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Resumen

Los insectos de la subfamilia Triatominae son ampliamente reconocidos por su papel como vectores
del pardsito Trypanosoma cruzi, agente etioldgico de la enfermedad de Chagas. La principal
caracteristica biologica que define a esta subtamilia, es su obligado comportamiento hematofagico. Sin
embargo, diversos trabajos en especies de Belminus vienen sefialando de manera reiterada el habito
predador en este género. Debido a este peculiar comportamiento, el presente estudio se propuso como
objetivos: 1. Determinar en condiciones de laboratorio, algunos parametros demograficos vy
reproductivos en B. ferroae alimentado con tres diferentes hospedadores (roedor, cucarachas y
Rhodnius prolixus) y estimar el fitness (rg) con cada uno, a fin de identificar el hospedador natural de
esta especie; 1. Analizar la plasticidad fenotipica en B. ferroae relacionada con el hospedador, e
incriminar por esta via, el principal hospedador dentro de los domicilios con la técnica de la
morfometria geométrica; iii. Ampliar el estudio morfologico de B.corredori, B. herreri'y B. ferroae, a
través del analisis del fenotipo antenal y del exocorion del huevo; iv. Probar la hipétesis que sugiere
que las especies de Belminus podrian ser un linaje de Reduviidae en un estado temprano de adaptacion
a la hematofagia, esto a través de las reconstrucciones filogenéticas de la subfamilia con dos
marcadores moleculares (28SD2 y el citocromo b) y el método de maxima verosimilitud. Los
resultados de esta tesis revelan que los artropodos (cucarachas), son los principales hospedadores
naturales de B. ferroae, basados en un mayor fitness demografico (rg) respecto a un hospedador
vertebrado (roedor); ademads. se demuestra por primera vez la existencia de un Triatominae, sin un
comportamiento hematofagico obligado. El analisis morfométrico de la variacion en la conformacion
alar, permitio identificar un fenotipo relacionado con el hospedador e incriminar a las cucarachas como
la principal fuente de alimento utilizada por B. ferroae dentro de los domicilios. Los estudios
morfolégicos también permitieron una apropiada reclasificacion de los individuos a su especie y
mostraron una mayor similaridad de estas especies con Triatomini, esto ultimo mantiene
correspondencia con los resultados del estudio filogenético. Ambos andlisis filogenéticos fueron
consistentes en recuperar al género Belminus anidado dentro de Triatominae. La tribu Bolboderini no
fue recuperada con el marcador 28SD2. Finalmente, este trabajo sefiala el inconveniente taxonomico
que representa la existencia en la subfamilia de una especie con un comportamiento principalmente
predador y apunta hacia la necesidad de ampliar la definicion de los Triatominae propuesta por Lent &
Wygodzinsky (1979).

Palabras clave: Belminus, Triatominae, demografia, fitness, predacion, hematofagia, taxonomia.



Abstract

Triatominae are widely recognized for their role as vectors of the parasite Trypanosoma cruzi, etiologic
agent of Chagas disease. One of the main biological characteristics of this subfamily is their obligate
haematophagous condition. However, several works in Belminus species showed the behavior predator
of this genus. Due to this peculiar behaviour, the aims of this study were: i. To determine several
demographic and reproductive parameters of B. ferroae ted on three different hosts (mice, cockroaches
and Rhodnius prolixus) and relate B. ferroae fitness (as measured by r0) to the natural hosts; 1i.
Analyze plasticity phenotypic related to the host in B.ferroae and to incriminate the main host of B.
Jerroae inside the domiciles by means of the morphometric geometric technique; iii. Extend
morphological analysis in B.corredori, B. herreri and B. ferroae, through antennal phenotype and the
egus study. Lastly, the hypothesis that suggests Belminus species as a Reduviidae lineage at an early
stage of adaptation to haematophagy was also tested, carrying out phylogenetics reconstructions with
molecular data (28SD2 and cob b) and the maximum likelihood method. The present study revealed a
higher demographic fitness related to the cockroach, supporting the idea that these arthropods are the
main natural host of B. ferroae and showed for the first time the existence of a Triatominae species
without obliged bloodsucking behavior. Morphometrics analyses of shape variation allowed to
incriminate cockroaches like the main food source used by B. ferroae inside the domiciles.
Morphological studies allowed appropriate reclassification of individuals to their putative species and
higher similarity from this species with Triatomini. Both phylogenetics analyses were consistently
recovered the Belminus genus as nested within Triatominae, but not for Bolboderini tribe. Finally, this
work shows the taxonomic problem that represents the existence of a species with a mainly predator
behavior in the subfamily and would point toward the need for a broader definition of the Triatominae
proposed by Lent & Wygodzinsky (1979).

Key words: Belminus, Triatominae, demography, fitness, predator, hematophagy, taxonomy
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Capitulo 1. Consideraciones generales sobre la biologia, la ecologia y la cvolucion

de los Triatominae

1. Introduccion
Los Hemiptera son un linaje de insectos bastante antiguo con fosiles conocidos desde el Pérmico
(Grimaldi & Ingles 2005). Es un grupo monofilético basado en la estructura de sus partes bucales que
se caracteriza por un labio que encierra los estiletes maxilares y mandibulares. De este orden existen
aproximadamente 82.000 especies descritas y comprende tres infraordenes: Stenorrhyncha,
Auchenorryncha y Heteropterodea, éste altimo contiene el clado Coleorrhyncha + Heteroptera (Forero
2008).

Heteroptera alberga mas de 40.000 especies descritas y se define por las siguientes sinapomorfias: la
presencia de gula, la presencia de glandulas metatoracicas y abdominales y una fuerte reduccion del
tentorium (Forero 2008). Miembros de este grupo muestran un amplio rango de adaptaciones a diversos
habitats y estrategias de historia de vida, que incluye la fitofagia, la predacion y la hematofagia
(Weirauch & Schuh 2011). Sin embargo, en solo tres familias de Heteroptera (Cimicidae, Polyctenidae
y Reduviidae) se desarrolld el habito hematotfigico como estrategia adaptiva. Los Cimicidae conocidos
comunmente como ‘“chinches de cama” son un taxon altamente especializado que se alimenta
principalmente de sangre de humanos, aves, roedores y murciélagos (Reinhardt & Siva-Jothy 2007).
Los Polyctenidae son hematdfagos obligados y permanentes de murci€lagos (Dick et al. 2009). Por
tltimo, los Reduviidae son el clado de heteroptera que contiene el mayor nimero de especies
predadoras de artropodos, con 25 subfamilias reconocidas y aproximadamente 6.800 especies descritas;
actualmente se reconocen fosiles de esta familia de los periodos Jurasico y Cretacico (Hwang &
Weirauch 2012). Dentro de la familia Reduviidae, los Triatominae forman una subfamilia distintiva
que agrupa a insectos hematofagos, que se alimentan de diversos vertebrados nidificadores entre los

que se puede incluir al humano (Gorla et al. 1997).



2. Biologia ¢ importancia de los Triatominae
Los Triatominae estan definidos por el habito hematdfago obligado y las adaptaciones morfoldgicas
asociadas (Lent & Wygodzinsky 1979). Este grupo de insectos se distribuye principalmente en
América, desde EEUU hasta la Argentina, con unas pocas especies en Asia, Africa e India.
Actualmente la subfamilia comprende 144 especies, organizadas en cinco tribus y quince géneros
(Tabla 1). Ademas de la importancia ecologica dentro de los Heteroptera, su popularidad reside en que
actian como vectores del parasito Trypanosoma cruzi, agente etioldgico de la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana. Las especies de mayor importancia por el directo compromiso en el ciclo
doméstico de la transmision pertenecen a los géneros Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus (Schofield

& Galvdo 2009, Jurberg et al. 2009, Ayala 2009, Moncayo & Silveira 2010, Rosa et al. 2012).

