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RESUMEN

Mediante el uso de morfometria geométrica, el presente estudio generd una base
de datos de las caracteristicas morfométricas de cabezas de T. infestans de laboratorio, lo
que permitird realizar comparaciones con vectores capturados en el medio ambiente,
estableciendo las posibles variaciones presentes entre poblaciones silvestres y de
laboratorio. Se estudié un total de 200 individuos obtenidos del Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Medicina, Campus Occidente de la Universidad de Chile,
los que fueron mantenidos bajo condiciones de laboratorio (25 °C, 45% humedad relativa
y alimentados con sangre de ave). Estos correspondieron a imagos machos, imagos
hembras y ninfas IV y V, utilizandose 50 individuos de cada estadio. Para los analisis se
recurrié a los programas computacionales de la serie TPS (Thin-plate spline), TPSdig,
TPSreg y TPSrelw; para los andlisis multivariados se utilizé el programa estadistico JMP
(S.A.S. Institute). No se observaron diferencias en conformacion entre individuos y entre
grupos mediante los analisis de componentes principales y andlisis discriminante, pero si
se evidencié diferencia significativa en cuanto al tamafio de los diferentes estadios (p <
0.0001). Este aumenta desde el estadio ninfal IV hacia el estadio adulto. Ademas, se
evidencié dimorfismo sexual mediante los andlisis de tamafio, siendo la hembra mas
grande que el macho. Las ninfas de IV estadio presentaron una baja prediccion, mientras
que las ninfas de V mostraron mayor valor predictivo en relacion a las de IV estadio. La
ausencia de similitudes en conformacion posiblemente se debe a que los grupos
pertenecen a una misma poblacion con caracteristicas genéticas propias y sometidas a un
medio ambiente homogéneo. El aumento de tamafio desde los estadios ninfales al adulto
estd dado por el desarrollo hemimetabdlico. Debido al bajo nivel de prediccién de las
ninfas de IV estadio, se recomienda utilizar las ninfas de V estadio, ya que presentaron un
mayor valor predictivo, mostrando cambios mas marcados que permiten diferenciarlos de
los adultos. Se corroboré la utilidad del ocelo como punto utilizado en estudios de
morfometria geométrica y tradicional. Se determiné la utilidad del punto de unién entre
cuello y cabeza como punto homdélogo, permitiendo comparar los estadios ninfales con los

adultos.



SUMMARY

The present study generated a database of morphometric characteristics of heads
of T. infestans in laboratory conditions by geometric morphometry, allowing comparisons
with future vectors captured in the environment, establishing the possible variations
present among wild and laboratory. We studied a total of 200 individuals from the
Laboratory of Parasitology, Faculty of Medicine, West Campus of the University of Chile,
they were kept under laboratory conditions (25 ° C, 45% HR and fed with chicken blood).
These were male adults,females adults and nymphs IV and V instar, using 50 individuals
of each stage. For the analysis were used programs of the TPS series (Thin-plate spline)
TPSdig, TPSreg and TPSrelw, for multivariate analysis was used JMP statistical program
(S.A.S Institute). No difference was observed in shape between individuals and between
groups using principal component analysis and discriminant analysis, but they showed
significant difference in the size of the different stages (p < 0.0001). This increases the
nymphs of instar IV to the adult. Moreover, sexual dimorphism was evident through the
analysis of size; the female is larger than the male. It was established that the nymphs of
instar IV showed a lower prediction, while the nymphs of instar V had a higher predictive
value. The absence of similarities in shape possibly be to groups belong to a population
with own genetic characteristics and subjected to a homogeneous environment. The
increase in size from the nymphal stage to the adult is given by hemimetabolic
development. Due to the low prediction of the nymphs of stage IV is recommended to use
nymphs of instar V, because it had a higher predictive value, showing marked changes
which differentiate them from adults. It confirmed the usefulness of ocellus as used in
studies of traditional and geometric morphometry. It was determined the utility of the joint

of neck and head as a landmark, allowing comparison nymphal stage to adults.
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|. INTRODUCCION

1.- Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana

La tripanosomiasis americana, conocida como Enfermedad de Chagas fue descrita
en Minas Gerais, Brasil, en 1909, por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas. Esta zoonosis
parasitaria existe en el continente americano desde hace mas de 9.000 afios,
documentandose la infeccion chagasica en comunidades prehistéricas que habitaban el
norte de Chile (Apt et al., 2008). Es producida por el protozoo flagelado Trypanosoma
cruzi, el cual se transmite principalmente a través del mecanismo vectorial (Henriquez et
al., 2007), lo cual depende de la estrecha asociacion de triatominos con el domicilio
(Brisola, 2001).

Constituye un serio problema de salud publica en los 21 paises de Latinoamérica
que son endémicos para esta enfermedad. En el 2002 se estim6 que 92.895 millones de
personas estaban en riesgo de contraer la infeccion por T. cruzi, mientras que recientes
estimaciones de prevalencia varian entre 12 a 17 millones de seres humanos infectados
(Feliciangeli et al., 2007).

Actualmente esta enfermedad ocupa el cuarto lugar de importancia en América,
después de las enfermedades respiratorias, las diarreas y el SIDA. Dado que no existe
una vacuna eficaz para prevenir la enfermedad, las estrategias de control estan
focalizadas a disminuir la transmision, principalmente vectorial, por tratarse de la forma
de transmisibn ma&s importante. La inversion en prevencion reduciria los costos
socioecondmicos provenientes de la atencién de salud y disminuirian las pérdidas en la
productividad laboral (Apt et al., 2008).

En Chile, la existencia de un promedio general de infeccion humana del 12%
segun xenodiagnostico y del 19% segun serologia, con aproximadamente 63.000
viviendas rurales o peri-urbanas sujetas a manejo sanitario contra Triatoma infestans,
fundamenté la inclusiéon de nuestro pais en el Programa Intergubernamental del Cono Sur
para la Eliminacion de la Transmisién Vectorial y Transfusional de la Enfermedad de

Chagas. Tras la aplicacién de esta iniciativa, se certific6 a Chile como el segundo pais



gue ha interrumpido la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas (Zulantay et al.,
2004).

En nuestro pais, el area endémica se extiende desde la | a la VI region, existiendo
alrededor de 150.000 personas infectadas (Carvajal et al.,, 2007). En Chile existe
vigilancia pasiva de la enfermedad de Chagas y se asume que hay una sub-notificacién
que iria en ascenso. Los indicadores oficiales de morbilidad han sido estables en los
ultimos afios, y representan la infeccion adquirida décadas atras. Desde 1989 no se
registran muertes en menores de 15 afos debidas a esta enfermedad. En relacién a las
tasas de letalidad, éstas han sufrido un incremento significativo, alcanzando su mayor

ascenso en el afio 2003, con 290 decesos por esta causa (Apt et al., 2008).

1.1.- Mecanismos de transmision

Dentro de los mecanismos de transmision para la Enfermedad de Chagas se
encuentran la via vectorial, transplacentaria, transfusional, transplante de 6rganos,
accidentes de laboratorio, transmisién oral (por alimentos contaminados con el parésito) y

a través de jeringas de uso en drogadictos (Apt et al., 2008).

La transmision del parasito al hombre se realiza principalmente por medio de los
vectores biolégicos (Carvajal et al., 2007). Se produce a través de las heces de los
triatominos (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) que contengan tripomastigotes
metaciclicos. Estas formas infectantes al depositarse con las deyecciones del insecto en
la piel erosionada o en las mucosas pueden penetrar e iniciar la infeccién (Naquira et al.,
2001). Estos insectos son sustentados en la naturaleza por una gran cantidad de
mamiferos reservorios, generando un complejo ciclo silvestre, peri-doméstico y
doméstico. En ciertas areas, la mantencion del ciclo doméstico por triatominos silvestres

hace el control de la transmisién vectorial una dificil tarea (Feliciangeli et al., 2007).

Los estadios evolutivos de los triatominos son todos susceptibles de ser infectados
por el parasito, sin embargo, los adultos y los estadios ninfales IV y V tienen mayor
probabilidad de estar infectados dado su mayor tiempo de vida, asi como también por el

mayor volumen de sangre que ingieren (Cristi, 2001).



La cantidad de tripomastigotes metaciclicos en las deyecciones es fluctuante, a tal
punto que, en algunos casos, triatominos positivos no eliminan el protozoo. Cuando las
condiciones ambientales mejoran para el triatomino, éste alcanza una mayor actividad
bioldgica, aumentando las probabilidades de infeccion. Estudios realizados en Argentina y
Brasil, determinaron que existiria un mayor nimero de casos en meses estivales, es decir,
desde septiembre a marzo. Esta tendencia al aumento podria a su vez estar influenciada

por un aumento en el nimero de los triatominos (Cristi, 2001).

Otra mecanismo importante es la via transfusional, siendo actualmente la segunda
via de transmisién de T. cruzi después de la transmision vectorial en diversas regiones de
América. La sangre de los donantes es sometida a tamizaje en serie para T. cruzi, el cual
es obligatorio, en nuestro pais, en Bancos de Sangre de la | a la VI Regién, y se realiza
mediante técnicas de ELISA, siendo confirmados los casos positivos a través de
inmunofluorescencia indirecta. El analisis de la sangre que sera destinada a transfusiones
es la mayor fuente de identificacion de infectados, por lo cual se sugiere, dada la
migracion de la poblacién chagasica chilena y extranjera a lo largo del pais, aplicar en
forma voluntaria, en los servicios de salud, analisis de tamizaje de T. cruzi a la poblacién

de donantes de las regiones no endémicas (Apt et al., 2008).

En tercer lugar de importancia se encuentra la via de transmision transplacentaria
la cual es producto de la transmision del parasito durante el embarazo ya sea en etapa
aguda o cronica de la enfermedad, alcanzando la circulacion fetal via hematogena. En
general un 70% - 80% de los recién nacidos infectados no presentan sintomas, lo cual no
implica ausencia de infeccidn y desarrollo de la enfermedad a futuro; por el contrario,
puede presentar, al igual que en la forma adquirida vectorialmente, meses o afos
después, manifestaciones de la etapa crénica de la enfermedad. En Chile, la frecuencia
de transmision de T .cruzi de madre a hijo se estima que es inferior al 10%, pero aln

faltan estudios para corroborar estas cifras (Apt et al., 2008).
1.2.- Ciclo Biologico de la Enfermedad de Chagas
El insecto vector al alimentarse ingiere los tripomastigotes en circulacién en la

sangre de los mamiferos, los cuales se transforman en el estbmago del insecto en

epimastigotes; luego pasan al intestino, donde se reproducen por division binariay, en la



porcién final del mismo, se transforman en tripomastigotes metaciclicos (los que se
encuentran en las heces del insecto), siendo éstas las formas infectantes para el hombre
y los reservorios. El insecto al momento de alimentarse defeca, pues debe eliminar el
contenido intestinal para poder acumular la mayor cantidad de sangre posible. EI hombre
0 animal picado, se rasca el sitio de inoculacién y provoca excoriaciones en la piel; estas
lesiones permiten el ingreso del tripomastigote al tejido celular subcutdneo, donde se
introduce en las células y transforma en amastigote en el interior de las mismas, para
luego multiplicarse en ellas. Cuando estas células parasitadas contienen un ndmero
importante de amastigotes, éstos se transforman en tripomastigotes, los que pasan a la
sangre, a través de la cual alcanzan los tejidos de diferentes 6rganos, siendo los mas
afectados corazén y plexos nerviosos intramurales del tubo digestivo; alli ocurre
nuevamente la transformacién del tripomastigote en amastigote en el interior de las
células (Fig. N° 1). Este intercambio de formas de amastigote intracelular y de
tripomastigote sanguineo, caracteriza la evolucion del parésito en el interior del organismo

del hombre y reservorios (Naquira et al., 2001).

