azuay (9), Cafar (10), Chimborazo (11), Bolivar (12), Tungurahua
(13), Cotopaxi (14), Pichincha (15), Imbabura (16), Carchi (17), Sucumbios (18), Napo (19),
Orellana (20), Pastaza (21), Morona Santiago (22), Zamora Chinchipe (23), Galapagos (24).

Padilla, 2016
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Anexo 7. Morfologia del adulto de las especies estudiadas (Panstrongylus chinai, P.

howardi, T. carrioni, R. ecuadoriensis).

L . T. carrioni
P chinai P. howardi

. =
Hembra _l0mm  Macho

Hembra 10 mm Macho

Herhbra 10 mm Macho

R. ecuadoriensis

o S~

Macho

Hembra —

Santillan-Guayasamin (2015); Villacis et al., 2015;

Mosquera et al., 2016; Padilla, 2016
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Anexo 8. Ovarios Telotroficos de Rhodnius prolixus.

A Ovary

B Ovariole
@& -

Trophic cord

Vitellarium Oocyte Tropharium

(A) Hemi-ovarios conectados por el oviducto. (B) Ovariolo. (C) Esquema del ovariolo,
donde se sefialan sus partes. Cada hembra tiene dos hemi-ovarios formados de siete ovariolos
suspendidos en el hemocele.

Atella et al., 2005
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Anexo 9. Desarrollo embrionario de Rhodnius prolixus

8 -2 NI

stg2-lateral

e

An

stg10-ventral

(A) Clivaje, nucleos en el periplasma. (B, C) Blastodermo, ndcleos en la parte posterior
forman el rudimento embrionario (GR). Células que forman la membrana cerosa estan en la
parte dorso-anterior (Ser). (D-F) Gastrulacion, invaginacion posterior (P. Inv). (G-I) La
banda germinal (Gb) se extiende en direccion céfalo-caudal desde el polo posterior del
huevo. (J-L) Segmentacion, se visualiza la cabeza (H), el térax (Th) y la zona de crecimiento
(Gz, futura region abdominal). (M-U) El embridn crece, se observa la segmentacién en la
region abdominal (Ab) y la formacion de apéndices toracicos (T.app), maxilares (mx1, mx2)
y de las antenas (An). (W-X) Katatrepsis. AC: Anterior cap, md: mandibula, C.Ib.: I6bulos
cefalicos.

Berni et al., 2014
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Anexo 10. Estructura de las envolturas extraembrionarias del huevo de Rhodnius

prolixus.

El corion esta compuesto por varias capas:

- el exocorion resistente (rexo), que en la superficie presenta marcas de poligonos (pol
mk), cada uno de los cuales tienen un pozo folicular (fpt)

- el exocorion suave (send)

- el endocorion (end) formado por: el endocorion suave (s end) y el resistente (r end). El
r end se subdivide en la capa ambar (amp), capa externa de polifenoles (opll), capa de
proteina resistente (r end pr) y capa interna de polifenoles (ipll).

Bajo el corion se encuentra la membrana vitelina, que secreta la capa cerosa primaria (Iwl)
Beament, 1946
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Anexo 11. Huevos de triatominos

OO
000

(o]
B p be
bo bo co
co bc
cl
al

(A) Diversidad de formas y tamafios de los huevos triatominos. (B) Esquema que representa

lmm

las partes de los dos tipos de huevos de los triatominos: huevos con cuello (izquierda) y sin
cuello (derecha). al: hendidura lateral, bc: borde corial, bo: borde opercular, cl: cuello, co:

collar, op: opérculo.
Barata, 1998
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Anexo 12. Ejemplo tedrico de la normalizacion de los coeficientes de Fourier, analisis

eliptico de Fourier (EFA)

Y
L]

C-=-I1.458
COEFFICIENTS: COEFFICIENTS:
Af:=-24,557 A1=-28.5915
Bi: 2.583 B1= 0.0000
Ci= 14.500 C1= 0.0000
D= 8,217 Di= 8.3673

X X

Y C v D
kn&; i

A1:-1.0000 A1=-1.0000
Bi= 01052 B1= 00000
C1= 05905 Cl= 0.0000
DI= 0.3346 DI 0.2926

X X

(A) Figuras digitalizadas sin orientacion ni estandarizacion de tamafio (escalamiento). (B)

Figuras orientadas (rotacién) sin estandarizacion de tamafio. (C) Figuras no orientadas con
tamano estandarizado. (D) Figuras orientadas y escaladas.