La principal ruta de la transmisién del parasito 7. cruzi es la vectorial, la cual ocurre cuando las
personas entran en contacto con heces de triatominos infectadas y se considera a esta via como la
responsable del 80% de los casos en el mundo. Otras vias identificadas son la transfusion de sangre
infectada, el trasplante de organos, la transmision oral por alimentos contaminados, la transmision
congénita y los accidentes en los laboratorios (WHO 2010). Se estima que entre 60 y 90 millones viven
en areas de riesgo y que 10 millones de personas se encuentran infectadas con 7. cruzi en 21 paises de
Latinoamérica (Figura 1). La persistencia de la enfermedad en estos paises, supone un grave problema

de salud ptblica (WHO 2010).



Tabla 1. Clasificacion de los Triatominae (Hemiptera: Reduviidae)

Tribus Géneros Numero de
— L especies
Alberproseniini Alberprosenia 2
Bolboderini Belminus 8
Bolbodera I
Microtriatoma 2
Parabelminus 2
Cavernicolini Cavernicola 2
Rhodniini Psammolestes 3
Rhodnius 17
Triatomini Dipetalogaster |
Eratyrus 2
Hermanlentia 1
Linshcosteus 0
Panstrongylus 14
Paratriatoma 1
Triatoma’ 81
Total 15 144

Fuentes: Schofield & Galvao, 2009; Ayala 2009; Jurberg et al., 2009; Rosa et al. 2012, Gongalves et al.
2013. a. Incluye a los géneros Meccus (complejo phyllosoma), Mepraia (complejo spinolai) y

Nesotriatoma (complejo flavida) reconocidos por Galvao et al. (2003).
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Figura 1. Mapa de la distribucion de casos humanos de infeccidn por Trypanosoma cruzi, basados en

estimaciones oficiales y en el estatus de transmision vectorial. Fuente: WHO 2010.



Los Triatominae presentan un ciclo de vida incompleto (hemimetabolo) compuesto por el huevo, cinco
estadios ninfales y el imago (Figura 2). Las ninfas difieren, entre otros caracteres, de los adultos en que
presentan solo rudimentos alares, aparentes en los Gltimos estadios ninfales, y genitalias no
desarrolladas. Sin embargo ellas ocupan el mismo habitat, se alimentan sobre los mismos hospedadores
y son susceptibles a las infeccion por 7. cruzi. En general el ciclo de vida se desarrolla en un rango de
temperatura entre 20-30°C, el tiempo de duracion del ciclo es variable con especies que pueden
culminarlo en aproximadamente tres meses, como es el caso del género Rhodnius o entre seis y ocho
meses para las especies de Triatoma. Un insecto de esta subfamilia puede tomar entre 8-9 veces su peso
en sangre. Los Triatominae adoptaron comportamientos y patrones de actividad circadiana inversos a
los de sus hospedadores, en consecuencia exhiben habitos tipicamente nocturnos (Lent & Wygodzinsky

1979, Noireau et al. 2009).

HUEVOS

NINFA V i
ESTADIO
NINFA |
ESTADIO
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., é NINFA i
NINFA i1 ESTADIO

ESTADIO

Figura 2. Ciclo de vida de R. prolixus mostrando los diferentes estadios



3. Origen de la subfamilia Triatominae
Se plantea que la subfamilia Triatominae evolucion6 a partir de reduviideos predadores que contaban
con pre-adaptaciones morfologicas, como piezas bucales picadoras, ademas de un comportamiento
agresivo y activo para la busqueda de la presa y eficientes enzimas digestivas que factlitaron la
transicion hacia la hematofagia. El comportamiento hematofago en estos insectos fue probablemente
ocasional y una eventual oportunidad los llevé a una hematofagia completa a través de la continua
asociacion con el hospedador vertebrado (Lehane 2005). Aunque las posibles razones que motivaron el
cambio hacia el comportamiento hematofago no son claras, se sugiere que fue debido a la necesidad de
acumular nutrientes en cantidad suficiente para poner los huevos (Waage 1979, Lukashevich &
Mostovski 2003).
FEsta parte de la hipdtesis sobre el origen del comportamiento hematofago es aceptada por la mayoria de
la comunidad cientifica (Galvao 2003). Sin embargo, la actual controversia reside en si ellos derivaron
de un ancestro predador en el cual evoluciono el habito hematofago (origen monofilético) o de dos o
mas ancestros predadores que desarrollaron la hematotagia (origen difilético 6 polifilético) (Schaefer
2005).
Usinger (1944) fue el primer autor que propuso el origen monofilético de la subfamilia, en el sentido
que el habito hematdfago se origind una sola vez. Esta hipotesis fue posteriormente acogida y
desarrollada por Lent & Wygodzinsky (1979), basada en tres apomortfias 1) la presencia de habito
hematdtago, 2) la presencia de una conexion membranosa entre el segundo y tercer segmento rostral
que permite flexionar el tercer segmento rostral y 3) la pérdida de glandulas abdominales de olor
(Galvao 2003).

La hipdtesis de la polifilia para los Triatominae fue propuesta por Schofield (1988). En la cual su autor
expone que no solamente los Rhodniini, si no que otros géneros clasificados dentro de los Triatomini
(Dipeialogaster, Panstrongylus v Eratyrus) pueden representar grupos no relacionados, que se
originaron de diferentes reduvidos. Desde este punto de vista se recrea un escenario que es consistente
con la aparente separacion geografica de los triatominos, con la ocurrencia de especies del género
Linshcosteus y Triatoma en Asia, asi como la ausencia de triatominos selvaticos en Africa (Gorla et
al.1997). En consecuencia, la hipotesis de polifilia explicarfa de una mejor manera la distribucion

geografica, las asociaciones con los hospedadores, y las actuales adaptaciones mostradas por especies y



grupos de especies a tipos particulares de habitat. Esta hipotesis también se fundamenta teniendo en
cuenta las diferencias en los parametros poblacionales, los caracteres morfologicos (Catala 1997), las
diferencias en los componentes antihemostaticos de la saliva de Rhodniini y Triatomini (Ribeiro et al.
1998) y la diversidad entre las secuencias nucleotidicas de las dos tribus (Marcilla et al. 2001). El
escenario evolutivo que se vislumbra mas probable a la luz de este razonamiento es que el habito
hematdéfago se origind varias veces dentro de Triatominae, y en efecto la subfamilia representa un
ensamble polifilético de especies, definido sobre la base de los caracteres apomorficos convergentes

relacionados a la hematofagia (Hypsa et al. 2002).