2.- Triatominos

2.1.- Caracteristicas biol6gicas generales

Los triatominos son los vectores biolégicos de la enfermedad de Chagas y se

distribuyen desde el sur de Estados Unidos hasta América del Sur (Brisola, 2001).

Se desarrollan por metamorfosis gradual o incompleta, pasando por cinco estadios
ninfales. Su ciclo de desarrollo en general es lento, requiriendo varios meses para
completarse, el cual depende de la especie, la temperatura y humedad ambiental,
sumado a la provision de alimento. Las condiciones naturales éptimas para el desarrollo
se encuentran en zonas calidas secas, con temperaturas que oscilan entre los 15 y los
33° C (Reyes, 1994).

Los triatominos son insectos oviparos, depositando casi siempre sus huevos en la
tierra o en lugares de refugio. Los huevos se caracterizan por ser blancos, operculados,
elipticos de 1,5 - 2 mm. Después de cuatro semanas eclosiona una ninfa de primer

estadio que después de endurecer su cuticula procura alimentarse (Fig. N° 2). Las ninfas



se van alimentando y sufriendo mudas y el ciclo completo puede durar de 2 meses, en

Rhodnius spp., a 24 meses en P. geniculatus (Brisola, 2001).

Los cinco estadios ninfales tienen caracteristicas biolégicas semejantes a los
adultos (hemimetabolos), pero no tienen alas ni aparato reproductor desarrollado. Las
ninfas de primer estadio son de color café con conexivo de un solo color; las de segundo
estadio son semejantes y un poco mas grandes, y ambas tienen el margen posterior del
mesotorax recto o redondeado. El mesotérax y el metatérax de las de tercer estadio
presentan pequefas dilataciones postero-laterales que corresponden a primordios alares.
En el cuarto estadio estas dilataciones son mayores y las extremidades mesotoracicas
casi alcanzan las extremidades metatoracicas. Por Ultimo, en las ninfas de quinto estadio
los primordios alares mesotoracicos pasan los metatoracicos (Fig. N° 2). Son
hematéfagos obligados y capaces de succionar una cantidad de sangre
proporcionalmente muy grande respecto a su propio peso y usualmente una o dos
succiones completas son suficientes para una muda. Luego vuelven a sus refugios para la
digestion de la sangre, para mudar o poner huevos. Suelen tener una vida larga y en
general pueden resistir algunos meses en ayuno, en especial las ninfas de quinto estadio
(Brisola, 2001).

Los integrantes de la subfamilia Triatominae varian en tamafio corporal de 0,5 a
4,5 cm. siendo la mayoria de ellos de 2 - 3 cm. Los adultos poseen una cabeza alargada
de rostro recto con una probdéscide articulada que durante el reposo se encuentra doblada
por debajo de la cabeza. Posee un par de ojos complejos y otro par de ojos simples
llamados ocelos. ElI abdomen es relativamente ancho y aplanado dorsoventralmente, con
0 sin manchas en su margen lateral, bien caracteristico llamado conexivo. Las
caracteristicas del abdomen permiten distinguir ambos sexos (Fig. N° 3), ya que al
observar el borde posterior de éste, se presenta continuo en el macho e interrumpido en

la hembra, dejando ver el ovipositor (Brisola, 2001).

El térax es firme, duro y bien quitinizado; en él se distinguen un segmento anterior
0 pronoto, de forma trapezoidal, y uno posterior o escutelo, de aspecto triangular. Del
térax nacen dos pares de alas bien desarrolladas, de los cuales el primer par esta
constituido por hemiélitros que cierran extendidos uno sobre otro, cubriendo todo el
abdomen y sirviendo de proteccion para el segundo par de alas membranosas. Hay



especies apteras, como Triatoma porteri y otras especies como Mepraia spinolai, en que
las hembras no poseen alas. Las patas pueden presentar manchas, cerdas y otras
estructuras Utiles para la identificacion. Los adultos tienen tres tarsomeros en casi todas

las especies y las ninfas siempre tienen dos (Reyes, 1994).

2.2.- Caracteristicas biol6gicas de T. infestans

El género Triatoma es el mas numeroso y abarca una treintena de especies. De
éstas T. infestans es la mas importante, debido a su cercania al &mbito humano y por ser
la mas adaptada al domicilio de las especies de vinchucas. Sin embargo, esta especie
también puede ser encontrada en ecotopos peridomiciliarios 0 mas extraflamente en
ecotopos silvestres. Se refugia en la profundidad de las grietas de las paredes en especial
aquellas hechas de adobe, techos y lugares oscuros o en sitios similares asociados al
domicilio como gallineros y corrales de animales. En el &mbito domiciliario, T. infestans se
comporta como un insecto nocturno, que s6lo abandona su refugio en la noche o cuando
hay oscuridad suficiente para atacar a las personas y animales mientras duermen;
durante el dia se refugia en las grietas, muebles o prendas de ropa. En los focos
extradomiciliarios, o colonias de mas reciente localizacion en las viviendas, se muestra

mas agresivo, atacando en horas crepusculares o aun diurnas (Reyes, 1994).

Su ciclo de desarrollo demora de ocho a nueve meses cuando las condiciones son
favorables. Los adultos viven alrededor de dieciocho meses y tienen considerable

resistencia al ayuno, en promedio siete meses (Reyes, 1994).

Las hembras poseen un largo corporal de 26 a 29 mm y de 8.5 a 10 mm de ancho
a nivel del abdomen. Los machos son mas pequefios, midiendo de 21 a 26 mm. de largo
con un ancho a nivel abdominal similar a las hembras (Rey, 2001). El pronoto es brillante,
uniformemente negro y con pequefios tubérculos (Lent y Wygodzinsky, 1979). El pronoto
de los machos mide de 5.5 a 6.5 mm y en las hembras mide de 6 a 6.5 mm. (Rey. 2001).
La cobertura corporal es principalmente negra y levemente rugosa, en algunos casos es
café oscuro, con manchas amarillas en extremidades y conexivo (Lent y Wygodzinsky,
1979).



La cabeza es negra y delicadamente rugosa. Su longitud es del doble de la
distancia entre ambos ojos compuestos y la region ante-ocular es tres veces mas larga
que la post-ocular. Los tubérculos anteniferos estan situados en la mitad de la regién
ante-ocular. El rostro es oscuro y en algunas regiones mas claro en relaciéon al resto de la

cabeza.

El escutelo es enteramente negro, fuertemente rugoso con una depresién central
distintiva. El proceso posterior del escutelo es elongado, conico, amplio en la base y mas
fino en la punta. Los hemiélitros son de color café oscuro, con el corio (porcién basal)
casi negro. La porcion membranosa de los hemiélitros es café, pero mas clara que el
corio. Las nervaduras de la porcion membranosa son oscuras y marcadas. Las
extremidades o patas son negras, con la base del fémur levemente amarilla y en algunos
especimenes existe un anillo amarillo en la tibia. El abdomen es café oscuro a negro
estriado transversalmente; en su porcion ventral es convexo, muy delgado y ligeramente
aplanado en forma longitudinal a lo largo de la porcién media. El conexivo es negro y cada
segmento tiene largos puntos amarillos (Lent y Wygodzinsky, 1979).

2.3.- Triatominos en América

En diferentes regiones de América Latina, los programas de control lograron
disminuir la densidad de las poblaciones de los vectores primarios a valores inferiores al
nivel critico de transmision vectorial, gracias a estrategias tales como la Iniciativa del
Cono Sur. Sin embargo, los triatominos tienen un comportamiento oportunista y son
capaces de dispersarse y colonizar habitats mas estables, tales como el nicho vacante
que se origina cuando los vectores domésticos son eliminados. Asimismo, algunos
vectores silvestres pueden invadir el domicilio y el peri-domicilio como resultado de una
reduccion de sus fuentes naturales de alimentacion causada por la accion antrépica (Bar
et al., 2005).

Se distribuyen en un area que se extiende desde el paralelo 43° de latitud norte
(sur de California), hasta el paralelo 49° latitud sur (regién central de Argentina). En esta
extensa region, prevalecen las condiciones ecolégicas favorables para la transmisiéon y la

mantencion de esta enfermedad (Atias y Apt, 1994).



Los Triatominos pertenecen al orden Hemiptera, el cual se divide en dos sub-
ordenes: Homoptera y Heteroptera. Dentro de éste Ultimo se encuentra la familia
Reduviidae, la que incluye a la sub-familia Triatominae. Podemos diferenciar los tres
géneros mas importantes de esta sub-familia que son: Panstrongylus, Rhodnius y
Triatoma, a través de la posicién de los tubérculos anteniferos, que se encuentran en la
base de las antenas, en la region anteocular (Fig. N° 4). En el caso de Panstrongylus
éstos se ubican préximos a los 0jos y poseen una cabeza corta; en Triatoma estan
ubicados en la porcion media de la region anteocular y en Rhodnius los tubérculos estan

préximos a la extremidad anterior de la cabeza, que es larga y estrecha (Brisola, 2001).

La subfamilia Triatominae esta actualmente compuesta por 137 especies, donde
los géneros Panstrongylus, Triatoma y Rhodnius, son los mas numerosos (Magalhaes dos

Santos et al., 2003). De estas especies, 105 se conocen sélo en América (Cristi, 2001).

En general, las especies de triatominos tienen la tendencia a ocupar una zona
geogréfica discreta, y generalmente las discontinuidades es su distribuciéon se pueden
atribuir a la dispersién pasiva en asociacién con un hospedero vertebrado migratorio. La
dispersién activa de los triatominos ocurre por desplazamiento terrestre en todos los
estados ninfales e imagos y también por el vuelo, en el caso de los adultos (Bacigalupo et
al., 2006).

La mayoria de las especies de triatominos ocupan habitats principalmente
silvestres, en asociacion estrecha con sus hospederos vertebrados. Dichos hébitats
incluyen diferentes tipos de nidos, madrigueras, pilas de rocas, arboles huecos, cuevas,
troncos y hojas de arboles, especialmente palmeras. Algunas especies también invaden y
colonizan los habitats peridomésticos (gallineros y corrales) y otras como Triatoma
infestans, han realizado la transicién para colonizar las viviendas humanas, especialmente
habitaciones rurales tipicas de las zonas mas pobres de Latinoamérica (Bacigalupo et al.,
2006).

Todas las especies de triatominos se consideran potencialmente vectoras de la
enfermedad de Chagas, sin embargo, diversos factores pueden determinar su capacidad
vectorial. Los habitats del peridomicilio de los triatominos son una fuente potencial de
infestacién o reinfestacién del domicilio y que de acuerdo al tipo de habitat y fauna



relacionada con ellos, puede construirse una cadena ecolégica de importancia para la

sobrevivencia y reproduccion del vector y la transmisién del parasito (Soto et al., 2007).

T. infestans es el principal vector de T. cruzi en el cono sur de América, el cual
esta presente casi exclusivamente en habitat domésticos o peridomésticos, presentando
en forma excepcional poblaciones silvestres (Dujardin et al, 1999a). La transmisién de T.
cruzi a humanos ocurre principalmente en estos ambientes como resultado de la
interaccion entre triatominos domésticos y mamiferos domésticos. Los sitios
peridomeésticos son la fuente mas importante de T. infestans que reinvaden los domicilios
después de la pulverizacion de insecticidas (Schachter- Broide et al., 2004). Este vector,
cuyo habitat corresponde principalmente a viviendas rurales precarias, ha invadido los
alrededores de las zonas urbanas, debido a la migracion poblacional desde estas zonas
(Atias y Apt, 1994).

