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Resumen. La taxonomia y sistematica de la subfamilia Triatominae (Heteroptera, Reduviidae) se basan principalmente en
caracteres biométricos y morfologicos de las formas adultas y, en algunos casos, de las ninfas. La Morfometria Geométrica es capaz
de descomponer la forma en sus componentes tamafno isométrico y conformacién. En el presente trabajo se utiliz6 la Morfometria
Geométrica como herramienta de andlisis de la configuraciéon geométrica que resulta de la union de los extremos del borde corial y
del collar (configuraciéon borde corial-collar) de los huevos eclosionados de cinco especies del género Rhodnius Stal. Los huevos se
observaron por Microscopia Electronica de Barrido y las im4genes digitalizadas fueron analizadas morfogeométricamente. Estudiando
el tamafio geométrico de la configuracion borde corial-collar, se hall6 que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
las cinco especies de Triatominos. En cuanto a la conformacion, se determinaron diferencias entre las especies al ser sometidas a un
analisis discriminante. Se encontr6 ademés que la variaciéon del tamafio contribuye a la variacion en la conformacion, es decir, efecto
alométrico. Los resultados obtenidos indican que la conformacion de la configuracién geométrica “borde corial-collar” de los huevos
de Rhodnius podria ser utilizada como herramienta taxonémica para este grupo.

Palabras Clave: Huevos, Anélisis Generalizado de Procrustes, Morfometria Geométrica, Triatominae.

Geometric Morphometrics of the Chorial Rim and the Collar of the Eggs of Five Species of the
Rhodnius Genus (Heteroptera, Reduviidae, Triatominae)

Abstract. The taxonomy and systematics of the Triatominae subfamily are based primarily on the biometric and morphological
characters of the adult forms, and in some cases of the nymphs. Geometric Morphometrics are capable of separating the form in its
components size and shape. In this work Geometric Morphometrics were used as a tool for the analysis of the chorial rim and the
collar of hatched eggs of five species of the Rhodnius genus. Collected eggs were observed by Scanning Electron Microscopy and
the digitalized images were analyzed by Generalized Procrustes Analysis. By studying the isometric size of the chorial rim and the
collar, no statistical significant differences were found among the five species of Rhodnius genus. A discriminant analysis showed
statistical differences among the shapes of the chorial rim and the collar, indicating that the shape is a species specific character.
An allometric effect was found. The results obtained indicate that the geometric morphometrics of the chorial rim and the collar of

hatched Rhodnius eggs can be used as a taxonomic tool for this group.

Key words: Eggs, Generalized Procrustes Analysis, Geometric Morphometrics, operculum, Triatominae.

os Triatominos pertenecen al Orden Heteroptera, Familia

Reduviidae y Subfamilia Triatominae; esta Subfamilia difiere
de otras subfamilias fundamentalmente por un comportamiento
estrictamente hematofagico (LENT & WyGopziNsky 1979). La
importancia de esta subfamilia se debe a la capacidad vectora que
algunas especies poseen para la transmisiéon de la enfermedad
de Chagas, la cual es una zoonosis producida por un protozoario
flagelado conocido como Trypanosoma cruzi (Chagas). Sélo
aquellas especies con adaptaciones para vivir en el domicilio
humano son consideradas vectores epidemiologicamente
importantes (ZELEDON 1983).

Segtn Gawvio et al. (2003) el género Rhodnius Stal
agrupa a 16 especies que se distribuyen a lo largo de toda
Sudamérica y América Central. El género Rhodnius se ha
caracterizado basandose en la morfologia externa de ninfas,
adultos y de la genitalia externa del macho, en el comportamiento
alimenticio y reproductivo y en la biometria y morfologia de los
huevos (LENT 1948; LENT & JURBERG 1969; LENT & WYGODZINSKY
1979; BARrATA et al. 1980; BaraTA 1981; BARATA 1998; ALDANA et al.
2000; ALDANA et al. 2001).

Entre los primeros trabajos que se conocen acerca de
los huevos de los Triatominos, esté el realizado con la técnica de
la Microscopia Optica (MO) por BRICERO-IRAGORRY (1934) el cual
describe que los huevos de Rhodnius prolixus Stal poseen células
poligonales y que son impresos por células epiteliales de las

glandulas ovéricas; la geometria de estos huevos fue corroborada
por GALLIARD (1935) y BarTH & MuTH (1958).