En la Gltima década nimerosos estudios han explorado las relaciones filogenéticas de los Triatominae
con las demas subfamilias de Reduviidae. No obstante estas permanecen controversiales. Hypsa et al.
(2002) emprendieron el primer trabajo de filogenia molecular de la subfamilia, que incluyd 57 taxones
de Triatominae con representantes del Nuevo y del Viejo Mundo. Ademas con difetentes grupos
externos pertenecientes a Reduviidae y no Reduviidae. Los autores de este trabajo concluyen que la
monofilia de Triatominae se soporta bien por las observaciones derivadas de su estudio. Se comprueba
la parafilia de Rhodnius con respecto a Psammolestes como lo habian expuesto Lyman et al. (1999).
Este hallazgo ilustrd de manera clara como los cambios morfoldgicos y ecoldgicos resultan en la
pérdida de los caracteres diagnosticos que se espera fuesen compartidos por los miembros de un mismo
grupo monofilético. Los géneros Panstrongylus, Dipetalogaster, Eratyrus y las especies del clado
asiatico se agruparon con el género Triatoma. En consecuencia, los autores sugieren que al menos la

hipotesis de origenes separados de los géneros que conforman la tribu Triatomini no parece ser cierta.

Posteriormente, Paula et al. (2005) presentan la primera evidencia del origen polifilético de los
Triatominae, al analizar la filogenia molecular de la subfamilia con el marcador mitocondrial 16S. Ese
trabajo mostrd una separacion entre las tribus Rhodniini y Triatomini por varios clados predadores. Se
sugiere a la subfamilia Reduviinae como grupo hermano de Triatomini y las subfamilias Salyavatinae y

Harpactorinae como grupos hermanos de Rhodniini.

Subsecuentemente  Weirauch (2008) en un amplio estudio cladistico basado en 1062 caracteres
morfologicos que contd con un total de 75 especies de varias subfamilias de Reduviidae y algunos

taxones de los Triatominae aportan argumentos a favor de la hipdtesis de monofilia.



Weirauch & Munro (2009) presentaron un analisis cladistico de Reduviidae que incluyd 94 taxones (89
de Reduviidae y 5 grupos externos), basado en los datos moleculares de un marcador mitocondrial
(16S) y tres marcadores nucleares (18S, 28SD2, 28SD3- 5). Este estudio ofrecio argumentos a favor de

la hipotesis que expone que el habito hematdtago evoluciond una sola vez dentro de Triatominae.

Por su parte, Patterson & Gaunt (2010) también dieron apoyo a la hipotesis de monofilia. A través del
analisis del marcador nuclear (28SD2) y los marcadores mitocondriales (citocromo oxidasa 1y 1-3°,
citocromo oxidasa 2 y citocromo b). Su trabajo incluyé en los andlisis de la subfamilia, por primera

vez, un representante de la tribu Bolboderini (Microtriatoma trinidadensis).

Mas recientemente, Hwang & Weirauch (2012) a través de la reconstruccion de la filogenia de los
Reduviidae con 5 marcadores moleculares y 178 taxones que representaron 18 de 25 subfamilias de los
Reduviidae, no lograron recuperar la monofilia de la subfamilia, pero tampoco encontraron soporte
para la hipdtesis de polifilia. Por el contrario, sus resultados muestran que Triatominae es paratilético
respecto a los Reduviinae del género Opisthacidius con alto soporte (99.62%) o que es parte de una
politomia que también incluye a Opisthacidius. Esto Gltimo, mantiene una ambigiiedad sobre la
transicion del estilo de vida predador al hematofago, que muestra dos escenarios con similares
probabilidades: 1) el cambio a hematotago pudo haber ocurrido una vez en la base del clado
Triatominae + Opisthacidius con una reversion al comportamiento generalista en Opisthacidius o 2)
Triatomini y Rhodniini - Cavernicolini pudieron haber adquirido la hematofagia independientemente.
Los autores llaman la atencion sobre la idea de que datos adicionales son requeridos para probar las
relaciones entre los clados implicados y que la discrepancia de sus resultados con estudios anteriores es
explicada por el hecho de incluir en el estudio un nimero mayor de taxones y el caracter del muestreo
de los mismos. Es pertinente mencionar aqui que previos autores como Hypsa et al. (2002), Schaefer
(2003) y Patterson & Gaunt (2010) habrian asomado la posibilidad de que el origen de esta subfamilia

podria incluir la hipotesis de parafilia.

Para concluir esta seccion, es importante resaltar que el tema del origen de los Triatominae tiene un
interés mas que académico, en el caso que los triatominos tengan mas de un ancestro y por tanto sean
filogenéticamente distantes, hace improbable generalizar lo que se conoce de un grupo al otro. En
consecuencia este hecho podria traer dificultades para el disefio y la aplicacion de las estrategias de

control (Schaefer 2003).



4. ;Cuando surgieron los Triatominae, son antiguos o recientes?
Vinculados a las hipdtesis sobre el origen de cualquier taxon, subyacen varios interrogantes, el mas
comun cuestiona sobre el periodo en que surgid un determinado grupo y los eventos geologicos o
biogeograficos a los cuales estaria relacionado. Esta por demas mencionar que los interesados en el

estudio de los Triatominae no han sido ajenos a estas indagaciones.

La primera hipdtesis sobre la escala de tiempo en la cual podria haber surgido los Triatominae fue
propuesta por Gaunt & Miles (2002) con la aplicacion de la técnica de relo) molecular. Estos autores
predicen el origen de los Triatominae entre 99,8 y 93,5 millones de afios (m.a), dato coincidente con la
formacion del continente suramericano durante el rompimiento de Gondwana (> 95 m.a). Ese estudio
también hace hincapié en la correspondencia de los mega fosiles de palmas que datan de 83,3-71,3 m.a,
abriendo la posibilidad de la existencia de co-evolucion entre las palmas y el género Rhodnius o la
divergencia entre Rhodniini y Triatomini, resultado de la adaptacion de un género a un habitat

especifico.

Posteriormente, Patterson & Gaunt (2010) hacen un analisis mas completo para obtener una escala de
tiempo entre los reduvidos predadores y los Triatominae, a través de la téenica de reloj molecular, con
la diferencia de que fueron incluidos cinco marcadores diferentes y un nimero mayor de taxones de
tres de las cinco tribus reconocidas de los Triatominae. Los resultados mostraron una alta coincidencia
entre los cinco loci utilizados. El tiempo de divergencia entre Reduviinae (Zelurus spp. y Opisthacidius
spp.) y Triatominae se calculd entre 110-107 m.a. Estos dos taxones predadores estan restringidos al
continente suramericano y por lo tanto, la evolucion habria ocurrido antes de la ruptura de Godwana;

mientras la evolucion de los Triatominae se calcula haya ocurrido en el origen de Suramérica (95 m.a).

Otra hipotesis que usa el marcador 18S propone que la evolucion ocurrio mas tarde de lo que predicen
los relojes moleculares de Gaunt & Miles (2002) y Patterson & Gaunt (2010), y ubica el origen de los
Reduviinae en el origen de Suramérica y el de los Triatomini y los Rhodniini entre 48.9-64.4 m.a, es
decir, cuando empez6 el evento de separacion de Suramérica de la Antartida y Australia en el periodo

terciario (Bargues et al. 2000).

Una tercera hipotesis propone que los Triatominae son atin mas recientes y que evolucionaron en el
Oligoceno (27-32 m.a), es decir, cuando Suramérica se encontraba aislada de la Antartida y de las
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migraciones hacia Norte América. Por lo tanto, los eventos a gran escala que estarian relacionados
serian un periodo bien documentado de radiaciones de los mamiferos neotropicales y de las aves, y un
periodo de alta diversificacion de ecotopos (Hwang & Weirauch 2012). Segiin los autores, esta Ultima
hipdtesis tiene una ventaja metodoldgica sobre las demds debido a que el analisis incluyd un reloj
molecular relajado y no uno fijo, lo cual se traduce en un significativo progreso de las estimaciones,

porque no asume una tasa constante de variacion.