T. infestans tiene una amplia distribucién geografica, que abarca los siguientes
paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Peru, Ecuador, Paraguay, Uruguay y Chile (Henriquez et
al., 2007). Existen otras especies de triatominos vectores de la Enfermedad de Chagas en
América las que presentan una variada distribucién geogréafica en el continente (Cristi,
2001). Triatoma dimidiata es una de las tres especies vectoras mas importantes para la
enfermedad de Chagas. Se presenta en México, América Central, Colombia, Venezuela,
Ecuador y Peru. A lo largo de su rango de distribucién, esta especie muestra una alta
variabilidad en su comportamiento intradomiciliario (Bustamante et al., 2004). La variedad
de habitats ocupados por T. dimidiata junto con el potencial de reinfestacion desde
lugares selvaticos después de la aplicacion de medidas de intervencion del vector, hacen
su control dificil en América Central (Calderén et al., 2005). Rhodnius prolixus es de gran
importancia en la transmision de T. cruzi al hombre en el norte de América del sur y en
algunos paises de América Central, colonizando domicilios en grandes cantidades y
también palmeras. Ha sido encontrado en varios ambientes silvestres de Brasil, sin

descartar la posibilidad de adaptacion al domicilio (Brisola, 2001).

Otras especies de importancia son las del género Panstrongylus, que esta
compuesto por 13 especies ampliamente distribuidas en hébitats selvéticos, peri-
domésticos y domeésticos de las regiones neotropicales. Estas especies son vectoras de la

enfermedad de Chagas y consecuentemente se encuentran asociadas con muchos



hospederos, como aves y mamiferos. El interés en las especies de este género ha
aumentado en los Ultimos afos; reportes de muchos autores indican que estos
triatominos invaden y colonizan casas, incrementando su importancia epidemiolégica
(Magalhaes dos Santos et al., 2003). Dentro de estas especies se encuentra
Panstrongylus megistus, en Brasil y sus paises vecinos, predominando en las regiones
mas humedas del noreste. Ha sido encontrado en domicilios y peri-domicilios y en
ambientes silvestres. Es un buen hospedero de T. cruzi y ha sido desplazado de las casas
por T. infestans; sin embargo, cuando éste es eliminado, reinvade los domicilios (Brisola,
2001).

En los paises del Cono Sur la transmisién vectorial de T. cruzi por T. infestans ha
sido interrumpida en Uruguay, en 1997, y en Chile, en 1999. Asimismo, el area de
distribucion de T. infestans ha disminuido significativamente en Argentina y Brasil, y
existen progresos en el control vectorial en Bolivia y Paraguay. Si bien T. infestans es el
principal vector de T. cruzi en los paises del Cono Sur, y se espera su eliminacion debido
a sus caracteristicas casi exclusivamente domiciliarias, el control de otras especies
selvéticas que invaden la vivienda, tales como Triatoma brasiliensis, Triatoma sordida, o
P. megistus, indica que las acciones de aplicacién de insecticidas para el control de esas
especies de triatominos seran todavia una necesidad, aunque se elimine T. infestans. Lo
mismo ocurriria en el norte de Sudamérica, en Colombia y Venezuela, donde el principal
vector es Rhodnius prolixus, especie que, en esa area geografica, es considerada
selvatica y que invade la vivienda. En Centroameérica, aun cuando se elimine R. prolixus,
especie considerada intradomiciliaria en esta subregién, la existencia de T. dimidiata,
especie selvatica que invade la vivienda y que se encuentra aun en la periferia de
ciudades capitales, como Tegucigalpa y Managua, sugiere que las acciones de control

deberan tener una duracién indefinida (Schmunis y Pinto, 2000).
2.4.- Triatominos en Chile
En Chile, se describen tres vectores de la enfermedad de Chagas: el doméstico, T.

infestans, y dos silvestres, Mepraia spinolai y Mepraia gajardoi (Canals et al., 2000;
Carvajal et al., 2007).



El area endémica de estos vectores en nuestro pais, se extiende desde el paralelo
18° (Region de Arica-Parinacota) en la zona norte hasta el paralelo 34° (Region del
Libertador Bernardo O’higgins) (Atias y Apt, 1994).

T. infestans estd asociado a viviendas rurales, particularmente aquellas con
paredes de barro y paja, pero se ha encontrado eventualmente en condiciones silvestres,
en intersticios de paredes de piedras, entre 0 bajo rocas, asociada a arboles, bajo la
corteza; en guaridas, madrigueras o nidos de varios animales, como marsupiales,

roedores o aves (Bacigalupo et al., 2006).

Por su parte, M. spinolai, que es una especie caracterizada como silvestre, ha sido
encontrada entre piedras, grietas de rocas, sitios de descanso de diferentes mamiferos
como zorros, conejos, liebres, vizcachas, otros roedores, marsupiales y en corrales de
animales domeésticos. Existen algunos antecedentes que sindican a esta especie como
colonizadora de viviendas rurales (Bacigalupo et al., 2006). En nuestro pais esta especie

se distribuye entre los 22° S y los 33° S (Campos et al., 2007).

Aunque en el perfil alimentario de M. spinolai, no es significativa la participacion de
sangre humana y se le considere por tanto un vector poco importante en la transmisién de
T. cruzi (dada esta condicibn menos cercana al hombre) los insectos pueden alcanzar
grandes densidades poblacionales en las cercanias de las viviendas, lo cual sugiere un
incremento del riesgo de transmision de la enfermedad de Chagas (Botto-Mahan et al.,
2005).

En nuestro pais tanto M. spinolai como T. infestans pueden estar naturalmente
infectadas con T. cruzi. Indices trypano-triatomino de 41 % han sido reportados para T.
infestans y de 43 % para M. spinolai, los que han sido estimados en base a resultados de
ensayos de PCR (Polymerase chain reaction), los que indican positividad a T. cruzi de los

triatominos (Bacigalupo et al., 2006).

M. spinolai es un insecto de habitos diurnos, mientras que T. infestans es
nocturno. Ambas especies muestran preferencias similares por micro-ambientes
templados (24° C) y son capaces de sobrevivir en el entorno de las viviendas humanas.
Ambas especies se pueden alimentar de sangre de seres humanos. A pesar de estas

similitudes, la significancia epidemiolégica de estas dos especies es muy diferente.



Estimaciones epidemioldgicas sugieren que M. spinolai es responsable por sélo 0,64 a 5,8
% de todos los casos de enfermedad de Chagas en las regiones endémicas de Chile
(Canals et al., 1999).

Mepraia gajardoi ha sido recientemente descrita como una especie distinta a M.
spinolai (Botto-Mahan et al., 2008). Habita playas y desiertos costeros de la primera y
segunda regién de Chile (Carvajal et al., 2007) alimentandose de aves marinas,
mamiferos marinos y reptiles (Frias, 2004; Botto-Mahan et al., 2008 ). Existe evidencia,
basada en andlisis moleculares, que indican que M. gajardoi esta naturalmente infectada
con T. cruzi. El porcentaje de individuos infectados, con un indice Trypano/triatomino de
un 19,2%, es similar a lo observado en Mepraia spinolai en otras investigaciones (Carvajal
et al., 2007).

3.- Morfometria Geométrica

La morfometria es el estudio de la variacion de la forma y su covariacion con otras
variables. Tradicionalmente se han utilizado técnicas morfométricas clasicas en los
estudios de relaciones filogeograficas de diferentes especies, las que se basan
principalmente en la medicién de valores lineales, como la longitud y ancho, entre
estructuras constantes, las cuales no logran conservar a través de sus metodologias de
analisis las formas geométricas de los componentes anatdmicos. Es por esto que se ha
desarrollado la técnica de morfometria geométrica, la cual permite, mediante una serie de
procedimientos, capturar estas estructuras o puntos de referencia en coordenadas sobre
un plano cartesiano, haciendo posible su andlisis y comparacién entre estadios y
diferentes grupos poblacionales, aportando informacién relevante del origen geogréfico de
éstas; también puede servir de marcador de la adaptacion al medio ambiente entre otras
ventajas (Jaramillo et al., 2002; Adams et al., 2004). Esta técnica toma en cuenta toda la
informacién con respecto a las relaciones espaciales entre los puntos de referencia o

landmarks, lo cual entrega un gran poder estadistico al método (Gumiel et al., 2003).

La morfometria se subdivide en Morfometria Tradicional (uso de distancias entre
puntos de referencia) y Morfometria Geométrica (uso de coordenadas de los puntos de
referencia). Ambas tienen un concepto en comun, la alometria, que es el cambio de

conformacion que deriva del cambio de tamafio. La morfometria geométrica se interesa



principalmente en los caracteres continuos, es decir, de aquellos que resultan de
mediciones (distancia entre dos puntos) o de colecta de coordenadas (situacion de un
punto en un sistema de ejes). Los caracteres continuos son variables que toman todos los
valores entre dos extremos de manera que son posibles una infinidad de fenotipos, como

por ejemplo el tamafo o peso (Dujardin, 2000).

Uno de los problemas que presenta la morfometria tradicional yace en que muchas
veces las mediciones se realizan sobre puntos que no presentan una gran homologia
entre ellos, siendo dificil su comparacién. Ademas estas mediciones pueden ser obtenidas
desde estructuras de diferente forma que, sin embargo, presentan valores similares de
largo y ancho, pero como la morfometria tradicional no es capaz de conservar la
geometria de la estructura, se pierde informacion con respecto a la forma (Adams et al.,
2004).

Una de las ventajas de la morfometria geométrica sobre la morfometria tradicional,
es que es posible observar los cambios de conformacion. Se pueden visualizar a través
de las rejillas de deformacion o "placas delgadas" ("thin-plate splines"), en relacién a todos
los pardmetros imaginables: grupos taxondémicos, sexos, estadios de desarrollo,
localidades geogréficas, asociaciones ecoldgicas, altitudes, temperaturas, etc. Un ejemplo
muy interesante es la posibilidad de visualizar los cambios de conformacion en funcién a
los cambios de tamafo; es decir, se pueden visualizar los cambios alométricos que
surgen durante el crecimiento. Asi, la morfometria geométrica permite visualizar uno de
los conceptos mas importantes en morfometria: el efecto del crecimiento sobre la

conformacion de una estructura anatomica (Dujardin, 2000).

Como todo nuevo método, la morfometria geométrica también tiene sus
desventajas. Una de ellas es que los programas de andlisis, por el momento, no permiten
eliminar el efecto de los cambios alométricos entre individuos. Otra desventaja comun,
pero remediable, es que la morfometria geométrica no permite incluir en el mismo analisis
dos estructuras articuladas por ejemplo fémur y tibia, por tanto los puntos de referencia
deben limitarse a los margenes de una estructura rigida, no compuesta o articulada. La
morfometria tradicional, que no necesita conocer la posicién relativa de los puntos
homologos, permite incluir facilmente en un solo andlisis mediciones de diferentes

organos siendo una de las razones, por la cual la morfometria tradicional sigue siendo



indispensable. Otra desventaja es que la morfometria geométrica requiere para realizar el

analisis un mayor numero de individuos que la morfometria tradicional (Dujardin, 2000).

3.1.- Contribucién ambiental y genética a la variacion métrica

El ambiente actla sobre la variacion morfolégica produciendo modificaciones
heredables del fenotipo. Las primeras modificaciones que resultan de la separacion
geogréafica son cambios en los caracteres cuantitativos donde la morfometria tiene un
lugar privilegiado dentro de las técnicas que permiten explorar la microevolucién. En la
mayoria de los casos, se desconoce la determinacidon que los genes tienen sobre los
caracteres fenotipicos para las poblaciones estudiadas y muchas veces se desconoce
ademas su heredabilidad, por lo cual es dificil saber si las diferencias métricas entre dos
poblaciones geograficamente separadas se han producido por factores mas alla de los
ambientales (Dujardin, 2000).