LenT & WycopziNsky (1979) sefialaron que los huevos del
género Rhodnius se diferencian de otros géneros por presentar
constriccion en el cuello y reticulaciones del corion de forma
concava y perforadas en la region media. Barata (1981) y BaraTa
(1998) estudiaron las caracteristicas macroscopicas y exocoriales
de los huevos del género Rhodnius y propone claves dicotbmicas
para la identificacion de las especies. La region cefélica del huevo
del género Rhodnius se caracteriza por una constriccion (el
cuello) entre el borde corial y el collar (LENT & WYGODZINSKY 1979);
tanto el cuello como el collar pueden ser mas o menos conspicuos
segin la especie (BARATA 1998).

Por otra parte, la superficie de los huevos de Rhodnius
comprende células hexagonales compuestas a su vez de una
zona periférica estrecha, plana, con numerosas granulaciones
irregulares de distribucién acentuada hacia los bordes y de una
cavidad central en forma de embudo que penetra profundamente
en el corion, el cual se contintia hasta el fondo con un pequefio
tubo terminal curvado cuya extremidad es cerrada (Barata et al.
1998).

ZAMORA et al. (2000) observaron que la distribucion de
las formas poligonales en la superficie del corion de los huevos de
R. prolixus varia segan se trate de las regiones caudal y cefélica
o de la regi6n media del huevo, y que dicha variacion es debida
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a una necesidad estructural, ya que es lo que permitiria que la
superficie del huevo se cierre. Cuaves & AxEez (2003) estudiaron
mediante morfometria tradicional la geometria del exocorion de
R. prolixus y encontraron que la presencia de células poligonales
de geometria similar no varian durante el desarrollo embrionario
en las diferentes zonas del huevo.

Mediante Morfometria Geométrica (MG) se han
analizado las alas y cabezas de varias especies del género
Rhodnius (MaTias et al. 2001; VILLEGAS et al. 2002; JARAMILLO et
al. 2002; Moyica et al. 2005; FELICIANGELI et al. 2007), pero no se
ha empleado este enfoque analitico en los huevos de este género
ni de ningin otro grupo de Triatominos.

En el presente estudio se amplia el conocimiento de
la morfologia del huevo mediante el Analisis Generalizado de
Procrustes de cinco especies del género Rhodnius, R. prolixus,
Rhodnius robustus Larrousse, Rhodnius nasutus Stal, Rhodnius
neivai Lent y Rhodnius neglectus Lent, con el fin de contribuir
con informacion de interés a la taxonomia del género.

MATERIAL Y METODOS

Los huevos estudiados provenian de 15 parejas por
especie mantenidas en la colonia del Laboratorio de Entomologia
“Herman Lent” de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Los Andes en Mérida, Venezuela, mantenidas a una temperatura
de 26 — 28 °Cy a una humedad relativa de 40 — 50 %. Las parejas
se alimentaron tres veces hasta replecion sobre gallina y los
huevos se recolectaron luego de la eclosion.

Se colocaron 40 huevos por especie en un soporte
metélico sobre cinta doble adhesiva. Los huevos se colocaron
con el achatamiento lateral de la barriga, caracteristico de los
huevos del género Rhodnius, en contacto con la cinta adhesiva.
Los huevos se recubrieron con plata y luego se observaron a un
aumento de 150X por MEB en un microscopio Hitachi S 2500
del Laboratorio de Anélisis Quimico y Estructural de Materiales
(L.A.QU.E.M.) del Grupo de Fisica Aplicada del Departamento
de Fisica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Los
Andes.

Para el analisis se ubicaron seis Puntos Anatémicos de
Referencia (PAR) o landmarks (Figura 1), cuatro en el en el borde
corial y dos en el collar, con lo cual se obtuvo una configuracion
geométrica que en adelante llamaremos “configuraciéon borde
corial-collar”. El criterio para escoger los seis PAR fue que no
se identific6 simetria bilateral de la configuracion borde corial-
collar en todas las especies como se observa en la Figura 1.