Los Triatominae son insectos hematotagos que viven en asociacion con sus hospedadores silvestres en
habitats como palmas, nidos de aves, madrigueras de roedores, cuevas etc. Las especies domiciliadas
colonizan las viviendas y las peridomiciliarias habitan en construcciones artificiales hechas para el
abrigo de animales domésticos como gallinas, cerdos, ganado ovino o bovino (Lent & Wygodzinsky
1979). Este comportamiento es un claro retlejo de la baja selectividad que presentan los triatominos por
un determinado hospedador. Aunque algunas excepciones ocurren como es el caso de Psammolestes,
género que agrupa a especies asociadas a aves de la familia Furnariidae, de 7. delpontei que esta
asociado con Psitacidos del género Monacha, de T. rubrofasciata que se alimenta preferentemente en
roedores y de Cavernicola pilosa asociada casi exclusivamente a quiropteros (Lent & Wygodzinsky

1979, Soares et al. 2001, Noireau et al. 20095).

El eclecticismo de los triatominos en relacion con el hospedador difiere drasticamente con la
selectividad que exhiben otros grupos de insectos hematofagos, como el caso de Phthiraptera -piojos-
con una edad calculada entre los 115-130 m.a o “chinches de cama” (Cimex, Cimicidae) de
aproximadamente 100 m.a. La probable mayor edad de estos ultimos sugiere una estrecha co-evolucion
entre ¢l hospedador y el parasito. Al respecto, Hwang & Weirauch (2012) discuten que al lado de los
factores ecologicos que puedan incidir en la especificidad por el hospedador, la relativa juventud de los

Triatominae (27-35 m.a) podria ayudar a explicar este menor grado de selectividad.

La informacion que provee el registro fosil sobre las subfamilias de Reduviidae y que se considera
confiable, proviene del Eoceno y Mioceno, lo cual proporciona pocas luces sobre el periodo de mayor
diversificacion de los linajes en este grupo (Hwang & Weirauch 2012). Respecto a la edad del registro
fosil de Triatominae, especificamente 7riatoma dominicana se calcula entre 20-15 0 40-35 m.a (Poinar

2005).
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5. Hospedadores invertebrados de los Triatominae

Algunos trabajos refieren la presencia de comportamientos alimentarios alternativos en los
Triatominae. Se describe el canibalismo, la cleptohematofagia (hurto de sangre) y la hemolinfagia en
especies del los géneros Rhodnius y Triatoma en condiciones naturales y experimentales (Brumpt
1914, Phillips 1960, Miles 1981, Pifiero et al. 1988, Lorosa et al. 2000, Noireau & Dujardin, 2010).
Mas recientemente, Garrouste (2009) observd la hemolinfagia en circunstancias naturales en el género
Panstrongylus (Figura 3).

Pifiero et al. (1998) a partir de experimentos con R. prolixus sugieren que estos comportamientos
facultativos podrian ser interpretados como estrategias alternativas de alimentacion, que en condiciones
naturales permiten a los triatominos substituir una fuente alimentaria, para poder sobrevivir sin ¢jercer
estrictamente la hematofagia o disminuir la exposicion a predadores.

Garrouste (2009) menciona que la practica de la hemolinfagia por parte de los Triatominae en
condiciones naturales aporta fuentes troficas suplementarias, aumentando la plasticidad ecologica y
confiriéndoles mayor capacidad para colonizar diversos ambientes. En general, se supone que estos
habitos alternativos de alimentacion en Triatominae son derivados del linaje predador de Reduviidae

(Noireau et al. 2005).

Figura 3. Panstrongylus geniculatus alimentandose por hemolinfagia en un Lepidoptera Saturniidae

FEacles sp. Fuente: Garrouste 2009.
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6. Biologia y Taxonomia del género Belminus (Reduviidae: Triatominae)

El género Belminus, pertenece a la subfamilia Triatominae, tribu Bolboderini que alberga pequenos
triatominos de menos de doce milimetros de longitud, con genas grandes alongadas y proyectadas mas
alla del apice del clipeo e integumento del cuerpo fuertemente rugoso y granuloso (Lent &
wygodzinsky 1979). Las principales caracteristicas diagnosticas que definen al género son: escutelo
con dos procesos laterales obtusos en la base, primer y segundo segmentos del rostro sub-equivalentes
en longitud y los segmentos dorsales del conexivo con un pliegue submarginal longitudinal (Lent 1943,
Lent & Wygodzinsky 1979).

Segun Lent (1943), el género Belminus fue descrito en el aiio 1859 por Stal basado en una sola especie
procedente de Colombia y publicada bajo el nombre de Belminus rugulosus. Ese mismo autor hizo una
enmienda en 1868 con respecto a los ocelos de los cuales verificod su presencia. Posteriormente en
1873, Walker describi6 bajo el nombre de Conorhinus diminutus un pequeiio espécimen proveniente de
Venezuela, al cual Neiva (1913) examind e identifico como Belminus rugulosus; en ese mismo trabajo,
Neiva sefialo que Distant habia creado en 1902, el género Marliunus, que no era mas que Belminus
rugulosus (Lent 1943). Sin embargo, Neiva (1913) apoyado en que Stal habia establecido el género en
la ausencia de ocelos, lo cual no era cierto, lo considero idéntico a Triatoma, sin tener en cuenta otros
caracteres importantes que mostraban distintos a estos dos géneros (Lent 1943). Pinto (1931) reconocid
a Belminus como un género bien fundamentado. Finalmente, Lent (1943) concluyd que Belminus Stal
1859, era un género valido cuya especie tipo es Belminus rugulosus, que Triatoma rugulosa Stal 1859,
Marlianus diminutus Distant 1902, Conorhinus rugulosus 'y Conorhinus diminutus Walker, 1973 son
sinonimias de Belminus rugulosus.

Herrer, Lent & Wygodzinsky (1954) describen dos especies mas para el género, Belminus peruvianus 'y
Belminus costaricensis. Los primeros especimenes de B. peruvianus fueron capturados dentro de
viviendas en el Valle de Marafion, Pert, y los de B. costaricensis capturados en Costa Rica sobre un
perezoso (Bracdypus) y en nidos de Isoptera ¢ Himenoptera, hallazgo que los autores consideraron
accidental. Lent & Wygodzinsky (1979) describen a Belminus herreri de especimenes colectados en
Panama, encontrados en la corteza de un arbol de Anacardium sp. en un bosque hiamedo tropical. En
Venezuela, Osuna & Ayala (1993) colectan en el parque Nacional Henry Pittier, en Aragua un
espécimen con ¢l corium amarillo, que describen bajo el nombre de Belminus pittieri. Lent, Jurberg &
Carcavallo (1995) describen a Belminus laportei de material colectado procedente de Pard y asociado a
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reptiles del género Techadactylus (Gekkonidae) de la region amazonica brasilera, que en una primera
oportunidad fueron identificados como Belminus herreri.

En Colombia algunos especimenes procedentes del municipio de San Gil, departamento Santander, son
descritos como Belminus corredori por Galvio & Angulo (2006). En el municipio de Toledo, Norte de
Santander, Colombia, se detecta la presencia de especimenes pertenecientes al género Belminus en
domicilios que Sandoval, Pabon, Jurberg & Galvio (2007) describen como Belminus ferroae.