Existen por lo menos dos métodos para dilucidar esta problematica; el primero
intenta eliminar las variaciones ambientales con la premisa de que si persisten las
diferencias o si aparecen nuevas diferencias en un mismo ambiente, dichas variaciones
probablemente reflejan variaciones genéticas, mientras que el segundo método se basa
en que la silueta de un individuo, el perfil de una estructura anatémica, el aspecto de una
configuracion de puntos homologos, son caracteres menos influenciados por el ambiente
gque su tamafo, y como consecuencia mas idoneos para estudiar procesos evolutivos. En
esta hipotesis, para un caracter independiente del tamafio como puede ser forma o
conformacion, la variacion genética seria mas importante que la variacion ambiental para
explicar la variaciéon fenotipica, mientras que el tamafio seria una variable facilmente
modificada por factores externos. La morfometria puede examinar, estudiando
separadamente la variacion métrica dependiente del tamafio y la variacion independiente
del tamario (Dujardin, 2000).

El tamafio de un individuo puede cambiar como respuesta fisiolégica a cambios
ambientales como la alimentacién, asi como en respuesta a cambios genéticos inducidos
por seleccion o mutacion. La variable tamafio puede tener dos significaciones biologicas.
Una se refiere al cambio de tamafio atribuible a diferencias de crecimiento siendo un

cambio fisiolégico inducido por el ambiente, en este caso los individuos en los primeros



estadios ninfales serian de igual tamafio, pero producirian adultos diferentes. La otra
significacion atribuible a la variacion del tamafio es genética y se debe al cambio
evolutivo. Son diferencias entre especies, pero también entre poblaciones geograficas u
otras que estan en vias de especiacion, donde los individuos son de mayor o menor
tamafo dado que éste esta determinado genéticamente de esa forma. Estos dos efectos
producen variaciones de tamafio que no son necesariamente similares, porque tienen
repercusiones sobre 6rganos diferentes o en un mismo érgano sobre rasgos diferentes.
Asi, la morfometria se basa en ciertos modelos matematicos para reconocer las causas

del cambio de tamafio (Dujardin, 2000).

Lo que se busca en morfometria, ya sea tradicional o geométrica, no es solamente
definir la conformacion de un individuo o de una estructura anatémica, sino también
obtener una representacion que sea estable, libre de las variaciones fisiologicas del
tamano, siendo la variacion individual la més importante, ya que esta tiene una fuerte
influencia del medio ambiente en que se desarrolla el individuo, por lo cual se debe
diferenciar este cambio de tamafio del que resulta de causas genéticas o evolutivas.
(Dujardin, 2000).

Existen dos modelos matematicos del cambio de tamafio, llamados cambio de
tamafo alométrico y cambio de tamafio isométrico. EI cambio isométrico resulta de la
multiplicacion por un mismo coeficiente de todas las dimensiones, donde la geometria de
la estructura no cambia, pero su tamafio aumenta. En el cambio isométrico las
proporciones no son alteradas. El cambio alométrico, resulta de la multiplicacién de cada
dimensién por un coeficiente diferente, provocando que exista un aumento de tamafo, sin
embargo, las proporciones no son las mismas, tomando la estructura una conformacion o
silueta diferente. Las variables de conformacion corresponden aquellas variables libres del
cambio isométrico mientras que las variables de forma a las variables libres de cambios

alométricos (Dujardin, 2000).

En el crecimiento de los organismos vivos, los cambios exclusivamente
isométricos son excepcionales, siendo el cambio alométrico el mas comun. La eliminacion
del cambio isométrico de por si no tiene mucho sentido biolégico, pero puede servir para
producir una reduccién secundaria, a veces importante, de los cambios alométricos. Asi,

las variables de conformacién pueden ser muy proximas a las verdaderas variables de



forma, las que se consiguen cuando se elimina la alometria. Los métodos que eliminan la
influencia del tamafio isométrico se pueden subdividir segun el enfoque en métodos
univariados o multivariados. En ambos, se trata de crear nuevas variables, llamadas
variables de conformacion a partir de las variables iniciales (Dujardin, 2000; Jaramillo et
al., 2002).

Cuando se elimina el tamafio alométrico, se crean nuevas variables de forma. La
forma, a diferencia de la conformacién, no esta influenciada por el modo de crecer de los
individuos. Esto no significa que las diferencias de forma, cuando existen, no contengan
también diferencias de tamafio, pero en este caso son componentes isométricos del

cambio de tamafio (Dujardin, 2000).

3.2.- Puntos de Referencia

Como se mencioné anteriormente, los puntos homologos, representan partes
facilmente identificables del cuerpo y que son constantes de un individuo a otro de una

misma especie o de diferentes especies (Dujardin, 2000).

Estos puntos deben tener un elevado grado de homologia. Se han realizado
clasificaciones de los puntos homologos en tres tipos, en funcién de sus cualidades
decrecientes. Los puntos Tipo | corresponden a puntos que matematicamente presentan
una gran homologia de un caso a otro y que estan avalados por fuertes evidencias, tales
como la histologia, por ejemplo en el caso de patrones locales de yuxtaposicion entre dos
tejidos diferentes. Los de Tipo Il son puntos que sélo presentan homologia en un sentido
geométrico o mateméatico como por ejemplo el punto maximo de una de linea curva, sin
un respaldo histolégico. Por dltimo los de Tipo Ill son puntos que tienen a lo menos una
coordenada deficiente, por ejemplo el fin de un didmetro o bien el fin de una concavidad.
Estos puntos caracterizan mas la regiéon de una forma determinada que un punto exacto.
Los procedimientos multivariados de la morfometria geométrica les permiten ser tratados
como puntos homoélogos en algunos analisis, pero la deficiencia que ellos presentan debe
ser considerada en el curso de la interpretacion de los resultados obtenidos en las

investigaciones morfométricas (Bookstein, 1990a).



Es muy importante elegir puntos claramente definidos, de tipo | si es posible, para
tener una mayor probabilidad de captar, a través de las mediciones, la verdadera

organizacion genética del organismo (Dujardin, 2000).

3.3.- Métodos de analisis

3.3.1.- Obtencion de coordenadas y variables de conformacion

Para la obtencion de estos puntos se requiere del uso de una camara translicida,
la cual permite proyectar una imagen en dimensiones mayores a las dimensiones reales.
Si los puntos de referencia son correctamente reproducidos, este método reduce el efecto
de pequefios errores de mediciéon, y la ampliacion adicional mejora la exactitud. Otro
medio es tomar una fotografia permitiendo una mejoria de la calidad, obteniendo las
mediciones o coordenadas directamente desde ellas. Cada punto corresponde a una
coordenada, las que permiten en su conjunto reproducir el contorno o configuracion del
objeto estudiado. A partir de esta configuracion, los programas computacionales de
morfometria geométrica permiten remover el tamafio isométrico y crear las variables (y
luego componentes) de conformacion correspondientes. Los componentes de
conformacion cuantifican las deformaciones o warps, que quedan después de remover el
tamano isométrico entre la configuracién de un individuo y una configuracion consenso o
referencia (Dujardin, 2000, Mojica et al., 2005).

El tamafo isométrico, en morfometria geométrica, se denomina tamafio centroide
(ctr), el cual corresponde a la raiz cuadrada de la suma de las distancias elevadas al
cuadrado entre el centro de gravedad de la estructura, llamado centroide, y los puntos
homélogos que la definen. El analisis de los componentes principales derivados de las
coordenadas residuales no informa de manera visual sobre los desplazamientos de los
puntos homodlogos entre individuos o grupos. Para observar los puntos homélogos,
después de la normalizacion por el tamafio centroide, se deben proyectar sobre un plano
cuadriculado (placa delgada) para ver las deformaciones. Esta placa delgada se deforma
luego para hacer coincidir los puntos homélogos del objeto de referencia con los del
objeto comparado (Dujardin, 2000; Jaramillo et al., 2002).



Para realizar el andlisis de componentes principales es necesario obtener una
tabla a partir de la matriz de coordenadas, la cual contiene los componentes de
conformacion o weight matrix, los cuales se presentan como variables uniformes y no
uniformes. El cambio uniforme se define siempre con dos variables, Ul y U2, mientras el
cambio no uniforme se expresa por un nimero de variables, X1, Y1, X2, Y2, etc., que
depende del nimero de puntos homologos. Los componentes de cambio uniforme y no
uniforme se expresan en las rejas de deformacién o partial warps (Bookstein, 1990b;
Dujardin, 2000, Adams et al., 2004; Soto et al., 2007).

El componente uniforme se refiere a los cambios globales que afectan todos los
puntos de referencia de una manera rigida, modificando la estructura sin alteracién de sus
paralelismos. Por el contrario los cambios no uniformes resultan de deformaciones locales
de la estructura bioldgica produciendo distorsiones respecto de la estructura de referencia
afectando el paralelismo de la rejilla. Se deben entender como una descomposicion

matematica de la conformacion (Bookstein, 1990b; Dujardin, 2000, Mojica et al., 2005).

3.3.2.- Andlisis Multivariados

Una vez obtenidos el tamafio centroide y los componentes de conformacion, se
realiza a partir de ellos un analisis multivariado, en el cual las variables iniciales se retnen
en nuevas variables, combinando la informacion de la totalidad de las medidas de los
caracteres en pocos factores. Las nuevas variables se denominan componentes
principales para el Analisis de Componentes Principales (ACP) y funciones
discriminantes o variables candnicas para el Analisis Discriminante (AD). Estas nuevas
variables tienen dos ventajas decisivas, ya que por su construccién matematica no estan
correlacionadas entre si, y frecuentemente se utilizan sélo los dos primeros factores, que

son los que entregan mayor informacion (Dujardin, 2000).

Analisis de Componentes Principales

Se define como una rotacion rigida de los ejes que representan las variables que
definen a los individuos. En este analisis, los primeros factores son los componentes
principales uno y dos (CP1 y CP2), generalmente correspondiendo el primero (CP1) a la

variable tamafio y el segundo (CP2) a la variable forma. ElI ACP no compara grupos sino



individuos. Este andlisis produce factores que dan cuenta del rango maximo de la
variacion generada por la totalidad de los individuos, sin tomar en cuenta su pertenencia a
tal o cual grupo. Como estos componentes principales son independientes, se los puede
utilizar como coordenadas cartesianas para proyectar a los individuos en un espacio de
dos dimensiones. En esta representacion, generalmente ilustrada con los dos primeros
componentes principales (CP1 y CP2), los individuos son puntos mas o menos agregados
que forman nubes. Los puntos se pueden identificar después del andlisis, y los grupos
cuestionados pueden ser representados como poligonos, determinados por las lineas que
conectan a los individuos mas externos dentro de cada grupo (Dujardin, 2000; Calderén et
al.; 2005).

El ACP genera un modelo del crecimiento de los individuos a través de su primer
componente principal, el que representa la direccién del crecimiento entre individuos y
que es un buen estimador del tamafio global. Se le llama global porque no se hace aqui la
distincién entre diferencias de tamafio debidas a diferencias de crecimiento o a diferencias
evolutivas. Este componente se puede comparar de un grupo al otro, pudiendo realizarse
estudios comparativos de alometria. Por otra parte, si el CP1, como vector principal de
crecimiento, logra definir completamente este crecimiento, su remocion permite estudiar el

resto de la variacion métrica, es decir la forma (Dujardin, 2000; Bustamante et al., 2004).

Para una variable, se habla de isometria cuando su crecimiento tiene la misma
velocidad que la del crecimiento global. En el caso te6rico de un cambio global isométrico,
todos los coeficientes tendrian el mismo valor para cada variable. Hay que distinguir la
alometria de crecimiento (ontogénica) de la alometria estatica y alometria evolutiva. La
alometria ontogénica es la tasa relativa de crecimiento de los 6rganos en el proceso de
maduracion del organismo, del estadio juvenil al estadio adulto. Mientras crece el
organismo cambia también su conformacién. Para los insectos, esta alometria se calcula
incluyendo varios estados de desarrollo en el andlisis. La alometria estatica se refiere a la
comparacion entre individuos de un mismo estadio de desarrollo. Entre ellos, se puede
observar el crecimiento de los érganos en relacion a la diferencia de tamafio. Es
generalmente un buen estimador de la alometria ontogénica, o de crecimiento. La
alometria evolutiva también compara individuos del mismo estadio de desarrollo, pero

ellos pertenecen a especies diferentes (Dujardin, 2000).