v 500 ym

500 um

Rhodnius nasutus 500 pm

Luego se digitalizaron dichos PAR utilizando el
programa tpsDig version 1.18 (Rohlf 2006). Posteriormente
mediante el programa MOG versiéon 0.71 (DUJARDIN 2005) se
removi6 el tamafo isométrico y se crearon las variables de
conformaciéon mediante el Analisis Generalizado de Procustes
(AGP). Se utilizaron las variables de conformacién obtenidas
mediante el AGP para comparar los huevos de las diferentes
especies. Ademas, se realiz6 un anélisis multivariado de varianza
(MANOVA) para evaluar la igualdad de las conformaciones
medias. El analisis estadistico del tamano y de la conformacion
se llevd a cabo con el programa Past version 1.64 (HaMMER et al.
2001). Por tltimo, se reconocieron los cambios de conformacion
que resultaron de los cambios de tamano, es decir, la alometria,
mediante el programa Padwin versiéon 82 (DuJARDIN 2006). Los
efectos alométricos se examinaron con este mismo programa
mediante un anélisis de regresion lineal simple, donde las
variables de conformacién actuaron como variables dependientes
(el primer factor candnico generado por el analisis discriminante)
y el tamafio y la especie como variables independientes. Para el
anélisis del tamano se empled el estadistico no paramétrico de
Kruskal-Wallis con correccion de Bonferroni. Se tomé6 como

valor de “p” 0,05.

RESULTADOS

Tamaio isométrico. En la Figura 2 se muestran los tamafios
centroides de la configuraciéon borde corial-collar de los huevos
correspondientes a las cinco especies analizadas. El estadistico
no paramétrico de Kruskal-Wallis no revelo diferencias
estadisticamente significativas entre las especies (p> 0,05).

Conformacion. En la Figura 3 se muestra la distribucion
de los individuos segtin las variables de conformaciéon de la
configuracion borde corial-collar de los huevos correspondientes
a las cinco especies analizadas. Mediante el estadistico de Wilk s
lambda se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las conformaciones de las especies analizadas (p< 0,05). En
el analisis se obtuvieron cuatro factores discriminantes, siendo
la contribucion porcentual de cada uno de 73 %, 21 %, 5% y 1%.
La grafica muestra a las especies analizadas agrupadas mediante
elipses de confianza de 95%. Mediante la prueba de reclasificacion
que utiliza el método del “jacknife” del programa PADwin, se
encontr6 que tal validacion identifico correctamente al 97% de R.
prolixus, al 92% de R. robustus, al 57% de R. nasutus, al 77% de
R. neivaiy al 87% de R. neglectus.

Rhodnius neivai 500 pm

500 um

Figura 1. Puntos Anatomicos de Referencia (PAR) seleccionados sobre el borde corial y el collar de las cascaras de los huevos de las especies R.
prolixus, R. robustus, R. nasutus, R. neivai y R. neglectus. La union de los PAR genera la configuracion geométrica borde corial-collar analizada en

el presente trabajo.
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Figura 2. Variacion del tamafio de la configuraciéon geométrica borde corial-collar del huevo de R. prolixus, R. robustus, R. nasutus, R. neivai y R.
neglectus.
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Figura 3. Diagrama factorial en las variables de conformacion que se observan al hacer el analisis discriminante de la configuracion geométrica borde
corial-collar del huevo de R. prolixus, R. robustus, R. nasutus, R. neivai y R. neglectus, donde los individuos de cada especie se proyectan sobre los
dos primeros factores candnicos, los cuales enmarcan el espacio multivariado de la conformacion.
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Figura 4. Efecto Alométrico: efecto del tamano de la configuracién geométrica borde corial-collar del huevo de R. prolixus, R. robustus, R. nasutus, R.
neivai y R. neglectus, sobre la conformacion.
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Efecto alométrico. Mediante un analisis de regresion lineal,
con el tamafio como variable independiente y la conformacion
como variable dependiente, se muestra en la Figura 4 el efecto
del tamafio sobre las variables de conformacion. Mediante este
andlisis se observo que el tamafio contribuye en el 48% de la
variacion de las variables de la conformacion.

Discusion

Lasespeciesdel género Rhodniushansido caracterizadas
mediante el anélisis morfoldgico y el comportamiento de ninfas
y adultos (LENT 1948; LENT & JURBERG 1969; LENT & WYGODZINSKY
1979; ALDANA et al. 2000; ALDANA et al. 2001; SANT'ANNA et al.
2001) y mediante el analisis morfologico de los huevos por medio
de morfometria tradicional y MEB (Barata et al. 1980; BAraTA
1981; BaraTA 1998; CHAVES & AREZ 2003).