En consonancia con lo anterior, en el territorio venezolano se encuentran registradas dos especies del
género: B. rugulosus y B. pittieri (Martinez & Carcavallo 1976, Osuna & Ayala 1993), y en el
colombiano cuatro especies, B. rugulosus. B. herreri, B. corredori 'y B. ferroae (Sandoval et al. 2007).
De esta manera el género actualmente alberga ocho especies distribuidas desde México hasta el norte

de Brasil (Figura 4y 5).

8. rugulosus

. costaricensis

B. rugulosus

Figura 4. Mapa de la distribucion geografica del género Belminus (Hemiptera: Triatominae). Fuentes:
Lent & Wygodzinsky (1979), Osuna & Ayala (1993), Moreno et al. (1995), Lent et al. (1995),
Sandoval et al. (2004), Sandoval et al. (2010).
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8. rugulosus, Stal 1859 B pervvionus
Herrer, Lent & Wygodzinsky, 1954 B. costaricensis

Herrar, Lant & Wygodzinsky, 1954 8 herreri Lont & Wygodainsky, 1979

8 pittieri Osuna & Ayala, 1993 & loportei Lent, Jurberg 8. corredon Galvao & Angulo, 2006 B. ferrone Sandoval, Pabon, Jurberg
& Carcavalio, 1995 & Gaivao, 2007

Figura 5. Fotografias de las ocho especies que conforman el género Belminus (Hemiptera:

Triatominae). Fuente: Sandoval et al. (2007).
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6.1 Comportamiento alimentario en el género Belminus

El trabajo de Herrer et al. (1954) es el primer documento que narra algunos aspectos de la biologia de
una de las especies del género, Belminus peruvianus y que sefala, ademas de los vertebrados, a los
artropodos como hospedadores de estos insectos. De los comportamientos alimentarios observados por
estos autores, en este grupo, se describe la hematofagia, el canibalismo y la hemolinfagia sobre otros
Triatominae.

Durante el proceso de colonizacion de B. herreri en el laboratorio procedente de habitats
peridomésticos de Colombia, Sandoval et al. (2000) refieren la dificultad para alimentar a estos
insectos con hospedadores vertebrados, tales como roedor, ave y humano. A partir de estos hechos y
basados en las observaciones realizadas por Herrer et al. (1954), una pequefia colonia fue mantenida a
expensas de Rhodnius prolixus recién ingurgitados con sangre de gallina y de esta manera se presumio
que el comportamiento involucrado podria ser la cleptohematofagia.

En material colectado directamente de algunas viviendas ubicadas en el departamento del Cesar en
Colombia y perteneciente a la especie B. herreri, los resultados del analisis de la ingesta sanguinea
fueron negativos, a pesar que fue probado un panel de antisueros de nueve diferentes fuentes de
vertebrados (ave, felino, canino, caprino, equino, roedor, reptil, humano y marsupial). Sin embargo, el
96% de los contenidos intestinales de estos insectos reaccionaron al antisuero de la cucaracha
Periplancta americana (Blattodea: Blattidae), uno de los artrépodos mas abundantes dentro de las
viviendas (Sandoval et al. 2004).

Nuevamente, de material procedente de Colombia, capturado en ambientes domésticos en el
departamento de Norte de Santander y perteneciente a la especie B. ferroae, se detecta en el 89,6% de
tos contenidos intestinales ingesta de hemolinfa, a través del antisuero de P. americana. Aunque
simultaneamente se detectd la hematofagia sobre roedor y humano en un 7% (Sandoval et al. 2010). De
esta manera, las informaciones sobre el comportamiento alimentario disponible para las especies de
Belminus, sugieren que su espectro de hospedadores incluye principalmente artropodos 'y
ocasionalmente mamiferos, aves y réptiles. En la Figura 6, se muestra un registro de los diferentes

comportamientos observados en condiciones de laboratorio, en algunas especies del género Belminus.
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Figura 6. Registro fotografico de los comportamientos alimentarios de Belminus spp. bajo condiciones
de laboratorio. Canibalismo en B. ferroae, hemolinfagia de B. herreri en cucarachas, cleptohematofagia
o hemolinfagia de B .ferroae sobre R. prolixus, hematofagia de B. herreri sobre reptil y de B. ferroae

sobre roedor.
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7. Justificacion y planteamiento del problema
En la literatura ha sido recurrente el sefalamiento de que los triatominos no son estrictamente
hematofagos, esta afirmacion se basa en las reiteradas observaciones de canibalismo,
cleptohematofagia y hemolinfagia en diversas especies de la subfamilia Triatominae, en condiciones
naturales y experimentales (Brumpt 1914, Ryckman 1951, Phillips 1960, Miles 1981, Pifiero et al.
1988, Lorosa et al. 2000, Garrouste 2009, Noireau & Dujardin 2010).
Sin embargo, no ha habido hasta el momento, un estudio que aborde ese fendmeno mediante protocolos
repetibles, y que permita traspasar de las observaciones meramente anecdoticas a un analisis mas
riguroso desde el punto de vista del método cientifico.
Dado que el comportamiento hematofagico es un caracter que define a la subfamilia Triatominae, la
informacion sobre el caracter de estricto o facultativo, y accidental o natural de la hemolinfagia o la
cleptohematofagia, contribuiria a esclarecer ¢l estatus taxonomico de esta subfamilia. En este sentido,
en el presente trabajo se estudia la viabilidad del ciclo de vida de una especie del género Belminus, por
su comportamiento predador de cucarachas (Sandoval et al. 2004, 2010), mediante el analisis de los
parametros reproductivos y demograficos, bajo los siguientes interrogantes: ;Puede una especie del
género Belminus mantener un ciclo de vida viable al alimentarse exclusivamente sobre un hospedador
artropodo, y presentar un mayor desempeiio reproductivo y demogratico con relacion a un hospedador
vertebrado?
Ahora bien, si el ciclo de vida con presas artrépodas es viable en condiciones de laboratorio, ;es
posible trazar esta viabilidad en condiciones naturales (domicilios) a través de un analisis morfologico
que demuestre la presencia de un fenotipo asociado al hospedador artropodo, e identificar por esta via
el principal hospedador de B. ferroae dentro de los domicilios?
Por otra parte, una de las hipotesis propuestas por Schofield & Galvédo (2009) y Bargues et al. (2010),
para explicar la observacion segin la cual especies del género Belminus se alimentan principalmente de
cucarachas y en ocasiones de vertebrados (Sandoval et al 2010), es la que dicho comportamiento sea
una adaptacion temprana de este grupo a la hematofagia, lo cual implicaria que la aparicion del
comportamiento hematofagico seria recurrente y por tanto la subfamilia seria polifilética, al estar
definida por un rasgo que comparten diferentes lineas evolutivas con distintos ancestros recientes. Sin
embargo, si se considera que actualmente no hay consenso sobre el origen de la subfamilia y que hasta
el momento no se ha incluido ningtin representante del género en cuestion en las reconstrucciones
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filogenéticas publicadas, es preciso poner a prueba esta hipdtesis. Esto debido a que podrian entrar en
el escenario otras hipotesis con similar probabilidad. Por ejemplo, el comportamiento predador de los
Belminus, podria también ser interpretado como un vestigio del proceso evolutivo que dio origen a la
subfamilia y estar frente a un grupo basal de Triatominae, es decir, muy cercano al ancestro. La otra
hipotesis alternativa es que ellos no sean un grupo basal de Triatominae y su comportamiento
probablemente derive de la plasticidad ancestral conservada por las especies de esta subfamilia con
relacion al hospedador (vertebrado/artropodo). Bajo este razonamiento cabe preguntarse, ¢Es cierto que
estamos frente a un grupo con especies en un estado temprano de adaptacion a la hematofagia? o ;el
género Belminus es un taxén valido de los Triatominae, a pesar que algunos de sus miembros no
exhiban una hematofagia estricta? Estos ltimos interrogantes se abordaran a través de la inclusion de
secuencias de tres especies de Belminus en las reconstrucciones filogenéticas de la subfamilia con dos

matcadores moleculares.