Analisis discriminante

El Andlisis Discriminante genera factores independientes, no correlacionados
entre si, sobre los cuales los individuos se pueden proyectar en un gréfico de dos (o tres)
dimensiones o “mapa factorial”. Estos factores son los llamados “factores o funciones
discriminantes (FD) ” o “ variables candnicas (CV)". Su objetivo es separar los grupos
definidos previamente por el observador guardando, sin embargo, una ausencia total de
correlacion entre los factores. La diferencia fundamental con el andlisis de componentes
principales, es que el analisis discriminante, compara grupos, no individuos. Su objetivo
no es, como lo puede hacer especificamente el ACP, de cuestionar los grupos definidos
previamente por el observador, sino separarlos. Para este fin, el analisis busca el valor

maximo de la varianza intra-grupo sobre la varianza inter-grupo (Dujardin, 2000).

Debido a que el analisis discriminante basa sus célculos sobre los grupos definidos
por el observador, es decir sobre las matrices de dispersién individuales, el analisis
discriminante es mas exigente en cuanto al numero de individuos por grupo.
Prudentemente se debe admitir un nimero de variables que no sea superior a la mitad del
namero de los individuos en el grupo mas pequefio. El nimero de factores discriminantes
producidos corresponde generalmente al nidmero de grupos menos uno. Ademas si
consideramos un nuevo individuo, de grupo desconocido, se pueden utilizar las funciones
discriminantes para clasificarlo en el grupo mas probable. En otras palabras, el AD puede
proponer una clasificacion para todos los individuos, tanto los utilizados en el analisis
como de otros. Su clasificacién puede ser comparada con la clasificacion observada, y el
grado de concordancia estima el valor discriminante del andlisis (Dujardin, 2000).

La presente memoria de titulo establece un referente de las caracteristicas
morfomeétricas de las cabezas de individuos de T. infestans de diferentes estadios de
desarrollo mantenidos en condiciones de laboratorio mediante la técnica de Morfometria
Geomeétrica, con el cual, a futuro, se compararan datos obtenidos de especimenes
capturados tanto en el ambito domiciliar como silvestre, buscando establecer diferencias o

similitudes entre estas poblaciones.



II.- OBJETIVOS

1.- Objetivo general

Caracterizar mediante morfometria geométrica, cabezas de imagos y estadios ninfales IV

y V de T. infestans mantenidos en condiciones de laboratorio.

2.- Objetivos especificos

e Establecer las caracteristicas morfologicas mas relevantes de cabezas de imagos

y ninfas de estadios IV y V.

e Comparar morfométricamente las cabezas de los distintos estadios de desarrollo
de T. infestans.

e Generar un referente de caracteristicas morfolégicas estandar de cabezas de
imagos y ninfas que permita realizar comparaciones posteriores con especimenes

obtenidos desde distintos ambientes.

lIl.- MATERIAL Y METODO

1.- Materiales

Para la realizacion de esta memoria se utilizaron triatominos de la especie T.
infestans del Laboratorio de la Unidad Docente de Parasitologia de la Facultad de
Medicina Campus Occidente de la Universidad de Chile, los que fueron mantenidos bajo
condiciones de laboratorio (25 °C, 45% humedad relativa y alimentados con sangre de
gallina). Estos provienen de especimenes capturados en domicilios de la IV region en el
afio 1960, por lo cual corresponden aproximadamente a la generaciéon nimero cuarenta y

ocho, considerando en promedio un afio por generacion.

El tamafio muestral estuvo dado por las exigencias del analisis. En el caso de
morfometria geométrica, cada punto de referencia posee dos variables correspondientes

a las coordenadas sobre la ordenada y la abscisa (X, y), por esto se deben utilizar cuatro



veces mas individuos que puntos de referencia (Dujardin, 2000; Mojica et al., 2005). Por
lo tanto, dado que se utilizaron cinco puntos, se requirid de un minimo muestral de 20

ejemplares por estadio.

Se estudiaron un total de 200 muestras, correspondiendo a 50 ninfas de estadio
IV, 50 ninfas de estadio V, 50 imagos hembra y 50 imagos macho. Para la diferenciacién
de estadios ninfales se recurrié a la clave de caracterizacion de Brewer et al. (1981), de
estadios ninfales de T. infestans. Esta clave se basa en la presencia y caracteristicas de
las pterotecas mesotonales, que son estructuras ubicadas en el térax (Fig. N° 5). Cabe
sefalar que sdélo en el estadio adulto es posible diferenciar ambos sexos mediante la
observacion del borde posterior de la region abdominal (Lent y Wygodzinsky, 1979), por lo

cual los estadios ninfales se estudiaron sin diferenciacién por sexo.

Cada individuo fue seleccionado al azar, correspondiendo cada uno a una
muestra (cabeza). Una vez seleccionados y separados por estadio, las muestras fueron
fijadas mediante alfileres a nivel toracico a un trozo de plumavit y enumeradas en forma
correlativa segun el estadio correspondiente. Las claves de identificacion fueron las
siguientes:

IV . cuarto estadio; n: niUmero correlativo de muestra (1 a 50).
V . quinto estadio; n: numero correlativo de muestra (1 a 50).
H . hembra adulto; n: nUmero correlativo de muestra (1 a 50).

M .. macho adulto; n: nUmero correlativo de muestra (1 a 50).

2.- Método

Cada una de las muestras se observé a través de lupa estereoscoOpica con camara
fotografica incorporada. La lupa estaba conectada a su vez a un computador, permitiendo

capturar la imagen de cada muestra.

El grupo de “landmarks” o puntos homélogos utilizados, fueron diferentes para
adultos y ninfas, pero en ambos casos correspondieron a la mitad derecha de la cabeza.
Para los adultos se utilizaron el nacimiento del ocelo en su borde posterior (landmark 1),

el nacimiento del borde posterior del ojo compuesto (landmark 2), el nacimiento del borde



anterior del ojo compuesto (landmark 3), el punto de insercién interno de la antena en el
rostro (landmark 4) y el punto de insercion de la probdscide en el rostro (landmark 5).
Para los estadios ninfales IV y V se utilizaron los mismos landmarks a excepcion del
primero, ya que estas estructuras no se encuentran desarrolladas, por lo cual fueron
reemplazadas por el punto de unién entre el cuello y la cabeza (Fig. N° 6). Para poder
realizar una comparacion entre adultos y ninfas se realiz6 un segundo muestreo, en el
cual el primer landmark del grupo de los imagos se reemplazé por el primer landmark del
grupo de las ninfas. Este punto permitié establecer una imagen de la zona post-ocular,

completando el borde posterior de la cabeza y haciéndolo comparable con las ninfas.

Los landmarks se determinaron en base a referentes bibliograficos basados en
estudios de los géneros Triatoma y Panstrongylus mediante morfometria geométrica de
cabezas, los cuales han utilizado los puntos anteriormente nombrados para este estudio
(Jaramillo et al., 2002; Bustamante et al., 2004; Calderdn et al., 2005).

Luego se procedié a importar las fotografias anteriormente tomadas a través del
programa TPSdig (Thin-plate spline Digitalizador version 2.12, 2008), el cual permitio
ingresar la informacion al sistema computacional, obteniendo los puntos homdlogos y

transformandolos en coordenadas (Rholf, 2008).

Posteriormente se analizaron los datos (landmarks) a través del programa TPSreg
(Thin-plate spline Regresion version 1.35, 2008). Este programa se utiliz6 para la
determinacion del tamafio centroide y ademas para explorar la relacion entre forma y una
0 mas variables independientes, que en este caso correspondieron al mismo tamafio
centroide. El programa TPSregr (Rholf, 2008) generd las rejas de deformacion que

mostraron en este caso, la variacion de la forma con respecto al tamafio centroide.

A continuacion se realiz6 un nuevo analisis con el programa TPS Rel. (Thin-plate
spline Relative Warps Analisis version 1.46, 2008). Con este programa se obtuvieron las
configuraciones de consenso o conformacién promedio. Ademas, éste determiné los
factores que producen variaciones dentro de las rejas de deformacién (weight matrix)

generando los “partial warps” (Rholf, 2008).



Para finalizar se realizé el estudio estadistico con el programa JMP (JMP version
4.0 S.AS. Institute), el que efectué un analisis multivariado a partir de los datos y
resultados anteriores, el cual incluyé andlisis de componentes principales, analisis

discriminantes, analisis de prediccion y analisis de tamafio.

IV.- RESULTADOS

1) Andlisis de cabezas de ninfas de IV y V estadio e imagos machos y hembras de
T. infestans, utilizando el punto de unién entre cuello y cabeza como primer punto

homologo.

En el analisis de componentes principales se observé que tanto los adultos como
las ninfas forman poligonos que se agrupan al centro del mapa factorial sobreponiéndose
entre ellos, sin una separacion marcada entre los grupos (Fig. N° 7). Los dos primeros
componentes principales corresponden al 33,12 % y 23,73 % respectivamente, dando

cuenta del 56, 85 % de la variacion total generada.

Por su parte, el analisis discriminante no mostro diferencias significativas (p>0.05),

generando una conformacién Unica para ambos grupos.

En el andlisis de prediccion se aprecio que de un total de 50 adultos hembras, 14
(28 %) concordaron con su prediccion, mientras que de un total de 50 adultos machos, 13
(26 %) fueron clasificados correctamente. En cuanto a las ninfas, se puede observar que
21/50 (42 %) de V estadio concordaron con su prediccion, mientras que 1/50 (2%) de IV

estadio fue clasificada correctamente (Tabla N° 1).

En el andlisis de tamafio se aprecié una diferencia significativa (p<0,0001), con la
formacion de 4 grupos. El primero, compuesto por los ejemplares adultos hembras, el
segundo por los machos, el tercero por las ninfas de V estadio y el cuarto por las ninfas

de IV estadio, ordenados de mayor a menor tamafo (Fig. N° 8).

En el analisis de variacion “uniforme” en relacion al tamafio se aprecio que todos
los puntos homoélogos se desplazan en sentido opuesto entre el estadio ninfal y el adulto,

donde el punto N° 1 presenta la variacion mas importante. Los esquemas corresponden a



la conformacion de consenso, las flechas al desplazamiento de los puntos homélogos y
las imagenes a la ninfa mas pequefia y al adulto méas grande (Fig. N° 9).

En el andlisis de variacién “no uniforme” en relacion al tamafio se observo que
todos los puntos homélogos se desplazan en sentido opuesto entre el estadio ninfal y el
adulto, excepto el punto N° 2, el cual no varia en relacion a la conformacién de consenso
(Fig. N° 10).

2) Andlisis de cabezas de imagos machos y hembras de T. infestans, utilizando el

nacimiento del ocelo en su borde posterior como primer punto homoélogo.

Al realizar el andlisis de componentes principales, se observaron dos poligonos
sobrepuestos, formando un grupo uUnico (Fig. N° 11). Los dos primeros componentes
principales corresponden al 45,72 % y 22,67 % respectivamente, dando cuenta del 68,39
% de la variacion total generada.

En el andlisis discriminante no mostré diferencias significativas (p>0.05) en

cuanto a la conformacién de machos y hembras.

En el analisis de prediccion se aprecio que de un total de 50 hembras, 23 (46 %)
fueron clasificadas correctamente, mientras que de 50 machos, 22 (44 %) fueron
clasificados como tales. Las predicciones por sexo no concordantes, fluctuaron entre un
54 % y 56 % respectivamente (Tabla N° 2).

En el analisis de tamafio se observd una diferencia significativa entre ambos

grupos (p<0,0001), siendo las hembras de mayor tamafio que los machos (Fig. N° 12).

En el analisis de variacion “uniforme” en relacion al tamafio se aprecié que todos
los puntos homologos se desplazan en sentido opuesto entre el estadio ninfal y el adulto.
Los puntos 1 y 2 en ambos sexos, presentan una variacion levemente mas marcada que
los otros. Sin embargo, el primer punto en las hembras es el de mayor importancia (Fig.
N° 13).