El AGP ha sido empleado en el anélisis de alas y cabezas
del género Rhodnius (Marias et al. 2001; VILLEGAS et al. 2002;
JARAMILLO et al. 2002; MoJica et al. 2005; FELICIANGELI et al. 2007),
pero no ha sido aplicado en huevos ni de Triatominos ni de ningtn
otro grupo de insectos, debido quiza a la ausencia en los huevos
de estructuras anatémicas que permitan la localizaciéon de PAR
tanto de tipo 1 como de tipo 2 segtn las categorias de BooKSTEIN
(1991). Sin embargo, dado que los huevos de las especies del
género Rhodnius invariablemente poseen una region cefalica
compleja y estructurada anatémicamente (BEAMENT 1946; BARATA
1981; Barata 1998), es posible la localizacion de PAR en el borde
corial y en el collar.

En el presente trabajo, se analizd6 mediante AGP
la configuracién geométrica que resulta de la uniéon de los
extremos del borde corial y del collar encontridndose que no hay
diferencias estadisticamente significativas en el tamafio pero si
en la conformacion, con lo cual se amplia el conocimiento de
caracteres que discriminan entre especies del género Rhodnius.

Dado que se conoce bien que la region cefalica y sus
estructuras asociadas (opérculo, borde corial, cuello, gotera
espermatica, micropilis y aeropilis) estdn comprometidas
en la viabilidad del huevo de R. prolixus y de los insectos en
general (BEAMENT 1946), las diferencias de conformaciéon de la
configuraciéon borde corial-collar entre las especies analizadas
en el presente trabajo podrian explicar, al menos parcialmente,
las diferencias entre las caracteristicas biondémicas y funcionales
relativas al huevo descritas por CaNaLk et al. (1998) en algunas
especies del género Rhodnius. El analisis mediante AGP de este
trabajo contribuye ademas con informacién que confirma la
distincion entre las especies R. prolixus y R. robustus, para las
cuales HArRry et al. (1992) propusieron una revision taxonémica
dada la coincidencia en el patrén isoenzimatico.

Por otra parte en este trabajo se encontrd que la variacion
del tamafio de la configuracion borde corial-collar entre las
especies analizadas contribuye a la variacion de su conformacion,
es decir, se encontrd un efecto alométrico en esta configuracion
geométrica. La relacion alométrica con el tamafo generalmente
es consecuencia de adaptaciones (Futuyma 1998), es decir, de
funciones que han surgido y/o mantenido por seleccién natural.
La configuracion borde corial-collar analizada en este trabajo fue
realizada sobre huevos que han sido mantenidos en un insectario
en las mismas condiciones estables de humedad y temperatura,
por lo que la alometria encontrada en esta configuracion revela
algunas de las diferencias genéticas entre las especies analizadas.
Estas diferencias estin comprometidas en la funcionalidad
diferencial de la region cefalica del huevo.

Carcavaro et al. (2000) proponen hipoétesis
filogenéticas sobre las relaciones ente las especies del género
Rhodnius, mediante el agrupamiento en complejos de especies,
incluyendo en el complejo prolixus a las especies R. prolixus,
R. robustus, R. neglectus, R. nasutus y a R. domesticus, y no
consideran a R. neivai relacionada filogenéticamente a ninguna
de las especies conocidas del género Rhodnius. Pese a que en
el presente trabajo no se pretende analizar filogenéticamente a
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estas especies mediante el AGP de la configuracion borde corial-
collar, cabe destacar que en cuanto a este caracter R. neivai no
se distingue por el tamafio y se solapa en la conformacién con R.
neglectus y R. nasutus. Por otra parte, el hecho que R. nasutus
haya presentado el porcentaje mas bajo de reclasificaciéon, podria
interpretarse que en cuanto al caracter configuracion borde
corial-collar, esta especie no esta tan bien naturalmente definida
como el resto de las especies analizadas.

Sin embargo, no podemos inferir relaciones filogenéticas
a partir de estos resultados sin antes establecer el criterio y la
validez de la configuraciéon borde corial-collar para el anélisis
filogenético en todas las especies del género Rhodnius, lo cual
escapa al objetivo del presente trabajo.

Finalmente, se sugiere el anélisis de la configuracion
borde corial-collar mediante el AGP de los huevos de otras
especies del género Rhodnius, con el fin de verificar el caracter
especie-especifico de las diferencias en la conformacion de dicha
configuracion.
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