A su vez esta incertidumbre taxondmica justificod la necesidad de revisar otros caracteres morfologicos
distintos a los usualmente utilizados para identificar y caracterizar a miembros de la subfamilia
Triatominae. En ese sentido, el presente trabajo incluyd un estudio del fenotipo antenal y la morfologia
del huevo en tres especies del género Belminus, con el objetivo de ampliar el analisis morfoldgico y
con base en la informacion disponible en la literatura discutir el relacionamiento a nivel de género y
tribu. Adicionalmente, se evalud la designacion especifica de estos tres taxones a través del fenotipo
antenal, el patron exocorial del opérculo del huevo y el analisis de las secuencias de citocromo b, al
considerar ¢l recientemente cuestionamiento del estatus taxonomico levantado para las especies del

género Belminus por Schofield & Galvio (2009).

Para dar respuesta a cada uno de los interrogantes anteriormente planteados, el presente trabajo se
organizo en seis capitulos, el capitulo I que es introductorio, los capitulos Il y Ul se correspondieron
con los primeros interrogantes y se basaron en estudios que involucraron exclusivamente a la especie B.
Jerroae, debido a que fue la primera especie con la cual establecimos una colonia, y con relativa
facilidad era posible acceder a material colectado en campo y ademds, se contaba con previas
informaciones en condiciones de campo (domicilios). Los capitulos [V y V incluyeron en el analisis a
tres especies del género Belminus como son: B. corredori, B. ferroae y B. herreri. Por Gltimo, se
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analizaron los hallazgos en conjunto y se discutieron las implicaciones del estudio en el conocimiento
de la ecologia y la sistematica de los vectores de la enfermedad de Chagas. El trabajo se estructurd de

la siguiente manera:

Capitulo L Introduccion y justificacion

Capitulo 1I. Estudio de los aspectos demogréficos y reproductivos de B. ferroae con tres hospedadores
(cucaracha, roedor y un Triatominae, R. prolixus) bajo condiciones de laboratorio.

Capitulo TIT. Analisis de la plasticidad fenotipica de B. ferroae alimentado con dos potenciales
hospedadores: cucaracha (Blaberus) y roedor (Mus musculus).

Capitulo 1V. Ampliacion del andlisis morfologico en B. corredori, B. ferroae y B. herreri 'y evaluacion
de su estatus taxonémico

Capitulo V. ;Son los Belminus un taxon valido de los Triatominae? Una aproximacion a través de la
reconstruccion filogenética de la subfamilia con dos marcadores moleculares (28SD2 y citocromo b).

Capitulo VI. Discusion general
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Capitulo I1. Estudio de los aspectos demograficos y reproductivos en la especic B.
ferroae con tres hospedadores (cucaracha, roedor y un Triatominae, R. prolixus),

bajo condiciones de laboratorio.

1. Introduccion
Desde la década de los setenta se iniciaron los primeros estudios demograficos en la subtamilia
Triatominae, pero a pesar de los esfuerzos, ain son pocas las especies que han sido analizadas bajo este
enfoque. Medone et al. (2012) a partir de una compilacion de 500 trabajos publicados por diversos
autores, Gnicamente lograron seleccionar informacion completa de la mortalidad y la fecundidad en 27
especies de triatominos, que permitiera extraer o calcular los parametros basicos de las historias de vida

para un estudio comparativo sobre la senectud en la subfamilia.

En los triatominos, la mayoria de los estudios demograficos han tenido como propdsito general conocer
la dinamica poblacional en algunas especies de importancia epidemioldgica, a fin de brindar apoyo en
la seleccion de las medidas adecuadas de control quimico o biologico, al establecer el valor
reproductivo de los diferentes estadios en el ciclo de vida. Asi mismo, evaluar la capacidad de
domiciliacion en relacion con el hospedador a través de las tasas intrinseca de incremento natural (7)) y
la instantanea de nacimientos (b); igualmente, evaluar el impacto de factores como la temperatura, la
densidad, la disponibilidad de alimento en las tasas de crecimiento poblacional y la capacidad de
respuesta de una poblacion ante cualquier perturbacion que afecte los parametros de supervivencia y
fecundidad (Rabinovich 1972, Rodriguez & Rabinovich 1980, Ghilini 1983, Feliciangeli & Rabinovich
1985, Cabello et al. 1987, Oscherov et al. 1996, Cabello & Galindez 1998, Oscherov et al. 2005,
Rabinovich & Nieves 2011).

Si bien el género Belminus tue descrito desde 1859, en la literatura cientifica no existen estudios acerca
de las estadisticas vitales y los parametros demograficos para alguna especie de este grupo. Un trabajo
previo realizado por Sandoval et al. (2000), provee algunas estimaciones para los tiempos de desarrollo
y la mortalidad de los huevos y las ninfas de la especie B. herreri, pero no aporta datos sobre algin
parametro demografico. Esta carencia de informacion demogratica y en general de la biologia de estas
especies, puede ser atribuida a los esporadicos eventos de captura, asi como también al bajo nimero de

25



especimenes colectados en el campo y a la dificultad para mantener las colonias de laboratorio con
hospedadores vertebrados (Herrer et al. 1954, Schofield & Galvdo 2009). Algunas observaciones
preliminares indicaron la posibilidad de colonizar la especie B. peruvianus, al utilizar como
hospedadores ninfas de otros Triatominae (Herrer et al. 1954). Aunque R. prolixus no se considera un
hospedador natural de las especies de Belminus, el uso de este triatomino como fuente de alimento
permitié mantener colonias de B. herreri, pero con un niimero muy bajo de especimenes (Sandoval et
al. 2000). Un andlisis de los contenidos intestinales de insectos domiciliados, pertenecientes a la
especie B. ferroae indico que la sangre de roedores y humanos, y la hemolinfa de algunos artrépodos,
podrian ser las fuentes naturales de alimentacion para esta especie, y sugirid a las cucarachas como los
principales hospedadores (Sandoval et al. 2010). El estudio de éste comportamiento peculiar puede

aportar nuevas informaciones sobre la ecologia evolutiva de los Triatominae.

El analisis de la historia de vida de B. ferroae en condiciones de laboratorio bajo dos regimenes de
alimentacion predacion y hematofagia, tiene dos propdsitos, el primero definir si el ciclo de vida de
este triatomino puede ser desarrollado exclusivamente a expensas de hemolinfa, y por lo tanto,
demostrar la existencia en la subfamilia de un Triatominae sin un comportamiento hematofago estricto.
El segundo, establecer la importancia de estos dos hospedadores (cucaracha y roedor) en los
parametros demograficos de B. ferroae, informacion que ayudard a precisar fa importancia ecolégica y

adaptativa de los hospedadores invertebrados o vertebrados en ¢l ciclo de vida de esta especie.