Lestrel, 1989
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Anexo 13. Media global de las variables de morfometria tradicional (LM, DMy DO),
usada para determinar el coeficiente de variacion (CV) en la comparacion

interespecifica.

x+SD Minimo Maximo
Variable [mm] [mm] [mm]
LM 1.845+0.095 1.55 2.1
DM 1.056+0.203 0.67 1.37

DO 0.598+0.056 0.46 0.74
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Anexo 14. ANOVA de un factor para establecer las diferencias entre las variables de morfometria tradicional (LM, DM, DO) analizadas

de los huevos de Panstrongylus chinai, Panstrongylus howardi, Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis.

Variable Fuente de Suma de | Cuadrados = si CcVv
Variacion Cuadrados g Medios g- %
LM Entre Especies 0.546 3 0.182 24.826 0.00**  4.536
Dentro de Especies 2.242 306 0.007
Total 2.788 309
DM Entre Especies 12.046 3 4.015 1910.393 0.00**  4.235
Dentro de Especies 0.643 306 0.002
Total 12.689 309
DO Entre Especies 0.632 3 0.211 198.498 0.00**  5.289
Dentro de Especies 0.325 306 0.001
Total 0.957 309

LM: longitud méaxima, DM: didmetro maximo, DO: didmetro del opérculo.

** Variables que presentaron diferencias altamente significativas (P < 0.01).

\/CMde tro grupos
”7 972 % 100.

Coeficiente de variacion: CV =

Y: Media total de cada variable (Anexo 13)
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Anexo 15. Diferenciacion de los huevos de Panstrongylus chinai, Panstrongylus howardi,
Triatoma carrioni y Rhodnius ecuadoriensis en rangos homogéneos segun la

significacion de las variables tradicionales (LM, DM y DO).

Variables LM DM DO
Especies
P. chinai a a a
P. howardi b a b
T. carrioni c b c
R. ecuadoriensis c c d

El ANOVA que demuestra la significacion de estas variables se detalla en el Anexo 13.
La agrupacion de las especies en rangos homogéneos se obtuvo mediante la prueba
significativa Honesta de Tuckey (post hoc)

LM: longitud maxima, DM: didmetro maximo, DO: didmetro del opérculo.

a, b, ¢, d son los diferentes rangos en que son agrupados las especies.



177

Anexo 16. Prueba de t de Student para muestras independientes para establecer las
diferencias de las variables tradicionales (LM, DM, DO) entre los habitats
intradomiciliar y peridomiciliar donde fueron colectados los parentales de los huevos

de Panstrongylus chinai y Triatoma carrioni.

Panstrongylus chinai

Variables N t gl Sig.

LM 58 0.47 56 0.643 NS
DM 58 1.39 56 0.172Ns
DO 58 -0.50 56 0.619 NS

Triatoma carrioni

Variables N t gl Sig.

LM 41 -0.52 39 0.608 NS
DM 41 -0.19 39 0.852 NS
DO 41 -3.04 39 0.004**

LM: longitud méaxima, DM: didmetro maximo, DO: didmetro del opérculo.



178

Anexo 17. Prueba de t de Student para muestras independientes para establecer las
diferencias de las variables tradicionales (LM, DM, DO, DC) entre las provincias Loja
y Manabi donde fueron colectados los parentales de los huevos de Rhodnius

ecuadoriensis.

Variables N t gl Sig.

LM 135 -3.41 133 0.001**
DM 135 -2.72 133 0.008**
DO 135 -12.53 133 0.000**
DC 135 -5.66 133 0.000**

LM: longitud méaxima, DM: didmetro maximo, DO: didmetro del opérculo, DC: diametro

del cuello.
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Anexo 18. ANOVA de un factor para establecer las diferencias entre las variables de morfometria tradicional (LM, DM, DO) analizadas

de los huevos de Rhodnius ecuadoriensis cuyos parentales fueron colectados en los habitats intradomiciliar y peridomiciliar y silvestre.

Variable o Suma de Cuadrfaldos _
Fuente de Variacion Cuadrados al Medios F Sig. cVv
LM Entre Especies 0.295 4 0.074 14.737 0.000** 3.843
Dentro de Especies 0.650 130 0.005
Total 0.944 134
DM Entre Especies 0.056 4 0.014 12.193 0.000** 4.216
Dentro de Especies 0.149 130 0.001
Total 0.205 134
DO Entre Especies 0.103 4 0.026 51.252 0.000** 5.967
Dentro de Especies 0.065 130 0.001
Total 0.169 134
DC Entre Especies 0.019 4 0.005 8.827 0.000** 6.875
Dentro de Especies 0.072 130 0.001
Total 0.091 134

LM: longitud maxima, DM: didmetro maximo, DO: didmetro del opérculo.

Coeficiente de variacion: CV =

Y: Media total de cada variable (Tabla 12)

\/CMde tro grupos
”7 972 % 100.
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