En el analisis de variacion “no uniforme” en relacién al tamafio se observé que los
puntos homélogos 2 y 3 se desplazan en sentido opuesto entre el macho y la hembra. El
punto 4 en el macho, se desplaza en forma antero-medial y en la hembra lateralmente. El



punto 5 en el macho, se desplaza hacia medial y en la hembra en forma antero lateral. El
punto 1 en el macho se desplaza en forma postero-medial y en la hembra postero-lateral.
En ambos grupos, el punto 2 presenta una variacion levemente mas marcada que los

otros y el tercer punto es el de mayor importancia (Fig. N° 14).

3) Andlisis de cabezas de imagos machos y ninfas de V estadio de T. infestans,

utilizando el punto de unién entre cuello y cabeza como primer punto homélogo.

En el andlisis de componentes principales se observé que tanto machos como
ninfas se agrupan en una misma zona del mapa factorial, sobreponiéndose sus poligonos
(Fig. N° 15). Los dos primeros componentes principales corresponden al 36,18 % y 24,61
% respectivamente, dando cuenta del 60,79 % de la variacion total generada.

El analisis discriminante no mostrd diferencias significativas (p>0.05), generando

una conformacion Unica para ambos grupos.

En el analisis de prediccion se observé que de 50 imagos machos, 26 (52%)
fueron clasificados correctamente como tales, mientras que de 50 ninfas de V estadio, 27
(54%) concordaron con su prediccion. Las predicciones por categoria no concordantes,

fluctuaron entre un 48% y 46% respectivamente (Tabla N° 3).

En el analisis de tamafo se visualizé la presencia de dos grupos significativamente
diferentes (p<0,0001), donde los adultos son de mayor tamafio que las ninfas V (Fig. N°
16).

En el analisis de variacion “uniforme” en relacion al tamafio se aprecié que todos
los puntos homologos se desplazan en sentido opuesto entre el estadio ninfal y el adulto,

donde el punto N° 1 presenta la variacion mas importante (Fig. N° 17).

En el andlisis de variacién “no uniforme” en relacion al tamafio se observé que
todos los puntos homoélogos se desplazan en sentido opuesto entre el estadio ninfal y el
adulto, excepto el punto N° 1, el cual no varia en relacion a la conformacién de consenso
(Fig. N° 18).



4) Analisis de cabezas de imagos hembras y ninfas de V estadio de T. infestans,

utilizando el punto de union entre cuello y cabeza como primer punto homélogo.

En el andlisis de componentes principales se observé que tanto hembras como
ninfas se agrupan en una misma zona del mapa factorial, sobreponiéndose sus poligonos
(Fig. N° 19). Los dos primeros componentes principales corresponden al 31,29 % y 24,41

% respectivamente, dando cuenta del 55,70 % de la variacion total generada.

El andlisis discriminante no mostro diferencias significativas (p>0.05) en cuanto a

la conformacion de machos y hembras.

En el analisis de prediccion se observé que ambas categorias mostraron un 50%

(25/50) de concordancia con su prediccion (Tabla N° 4).

En el analisis de tamafio se visualizé una diferencia significativa (p<0,0001) entre
los grupos, mostrandose separados en el mapa factorial, siendo los adultos de mayor

tamafo que las ninfas V (Fig. N° 20).

En el andlisis de variacion “uniforme” en relacion al tamafio se observé que todos
los puntos homologos se desplazan en sentido opuesto entre el estadio ninfal y el adulto.
En ambos grupos, el punto N° 1 presenta la variacion mas importante, seguido del punto 2

y el punto 5 solamente en las hembras (Fig. N° 21).

En el andlisis de variacion “no uniforme” en relacién al tamafio se aprecié que
todos los puntos homélogos se desplazan en sentido opuesto entre el estadio ninfal y el

adulto, siendo los puntos 2 y 3 los de mayor importancia (Fig. N° 22).

V.- DISCUSION

Gracias al programa de vigilancia epidemiologica y control del T. infestans en
Chile, se comunico por primera vez, el hallazgo de esta especie fuera de los ambientes
domiciliarios y peridomiciliarios, lo que hizo necesario un replanteamiento de las medidas
de control (Bacigalupo et al.,, 2006). En los sectores domiciliarios cercanos, se

encontraron solo imagos, lo cual sugirio la eventual existencia de focos externos en los



domicilios, dada la ausencia completa de estadios ninfales. Al explorar los sectores
silvestres aledafios, se encontraron individuos que correspondian mayoritariamente a
estadios ninfales. Se planted el problema de establecer la relacion entre estos estadios
ninfales y los adultos encontrados en los domicilios. Los estadios ninfales aun no han
desarrollado sus alas, por lo cual no es posible utilizar estas estructuras como base para
el andlisis de morfometria geométrica necesario para establecer comparaciones entre
ambos grupos y sus respectivas procedencias. Ademas la cabeza de los especimenes
constituye una estructura que se usualmente se preserva muy bien por lo cual es

ampliamente utilizada para este tipo de estudios (Calderén et al., 2005).

Se utilizaron los caracteres métricos de la cabeza para realizar las comparaciones
morfométricas, debido a que las proporciones de esta son altamente variables dentro de
una misma especie asi como entre las especies de Triatominos, donde las caracteristicas
de esta estructura se encuentran dentro de los caracteres taxonémicos mas importantes
(Bustamante et al., 2004).

Actualmente no existen trabajos publicados que describan mediante morfometria
geométrica las cabezas de T. infestans. Por ello, en este estudio se generd una base de
datos de referencia sobre las caracteristicas morfométricas de esta estructura, en
individuos desarrollados en condiciones ambientales éptimas. Asi, estos datos permitiran
realizar comparaciones con los vectores capturados del medio ambiente, estableciendo
las posibles variaciones intra e interpoblacionales en el estudio de los focos silvestres y

también aquellas presentes en poblaciones domiciliares.

Varios estudios de estructura poblacional en triatominos han demostrado la
importancia de marcadores como el tamafio y la conformacién. EI conocimiento de la
variacion intraespecifica es de interés epidemiolégico, pues ella da cuenta de la existencia
de poblaciones aisladas u homogéneas distribuidas en los habitats del domicilio,
peridomicilio o silvestres, cuyos riesgos de infestacion son diferentes y por consiguiente
las medidas de control de estas poblaciones serian también distintas (Soto et al., 2007).

Los resultados fueron interpretados tomando en consideracion todos los andlisis
conformacionales realizados. El andlisis de componentes principales muestra el

tamafo alométrico y la forma, produciendo factores que dan cuenta del rango maximo de



la variacion generada por la totalidad de los individuos. Graficamente los componentes
principales se representan como poligonos, los cuales a través de sus lineas unen los
puntos o individuos mas externos de cada grupo (Cristi, 2001; Dujardin, 2000). El analisis
discriminante representa la diferenciacion morfométrica que se puede realizar entre los
grupos, tomando en cuenta la agrupacion de ellas y no su dispersion (Cristi, 2001).
Entrega informacién de la conformacién de cada grupo comparandolos entre si,
estableciendo diferencias o similitudes (Soto et al, 2007; Ancca et al, 2008). Este analisis
sufre variaciones al aumentar el nimero de grupos debido a la mayor posibilidad de poder
clasificar una determinada muestra. En consecuencia grupos que discriminan
eficientemente al ser analizados, serdn menos eficientes al aumentar los grupos de
estudio (Cristi, 2001).

El analisis de tamafio de las cabezas de T. infestans permite observar las
diferencias que se presentan en el tamafo centroide (ctr), el cual es un estimador
isométrico del tamafio (Jaramillo et al.,, 2002). El andlisis de variaciones
conformacionales en relaciéon al tamafio muestra la variacibn generada entre el
individuo mas pequefio y el mas grande del grupo analizado, sobre una conformacion de
consenso representada por una reja de deformacion, mostrando a través de flechas la
magnitud y direccién del desplazamiento de los puntos homologos sobre este consenso.
Las rejas de deformacién muestran el cambio de conformacién en relacion al cambio de
tamafo lo cual representa un cambio alométrico. Este cambio estd conformado por
componentes de cambio uniforme y no uniforme, que representan sub-espacios
complementarios del vector total de variacién de la conformacion. En el cambio uniforme
las lineas se desplazan paralelamente en un mismo plano sin deformar la reja. A
diferencia del cambio no- uniforme donde las rejas no se mueven en forma paralela, sino
que se presentan curvas deformando la reja (Bookstein, 1990b; Dujardin, 2000).

En los analisis realizados entre ninfas de IV y V estadio y los adultos separados
por sexo, se aprecio que los poligonos en el mapa factorial (Fig. N° 7) se ubicaron en una
zona similar lo que indico que no habian diferencias en cuanto a tamafio alométrico y
forma. Esto se puede atribuir a que los grupos pertenecen a una misma poblacién con
caracteristicas genéticas propias y que han sido sometidos a un medio ambiente estable
tanto en temperatura, humedad y alimentacion. Esto se corroboré en los valores
obtenidos en el analisis de prediccion (Tabla N° 1) en el cual la clasificacién de los

individuos en su correspondiente categoria fue baja, mostrando que hubo una gran



similitud entre los grupos. Se observé ademas, que la prediccion mas alta la presentaron
las ninfas de V estadio, siendo éstas, dentro de los estadios ninfales comparados,
mejores para poder clasificar a nuevos individuos, ya que las ninfas de IV estadio
presentaron una prediccidén muy baja (2%); por lo tanto si se incluye un nuevo espécimen
perteneciente a ese estadio, hay una baja probabilidad de identificarlo como tal. Tanto los
imagos hembras como machos presentaron una mayor prediccién que las ninfas de IV

estadio, siendo capaces de clasificar correctamente en su categoria.

El analisis de tamafio (Fig. N° 8) mostrd que existié una clara diferencia entre los
estadios ninfales y adultos, presentandose en orden ascendente de tamafio las ninfas de
IV estadio, de V estadio, imagos machos e imagos hembras. Esto est4d dado por el
crecimiento durante el desarrollo de esta especie (alometria ontogénica), desde los
estadios ninfales mas pequefios hasta los adultos de mayor tamafio, ya que son
hemimetabolos. EI andlisis discriminante no evidenci6 diferencias en cuanto a
conformacion entre los grupos, lo cual junto con el andlisis de tamafio indicaron que la
conformacion se mantiene a medida que los individuos aumentan de tamafio debido al

ciclo de desarrollo de T. infestans.

Es importante tener en consideracién que todas las especies de Triatominos que
crecen bajo condiciones controladas de laboratorio o colonizando viviendas humanas
tienden a mostrar una reduccion en el tamafo relativo general en relacion a sus
poblaciones silvestres originales después de varias generaciones. Esto al parecer se
deberia a que la seleccion natural favorece a fenotipos de mayor tamafio en hébitats
silvestres, posiblemente debido a la capacidad de resistir privaciones temporales de
alimento, mientras que los individuos mas pequefios aparentemente sobreviven mejor en
laboratorio 0 en condiciones sinantrépicas donde existen menos restricciones en la
disponibilidad de alimento (Dujardin, 1999b; Jaramillo et al., 2002).

Se ha sugerido que los cambios morfolégicos observados entre poblaciones
silvestres y de laboratorio pueden ser similares a los existentes entre las poblaciones
silvestres y las sinantropicas. Los procesos sinantrépicos de la sub- familia Triatominae
parecen involucrar un proceso de especializacion con una simplificacion tanto fenotipica
como genética, donde la reduccién del tamafio y del dimorfismo sexual son dos de las
manifestaciones mas notificadas (Jaramillo et al., 2002). Se ha observado una variacion



gradual en el tamafo medio de los individuos relacionada inversamente con la
temperatura promedio de los lugares de origen de los grupos. Tal relacién se conoce
como regla de Bergmann y generalmente se supone que tiene causas fisioldgicas. Sin
embargo, en trabajos realizados con colonias de laboratorio mostraron que este clino se
conserva por muchas generaciones en condiciones de temperaturas homogéneas, que

sugieren una base adaptativa (Jaramillo et al., 2008).