2. Consideraciones generales del analisis de las tablas de vida
El conocimiento de la biologia y el potencial de crecimiento de una poblacién de insectos son
fundamentales en el estudio de la capacidad reproductiva de una especie (Rabinovich 1978). La
confeccion y el andlisis de las tablas de vida, permite estimar algunos estadisticos poblacionales que
pueden ser muy utiles al momento de caracterizar las poblaciones a efectos de comparar su desempefio
reproductivo en relacion a algun factor bidtico o abidtico (Carey 1993, Campuzano-Martinez et al.
2010). y es fundamental a la hora de intentar conocer la capacidad innata de una especie a multiplicarse

sobre un determinado hospedador (Vasicek et al. 2003, La Rossa et al. 2005, [ranipour et al. 2010).
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De manera resumida, una tabla de vida es un registro pormenorizado de las muertes y los nacimientos,
que permite calcular la probabilidad de sobrevivir, ademas de otros estadisticos vitales y reproductivos

en las diferentes categorias de edad, tamafio o estadio en una especie (Carey 2001).

A través del seguimiento de cohortes' en ambientes experimentales, el registro de estos dos eventos
permite describir y analizar la dinamica de una poblacion. En este tipo de estudios con poblaciones
cerradas, se asumen, solo dos causas para el cambio numérico (los nacimientos y las muertes). Aunque
en poblaciones naturales otros factores adicionales como la inmigracion y la emigracidon deberian ser

considerados (Carey 1993).

Las tablas de vida utilizadas en este estudio se basan en ¢l modelo de poblacion estable formulado por
Lotka (1907), en el cual se establece que casi cualquier poblacion que esté sujeta por un prologado
periodo de tiempo a tasas constantes de mortalidad y fertilidad converge a una distribucion estable de
edades o de estadios, independientemente de la distribucion inicial (Carey 2001). Este modelo es
ampliamente usado en el contexto de fitness poblacional, ya que al aplicar tasas vitales constantes, el
crecimiento poblacional no es denso dependiente y no es afectado por variaciones ambientales,
entonces la poblacion podria aumentar de tamaifio si la tasa finita de crecimiento es positiva o decrecer
si es negativa (Carey 2003, Dewi & Chesson 2004). Por eso una tabla de vida puede ser considerada

como un modelo teorico de la supervivencia de una cohorte (Burch 2003).

En las tablas de vida el registro de la mortalidad se usa para calcular la sobrevivencia en funcion de la
edad (I(x)), la cual acoplada a la fecundidad (m(x)), permite estimar los siguientes parametros

poblacionales:

La distribucion estable de edades o estadios (DEE): es la estructura estable por edad o estadios que se
supone alcanza una poblacion cuando sus tasas vitales de nacimientos y muertes s¢ mantienen

constantes.

La tasa intrinseca de incremento natural (ry): Este parametro estima el crecimiento exponencial

constante que puede lograr una poblacion hipotética que se supone ha alcanzado una distribucion

' Cohorte: Es un grupo de individuos que experimenta el mismo evento significalivo en un periodo de tiempo particular
(Carcy 1993).
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estable de edades, y que ha convergido a esta tasa por el efecto de un esquema fijo de las tasas vitales
de nacimiento y de mortalidad edad especifico (Caswell 2010). Segun Rabinovich (1978), la tasa
intrinseca de incremento natural es un pardmetro genéticamente determinado, que refleja una capacidad
potencial de multiplicacion poblacional. En el caso que las condiciones ambientales o de la propia
poblacion no permitan un crecimiento poblacional de acuerdo con su tasa maxima, ésta crecera con una
tasa real menor que la tasa potencial. El parametro () es un marco de referencia del crecimiento de la
poblacion que frecuentemente se utiliza como una medida del fitness (Birch 1948, Charlesworth 1980,
Carey 1993), y su célculo es uno de los logros mas importantes de la demografia formal (Caswell
2010).

La tasa finita de incremento poblacional (1): se interpreta como el nimero de veces que la poblacién se

multiplica por si misma por unidad de tiempo.

La tasa neta reproductiva (Ry): es el nimero promedio de individuos que reemplazara a un individuo

por tiempo generacional.

Ll tiempo generacional (Tg): aquella edad a la cual, si todo el esfuerzo reproductor estuviera
concentrado en ella, la tasa de reemplazo seria la misma que con el esfuerzo reproductor repartido en

diferentes edades (Rabinovich 1978).

Las tasas intrinseca de nacimientos (b) y de muertes (d): la primera se refiere a la tasa per capita de
nacimientos de una poblacion cerrada, que ha sido sujeta a un esquema fijo de nacimientos y muertes, y
que se supone ha alcanzado una distribucion estable por edad o estadios. Su contraparte es la tasa

intrinseca de muerte () sujeta a las mismas condiciones que (b) (Carey 1993).

El valor reproductivo estadio - especifico (Vx): es el nimero relativo de progenie que se espera
produzca cada uno de los individuos en la edad x. Es la contribucién a futuro de un individuo en la

edad x a la siguiente generacion.

28



3. Objetivo general

Analizar la influencia del hospedador en los aspectos reproductivos y demograficos de la especie B.

Jferroae.

4. Objetivos especificos
4.1 Determinar y comparar los parametros vitales de B. ferroae alimentada con tres hospedadores:

roedor (Mus musculus), cucaracha (Blaberus) y el triatomino (R. prolixus).

4.2 Estimar los parametros reproductivos de B. ferroae alimentada con roedor (Mus musculus),

cucaracha (Blaberus) y el triatomino (R. prolixus), a través del andlisis de las tablas de vida.

4.3 Estimar a través del analisis de las tablas de vida los parametros demograficos en B. ferroae,
alimentado con roedor (Mus musculus), cucaracha (Blaberus) y el triatomino (R. prolixus), y
comparar el fitness poblacional de cada cohorte a tin de conocer el valor adaptativo de los

hospedadores bajo estudio.

5. Materiales y métodos
5.1 Origen de las cohortes
La muestra de la poblacion de B. ferroae usada en este estudio fue capturada en Santa Catalina, Toledo,

Norte de Santander, Colombia (07° 07" N, 72° 24° W).

5.2 Procedimientos experimentales

Los experimentos fueron realizados en una cabina climatizada Marca (New Millenium, Lesco HR-
300), bajo condiciones constantes de temperatura (25 + 2 °C) y humedad (70 + 10% HR). Fotoperiodo

de 12/12 horas luz/oscuridad.

Las hembras de B. ferroue capturadas en campo, fueron divididas en tres grupos diferentes con
cantidad equivalente de insectos (n = 10) a cada grupo le fue ofrecido un hospedador diferente: ratones
albinos de la especie Mus musculus (Rodentia: Muridae), procedentes del bioterio de la Universidad de
Pamplona. Ninfas del triatomino R. prolixus y estadios ninfales de cucarachas (Blattodea)

pertenecientes al género Blaberus sp.
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Los huevos de estas hembras se colectaron diariamente, y las ninfas | emergidas se expusieron a su
respectivo hospedador de acuerdo al grupo de origen. En el grupo alimentado con el vertebrado, las
ninfas fueron expuestas a un roedor (Mus musculus) sedado (Ketalar® 75 mg/Kg) una vez por semana.
En el grupo alimentado con el triatomino, las ninfas de | y 1l estadio de B. ferroae les fue ofrecido de
manera individualizada dos ninfas de R. prolixus de quinto estadio que fueron previamente alimentadas
con gallina, mientras que las ninfas de B. ferroge de I, 1V y V estadio fueron alimentadas
individualmente con siete ninfas de quinto estadio de R. prolixus. En este ultimo caso, los especimenes
de R. prolixus {ueron reemplazados semanalmente. En el grupo alimentado con cucaracha, todas las
ninfas de cualquier estadio de B. ferroae fueron expuestas individualmente a una ninfa de 1V o V
estadio de Blaberus sp. Las cucarachas fueron reemplazadas mensualmente y mantenidas con alimento
concentrado para conejos, maiz y agua que fue ofrecida en un algodon. Las ninfas alimentadas con
roedor y Rhodnius se mantuvieron individualmente en vasos desechables de plastico de 4 x 3 cm,
provistos de papel cartulina en su interior, cubiertos con tela tul y sellados con una banda elastica. Las
ninfas alimentadas con cucaracha se mantuvieron en envases de plastico de 10 x 7 cm con papel
cartulina en su interior y selladas con su respectiva tapa expresamente perforada para evitar la

condensacion y el desarrollo de hongos.