En el andlisis de variacion uniforme (Fig. N° 9) se observé el movimiento de los
puntos los cuales se desplazaron en forma inversa entre ninfas y adultos siendo el
desplazamiento de mayor magnitud el que presenta el punto 1, ensanchando el cuello en
las ninfas. Al analizar el resto de los puntos se observé que se presentd una contraccion
de la zona ocular y anteocular a medida que disminuy6 el tamafo de los individuos
(ninfas) determinado por el desplazamiento de los puntos 2, 3 y 4, mientras que el
desplazamiento del punto 5 produjo un ensanchamiento y acortamiento de la zona de la
proboscide acompafiado de la reduccién de tamafo.

En el analisis de variacion no uniforme (Fig. N° 10) se observé que los puntos
nuevamente se desplazaron en forma inversa a excepciéon del punto 2 que no sufre
alteracion. En este caso la variacidbn es menor que en el cambio uniforme, donde el punto
uno sufre el mayor cambio y desplazamiento.

Posteriormente se realizO una comparacion de los imagos machos y hembras
utilizando el ocelo como primer punto homologo. En el andlisis de componentes
principales (Fig. N° 11) no se observo diferencia entre machos y hembras. El analisis de
prediccion (Tabla N° 2) reafirmé lo planteado en el andlisis anterior ya que el porcentaje
de concordancia es casi de un 50 % por tanto no fue capaz de discriminar en un alto
porcentaje entre los grupos por su similitud. Esto nuevamente fue corroborado por el
andlisis discriminante el cual no mostré diferencias en cuanto a conformacion. Sin
embargo existié una diferencia significativa en cuanto al tamafio (Fig. N° 12), siendo las

hembras mas grandes que los machos.

Es bien sabido que en triatominos el tamafio de la hembra es mayor al tamario del
macho y se ha demostrado que este dimorfismo sexual disminuye en los ejemplares
adaptados al domicilio o al laboratorio, produciéndose una reduccién general en el tamafio

corporal (Dujardin, 1999b;Soto et al., 2007; Ancca et al., 2008). Por lo tanto se puede



observar una zona de interseccion entre machos y hembras, dada por la disminucién de

este dimorfismo.

En estudios realizados en Triatominos se ha observado una reduccion en el
tamafo de la cabeza de los individuos, asociado a la alimentacién y mantencion de ellos
en condiciones de laboratorio. Hembras de Rhodnius domesticus capturadas en el medio
ambiente son significativamente diferentes a los machos en casi la mayoria de las
mediciones realizadas en cabezas mediante morfometria tradicional, sin embargo, estas
diferencias no se encontraron entre machos y hembras mantenidas en condiciones de
laboratorio. Al realizar comparaciones entre machos obtenidos de poblaciones silvestres y
de laboratorio no se observaron diferencias métricas significativas no asi en hembras las
que mostraron una drastica reduccién en el tamafio en la gradiente del medio silvestre
hacia el doméstico o laboratorio. En Rhodnius proxilus se presenta una situacion similar
ya que el dimorfismo sexual en poblaciones domésticas es poco marcado a diferencia de
lo que se presenta en los individuos obtenidos desde el medio silvestre, donde el
dimorfismo sexual es pronunciado. En T. infestans este dimorfismo se detectdé solamente
en las poblaciones silvestres, no asi en los especimenes domeésticos; y la reduccién en el
tamafo de la cabeza entre las los especimenes silvestres y domésticos fue nuevamente
mas marcado en las hembras. Estos cambios en el dimorfismo sexual fueron verificados
en analisis multivariados y en todos los casos este dimorfismo se redujo en poblaciones
domésticas o de laboratorio en comparacién con las poblaciones silvestres, y estos
cambios parecen estar dados principalmente debido a la reduccion del tamafio de las
hembras (Dujardin et al., 1999b; Mojica et al., 2005).

Se ha sugerido que este dimorfismo sexual mas marcado en el ambito silvestre
se debe a que en condiciones naturales los insectos tienden a aumentar el lapso
intergeneracional como resultado de varias succiones de sangre incompletas llevando al
retraso de las sucesivas mudas. Se ha planteado ademas que la reduccién del tamafio se
deberia al incremento de la sobrevivencia de los individuos mas pequefios en el
laboratorio; otras observaciones indican que el mismo fenémeno ocurre en individuos que
habitan los domicilios debido a la misma razén. Algunos estudios indican que esta
reduccion del tamafio estd dada principalmente por las hembras, lo que a su vez
disminuye el dimorfismo sexual, acercando su talla a la de los machos. Posiblemente

estas reducciones como se dijo anteriormente no soOlo se deban a una mayor



sobrevivencia de los individuos mas pequefios, sino también, al efecto de la densidad
poblacional, donde cada individuo mantenido en laboratorio o que habita un domicilio
tiene mejores condiciones para su desarrollo y por tanto mayor probabilidad de vivir,
generando un aumento en el nimero de insectos, lo que llevar4 a una fuerte competencia
por el alimento, obteniendo cada uno, una menor cantidad de sangre y desarrollando un
menor tamafio; esto se veria agravado en las hembras ya que tienen un mayor

requerimiento de alimento (Dujardin et al., 1999b; Mojica et al., 2005).

Estas observaciones son de mucha utilidad, ya que basandose en el dimorfismo
sexual y la reduccién del tamafio de los individuos, se podria establecer que poblaciones
se encuentran en un periodo de transicién y adaptacion desde habitats silvestres hacia los
domésticos (Dujardin et al., 1999b; Jaramillo et al., 2002 Moijica et al., 2005).

En el analisis de variacion uniforme entre imagos (Fig. N° 13) se evidencid que los
puntos homélogos se desplazaron en forma inversa entre machos y hembras. Los puntos
1 y 2 mostraron el mayor desplazamiento, donde los machos tendieron a disminuir la
distancia entre ojo y cuello mientras que en las hembras esta distancia se incrementd. Al
analizar el resto de los puntos se observé que existe una contraccién de la zona ocular y
anteocular a medida que aumenta el tamafio de los individuos (hembras) determinado por
el desplazamiento de los puntos 2, 3 y 4, mientras que el desplazamiento del punto 5
produjo un ensanchamiento y acortamiento de la zona de la probdscide acompafiado del

aumento de tamafo de los individuos.

En el analisis de variacién no uniforme (Fig. N° 14) los puntos nuevamente se
desplazaron en forma inversa a excepcién del punto 5. En este caso la variacion fue
mayor que en el cambio uniforme, donde los puntos 2 y 3 sufren el mayor cambio y

desplazamiento.

El analisis comparativo de las ninfas V estadio y los imagos machos, no arrojo
diferencias en el andlisis de componentes principales (Fig. N° 15) ni en el andlisis
discriminante. El analisis de prediccién por categoria (Tabla N° 3) mostré que existe un
mayor porcentaje de concordancia con respecto a cada categoria clasificandolos en forma
correcta sobre un 50 %. Esto indica que si bien hay similitudes en las conformaciones es

capaz de clasificar en su respectivo grupo, generandose una zona intermedia donde las



ninfas de quinto estadio se encuentran en proceso de transformacion hacia los estadios
adultos. Esto es mas evidente en el analisis de tamafio (Fig. N° 16) donde existieron
diferencias importantes de los imagos machos con respecto a las ninfas, siendo estas
tltimas mas pequefias. Sin embargo aqui también se puede observar una leve

interseccién entre los grupos dados por valores similares de ctr.

En el analisis de variacion uniforme entre imagos machos y ninfas de V estadio
(Fig. N° 17) los puntos homoélogos se desplazaron en forma inversa entre los grupos. Los
puntos 1 y 2 mostraron el mayor desplazamiento, en el cual los machos tendieron a
disminuir la distancia entre ojo y cuello mientras que las ninfas aumentaron esta distancia.
En el desplazamiento del resto de los puntos se observd que hubo una contraccién de la
zona ocular y anteocular a medida que aumentaba el tamafio de los individuos (machos)
determinado por el desplazamiento de los puntos 2, 3 y 4, mientras que el desplazamiento
del punto 5 produjo un ensanchamiento y acortamiento de la zona de la proboscide

acompafado de la disminucién del tamafio de los ejemplares.

En el analisis de variacion no uniforme (Fig. N° 18) se observa que los puntos
nuevamente se desplazaron en forma inversa a excepcion del punto 1 que no sufrié
modificacion. La variacion fue similar al cambio uniforme, pero en este caso los puntos

que sufrieron el mayor cambio y desplazamiento, correspondieron al 2 y 3.

En el andlisis comparativo de ninfas V estadio e imagos hembras se evidencio
una situacién similar a la anterior donde el andlisis de componentes principales (Fig. N°
19) vy el analisis discriminante no mostraron diferencias importantes. Lo anterior fue
corroborado por el analisis de prediccion donde los estadios ninfales y las hembras
concordaron respectivamente en un 50 % con su prediccion. En cuanto al analisis de
tamafo (Fig. N° 20) se evidenci6 una clara diferencia entre los grupos siendo las hembras
de mayor tamafio sin existir, como lo observado en la comparacion realizada con los

machos, una zona de interseccién entre ellos.

En el analisis de variacion uniforme (Fig. N° 21) los puntos homologos se
desplazaron en forma inversa entre imagos hembras y ninfas. Los puntos 1 y 2 mostraron
el mayor desplazamiento en ambos grupos, mientras que en las hembras se sumé el

punto 5. Las hembras tendieron a disminuir la distancia entre ojo y cuello mientras que en



las ninfas esta distancia se incrementd. Al analizar el resto de los puntos se observé que
existio una contraccion de la zona ocular y anteocular a medida que disminuyé el tamafio
de los individuos (ninfas) determinado por el desplazamiento de los puntos 2, 3 y 4,
mientras que el desplazamiento del punto 5 produjo un ensanchamiento y acortamiento

de la zona de la probo6scide acompafiado de la disminucion del tamafio de los individuos.

El analisis de variacibn no uniforme (Fig. N° 22) mostr6 que los puntos
nuevamente se desplazan en forma inversa. En este caso la variacion es similar al cambio

uniforme, siendo en este caso los puntos 2 y 3 los que presentan la mayor variacién.

En especies como Rhodnius proxilus y Triatoma maculata se han encontrado
diferencias significativas entre machos y hembras de grupos domésticos, presentandose
dimorfismo sexual basado en analisis comparativos de tamafio y conformaciéon de alas y
cabeza mediante morfometria geométrica. Lo mismo ocurre con Triatoma dimidiata,
donde se presenté dimorfismo marcado basado en estudios de tamafio y conformacion de
alas, sin embargo, el andlisis de cabezas no mostré diferencias significativas entre
machos y hembras con relacién al tamafio, pero si en relacion a la conformacién. Esto nos
indica que dependiendo de la especie y de la estructura que se tome para realizar los
analisis, los resultados pueden variar mostrando diferencias significativas de tamafio y/o

conformacion que permitan separar o agrupar a los individuos (Mojica et al., 2005).

En estudios realizados en Pantrongylus geniculatus en condiciones de laboratorio
se observo que el tamafio isométrico de la cabeza disminuy6 tanto en hembras como
machos obtenidos en el medio silvestre, cuando estos fueron adaptados a condiciones de
laboratorio (domiciliar), este descenso se estabilizé luego de la segunda generacién. Lo
mismo ocurrié con el tamafio de las alas, pero en este caso continué su descenso mas
alla de la quinta generacion. Esto puede explicarse por las limitaciones para cambiar de
una estructura como la cabeza, la cual posee 6rganos vitales, mientras que las alas no

son de vital importancia para los Triatominos en laboratorio (Jaramillo et al., 2002).

En este mismo estudio el dimorfismo sexual fue significativo en todas las
generaciones estudiadas, mediante la comparacion del tamafio isométrico tanto de
cabezas como alas, sin embargo en el andlisis de componentes principales de alas y

cabezas no se presentaron diferencias significativas en las generaciones desarrolladas en



laboratorio. Se evidencié una mayor diferencia entre las generaciones de adultos tanto
machos como hembras mediante la comparacion de alas, siendo estas diferencias aun
mayores cuando se compararon con individuos capturados en la naturaleza. En cambio
cuando se realizaron estas comparaciones utilizando cabezas la capacidad de discriminar
fue menor, encontrandose mayores similitudes, sin embargo al igual que las alas existi6
una diferencia importante cuando estas fueron comparadas con cabezas de individuos
capturados en el medio silvestre. En nuestro estudio sélo se utilizaron especimenes
mantenidos en condiciones de laboratorio, por lo tanto las variaciones generadas, al igual
que el estudio anterior, son minimas, dado que es una poblacién genéticamente estable,
donde no se ha producido el ingreso de otros individuos que aporten a generar diferencias
en esta poblacion. Ademas, estos triatominos han sido sometidos a temperatura y
humedad constantes y sin privaciones de tipo alimenticias, 10 que contribuye a que los
caracteres influenciados por el ambiente no sean evidenciados por los andlisis realizados
(Jaramillo et al., 2002).

Finalmente, mediante este estudio, se pudo establecer las caracteristicas
morfologicas mas relevantes de los diferentes estadios de T. infestans en condiciones de
laboratorio, generando un referente con el cual realizar comparaciones futuras con

especimenes silvestres.

Mediante los andlisis realizados se pudo establecer que las ninfas de IV estadio
presentaron una baja prediccion, por lo cual no se recomienda utilizarlas o incluirlas en los
estudios mediante esta técnica, ya que al no clasificar correctamente en su categoria,
podrian influenciar fuertemente en las caracteristicas de los grupos generados, por
ejemplo en la variable tamafio. A diferencia de lo anterior, las ninfas de V estadio
entregaron una mayor informacion, ya que fueron clasificadas en un mayor porcentaje
dentro de su categoria, mostrando cambios mas marcados que permiten diferenciarlos de
los adultos, generando asi, una imagen de transicion entre el estadio ninfal y el futuro
adulto. Ademas, fue posible corroborar la utilidad del ocelo como punto utilizado en otros
estudios, tanto de morfometria geométrica, como morfometria tradicional, siendo de gran
utilidad en la determinacion en las caracteristicas de los individuos. También fue posible
determinar la utilidad del punto de unién entre cuello y cabeza como punto homdlogo, el
cual permite comparar los estadios ninfales con los adultos. En conclusién el analisis

mediante morfometria geométrica de cabezas de T. Infestans es una herramienta util para



la caracterizacion y clasificacion de los individuos y sus diferentes estadios, siendo un

aporte mas en el estudio del origen y la dinamica de las poblaciones.



VI.- CONCLUSIONES

o No hay diferencia en cuanto a conformacion entre los individuos mediante el

analisis de componentes principales.

o No hay diferencia significativa en cuanto a la conformacién entre los grupos

mediante el analisis discriminante.

o Se observé diferencia significativa en cuanto al tamafio de los diferentes estadios
de desarrollo. Este aumenta del estadio ninfal IV hacia el estadio adulto. Los puntos

homadlogos que presentaron mayor variacion fueron los del cuello y ojo.

. Se evidencié dimorfismo sexual mediante los andlisis de tamafo, siendo la hembra
mas grande que el macho. La variacion principal estuvo dada por los puntos

homélogos 2 y 3 (0jo).

o El estadio ninfal IV, no present6 un grado importante de discriminacion en este

estudio, por lo cual, se recomienda utilizar el estadio V.

) Se establecié la utilidad de la interseccion del cuello y la cabeza como punto

homélogo en la comparacion morfométrica de estadios ninfales e imagos.

. Se corroboré la utilidad del ocelo como punto utilizado en estudios de morfometria

geomeétrica y tradicional.
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Figura N° 1. Ciclo biologico de la Enfermedad de Chagas.
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Figura N° 2. Huevos operculados y estadios ninfales de T. infestans en
condiciones de laboratorio.
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Figura N° 3. Diferenciacién por sexo y fotografia de ejemplar adulto de T.
infestans.



Panstrongylus Triatoma Rhodnius

Figura N° 4. Diferenciacién de tres géneros de la sub-familia Triatominae.
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Figura N° 5. Clave de diferenciacion de estadios ninfales de T. infestans
mediante pterotecas mesotonales toracicas.



Figura N° 6. Landmarks de cabezas de adultos y ninfas de T. infestans. Los
puntos homodlogos presentados se enumeran del 1 al 5 desde abajo hacia

arriba.
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Figura N° 7. Andlisis de componentes principales de cabezas de ninfas de IV
y V estadio e imagos machos y hembras de T. infestans. Analisis realizado
utilizando el cuello como primer punto homologo



Tabla N° 1

Analisis de prediccion de cabezas de ninfas de IVy V estadio e imagos
machos y hembras de T. infestans

n H M N-IV | N-v | Total
%
14 17 2 17 50
H
28,00 | 34,00 | 4,00 | 34,00
10 13 4 23 50
M
20,00 | 26,00 8,00 | 46,00
9 23 1 17 50
N-1V
18,00 | 46,00 2,00 | 34,00
8 19 2 21 50
N-V
16,00 | 38,00 4,00 | 42,00
Total 41 72 9 78 200
H: Hembras N-1V: ninfas IV estadio
M: Machos N-V: ninfas V estadio

Nota: Analisis realizado utilizando el cuello como primer punto homaélogo.
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Figura N° 8. Andlisis de tamafio isométrico de cabezas de ninfas de IVy V
estadio e imagos machos y hembras de T. infestans. Andlisis realizado
utilizando el cuello como primer punto homdlogo (p < 0.0001).
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Figura N° 9. Anédlisis de variacion uniforme en relacion al tamafio de cabezas
de ninfas de IV y V estadio e imagos machos y hembras de T. infestans.
Nota: Analisis realizado utilizando el cuello como primer punto homadlogo.
Las flechas indican el desplazamiento de los puntos homadlogos segun el
estadio. Las flechas mas gruesas indican la variacion uniforme maés
importantes.

(*) Esquema de conformacion de consenso 1, 2, 3, 4y 5: Puntos homologos
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Figura N° 10. Analisis de variacién no uniforme en relacion al tamafio de
cabezas de ninfas de IV y V estadio e imagos machos y hembras de T.
infestans. Analisis realizado utilizando el cuello como primer punto
homadlogo. Las flechas indican el desplazamiento de los puntos homadlogos
segun el estadio.

(*) Esquema de conformacion de consenso 1, 2, 3, 4 y 5: Puntos homdlogos
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Figura N° 11. Analisis de componentes principales de cabezas de imagos
machos y hembras de T. infestans. Andlisis realizado utilizando el ocelo
como primer punto homaélogo.



Tabla N° 2

Anélisis de prediccion de imagos machos y hembras de T. infestans

n
H M Total
%
23 27 50
|
46,00 54,00
28 22 50
M
56,00 44,00
Total 51 49 100

H: Hembras

M: Machos

Nota: Analisis realizado utilizando el ocelo como primer punto homologo.
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Figura N° 12. Anédlisis de tamafio isométrico de cabezas de imagos machos y
hembras de T. infestans. Analisis realizado utilizando el ocelo como primer
punto homologo (p < 0.0001).
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Figura N° 13. Analisis de variacion uniforme en relacién al tamafio de
cabezas de imagos machos y hembras de T. infestans. Anélisis realizado
utilizando el ocelo como primer punto homélogo. Las flechas indican el
desplazamiento de los puntos homoélogos segun el estadio. Las flechas mas
gruesas indican la variacion uniforme mas importante.

(*) Esquema de conformacion de consenso 1, 2, 3, 4 y 5: Puntos homdélogos
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Figura N° 14. Andlisis de variacién no uniforme en relacion al tamafio de
cabezas de imagos machos y hembras de T. infestans. Analisis realizado
utilizando el ocelo como primer punto homélogo. Las flechas indican el
desplazamiento de los puntos homdlogos segun el estadio. Las flechas méas
gruesas indican la variacién no uniforme mas importante.

(*) Esquema de conformacion de consenso 1, 2, 3, 4y 5: Puntos homologos
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Figura N° 15. Andlisis de componentes principales de cabezas de imagos
machos y ninfas V estadio de T. infestans. Analisis realizado utilizando el
cuello como primer punto homdlogo.



Tabla N° 3

Analisis de prediccion de cabezas de imagos machos y ninfas V estadio de

T. infestans
n
M N-V Total
%
26 24 50
M
52,00 48,00
23 27 50
N-V
46,00 54,00
Total 49 51 100

M: Machos

N-V: ninfas V estadio

Nota: Analisis realizado utilizando el cuello como primer punto homadlogo.
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Figura N° 16. Anédlisis de tamafio isométrico de cabezas de imagos machos y
ninfas V estadio de T. infestans. Analisis realizado utilizando el cuello como
primer punto homélogo (p < 0.0001).
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Figura N° 17. Analisis de variacion uniforme en relacién al tamafio de
cabezas de imagos machos y ninfas V estadio de T. infestans. Analisis
realizado utilizando el cuello como primer punto homélogo. Las flechas
indican el desplazamiento de los puntos homélogos segun el estadio. Las
flechas méas gruesas indican la variacién uniforme méas importante.

(*) Esquema de conformacion de consenso 1, 2, 3, 4 y 5: Puntos homdlogos
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Figura N° 18. Analisis de variacién no uniforme en relacién al tamafio de
cabezas de imagos machos y ninfas V estadio de T. infestans. Analisis
realizado utilizando el cuello como primer punto homélogo. Las flechas
indican el desplazamiento de los puntos homélogos segun el estadio. Las
flechas méas gruesas indican la variacion no uniforme més importante.

(*) Esquema de conformacion de consenso 1, 2, 3, 4 y 5: Puntos homdlogos
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Figura N° 19. Analisis de componentes principales de cabezas de imagos
hembras y ninfas V estadio de T. infestans. Analisis realizado utilizando el
cuello como primer punto homaologo.



Tabla N° 4

Analisis de prediccion de cabezas de imagos hembras y ninfas V estadio de

T. infestans
n
H N-V Total
%
25 25 50
H
50,00| 50,00
25 25 50
N-V
50,00| 50,00
Total 50 50 100

H: Imagos hembras

N-V: ninfas V estadio

Nota: Analisis realizado utilizando el cuello como primer punto homélogo.
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Figura N° 20. Anédlisis de tamafio isométrico de cabezas de imagos hembras
y ninfas de V estadio de T. infestans. Analisis realizado utilizando el cuello
como primer punto homologo (p < 0.0001).
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Figura N° 21. Analisis de variaciéon uniforme en relacién al tamafio de
cabezas de ninfas de V estadio e imagos hembras de T. infestans. Analisis
realizado utilizando el cuello como primer punto homélogo. Las flechas
indican el desplazamiento de los puntos homélogos segun el estadio. Las
flechas méas gruesas indican la variacién uniforme méas importante.

(*) Esquema de conformacion de consenso 1, 2, 3, 4 y 5: Puntos homdlogos
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Figura N° 22. Analisis de variacién no uniforme en relacién al tamafio de
cabezas de ninfas de V estadio e imagos hembras de T. infestans. Analisis
realizado utilizando el cuello como primer punto homélogo. Las flechas
indican el desplazamiento de los puntos homdélogos segun el estadio. Las
flechas méas gruesas indican la variacion no uniforme més importante.

(*) Esquema de conformacion de consenso 1, 2, 3, 4 y 5: Puntos homdlogos