Las tres cohortes de Belminus, mantenidas cucaracha, roedor y R. prolixus se siguieron
simultaneamente desde la eclosion de los huevos por un periodo de tres meses y se iniciaron con 86, 88
y 90 ninfas I, respectivamente. El envase donde reposaba cada espécimen fue codificado y de esta
manera se logro el seguimiento individual. Las tres cohortes se revisaron diariamente para registrar la
mortalidad y los eventos de muda durante el estadio ninfal. Para cada cohorte, tan pronto los adultos
emergieron, veinticinco parejas fueron formadas, cada una en un recipiente y bajo las mismas

condiciones utilizadas en la cria de las ninfas de los estadios avanzados.

Los eventos de mortalidad y ovipostura fueron registrados semanalmente hasta la muerte del Gltimo
adulto. Un total de 600 huevos de estas parejas (200 por grupo) se revisaron diariamente para obtener el
tiempo de desarrollo embrionario de cada cohorte por separado. Como las cohortes fueron iniciadas
con ninfas de primer estadio, la fertilidad (la tasa de eclosion) de todos los huevos puestos por el total
de las hembras de cada cohorte se usaron para proyectar el niimero inicial de huevos para el analisis de

las tablas de vida.
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Los procedimientos utilizados en el manejo de animales se establecieron en conformidad con la ley
colombiana (Estatuto Nacional de proteccion animal ley 84 1989 y la resolucidon 8430 de 1993 del

Ministerio de Salud).

5.3 Analisis estadisticos

Los datos diarios de mortalidad fueron usados para calcular la supervivencia como funcion de la edad
(Ly), y el nimero de huevos colectados semanalmente fue usado para calcular la edad especifica de la
fecundidad m,, (también llamada esquema de la maternidad). Adicionalmente, se estimo la
intermitencia de la ovipostura. La cual fue calculada para cada hembra, como el tiempo promedio entre
dos oviposturas sucesivas. La estimacion de las curvas de superviviencia [, y de maternidad m,
permitieron el calculo de otros parametros demograficos como la tasa intrinseca de incremento natural
ro (usando la ecuacion de Euler - Lotka), la tasa neta reproductiva R,, la tasa finita de incremento
poblacional %, el tiempo promedio generacional 7, el valor reproductivo edad-especifico V. y la
distribucion estable de estadios (DEE). Para cada parametro demografico, se estimo el intervalo de
confidencia con un nivel del 95% basado en 1000 bootstrap. Todos los calculos fueron ejecutados en el
programa TriTV previamente evaluado en triatominos por Medone et al. (2012). Las formulas de los

parametros poblaciones utilizados en este estudio se muestran en la tabla 2.

Debido a la irregularidad del esquema de maternidad (m,), se ajustaron los datos a un Modelo Aditivo
Generalizado MAG para obtener un patron de la distribucion del esfuerzo reproductivo con la edad. El

MAG fue ejecutado en el software R (R Development Core Team 2007).

Se uso la prueba de Mann Whitney en un nivel de confidencia del 95% para analizar las diferencias
entre los tiempos de desarrollo de todos los estadios de las cohortes evaluadas. Mientras que para las
diferencias en la razon sexual y la mortalidad por estadio entre cohortes se analizo usando una prueba
de comparacion de proporciones basada en el test de Ji-cuadrado para dos muestras independientes.
Los dos ultimos métodos fueron ejecutados con el software MedCalc 2012. Se estim6 la tasa
instantanea de nacimientos y muertes (b y d, respectivamente). Se calculd la probabilidad de éxito en la
colonizacion, como la razon entre la tasa intrinseca de incremento natural (r9) y la tasa instantanea de

nacimiento (b) segin Rabinovich (1974).
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Tabla 2. Nombre, definicion, simbolos y formulas de los parametros poblaciones utilizados en

este estudio. Tomado de Nieves & Rabinovich (2011), con algunas modificaciones.
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6. Resultados
6.1 Estadisticos vitales y reproductivos
En la tabla 3 se muestra un resumen de las estadisticas del ciclo de vida de B. ferroae con cada uno de

los hospedadores.

Las diferencias en los tiempos de desarrollo embrionario entre todas las cohortes fueron
estadisticamente significativas. La mayoria de los tiempos de desarrollo entre las ninfas de un mismo
estadio entre las diferentes cohortes fueron estadisticamente significativos. Excepto entre los tiempos

estimados para las ninfas Il de las cohortes alimentadas con cucaracha y R. prolixus.

El tiempo total de desarrollo de huevo a adulto fue similar para las cohortes alimentadas con roedor y
R. prolixus, y significativamente mayor respecto a la cohorte alimentada con cucaracha. La longevidad
maxima de los adultos se presentd en la cohorte alimentada con cucaracha, siendo la longevidad de los
machos significativamente mayor que en las hembras (p < 0.0001). Sin embargo, ninguna diferencia
estadisticamente significativa se encontrd entre las hembras y los machos de cada cohorte alimentadas
con roedor o R. prolixus (p > 0.7000). El méximo tiempo de vida se observo en un macho alimentado
con cucarachas, el cual alcanzo una edad de 1155 dias (aproximadamente 3.2 afios). No se observaron
diferencias significativas en la razon sexual (Q/ (3+%)) entre las cohortes evaluadas con cada

hospedador.

Las tasas de eclosion fueron similares para las cohortes alimentadas con cucaracha (69,4%) y con R.
prolixus (63.8%), pero mas altas que la tasa de eclosion presentada por la cohorte alimentada con
roedor (16%). La mortalidad ninfal mostrd el clasico patron piramidal reportado en los Triatominae
Medone et al. (2012) con una mayor mortalidad en los estadios juveniles (Tabla 3). La mortalidad
ninfal total, desde el primer instar hasta la emergencia del adulto, tuvo valores mas aproximados entre
las cohortes alimentadas con roedor y R. prolixus (= 40%) cuando son comparadas con la alimentada

con cucaracha (30%).

LLa Tabla 4 provee el resumen estadistico de los caracteres reproductivos para B. ferroae alimentada
con cada tipo hospedador. La tasa de fecundidad se estimo como el niimero promedio de huevos
puestos por hembra por periodo reproductivo semanal (huevos/Q/periodo reproductivo semanal), ésta
fue estadisticamente significativa entre las cohortes alimentadas con cucaracha (3,2) y roedor (3.6) (p
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0,0056), y ambas fueron significativamente mas altas que la presentada por la cohorte alimentada con
R. prolixus (0,8) (p < 0,0001). El tiempo promedio en semanas desde huevo a la primera reproduccion
de la cohorte (¢) tfue 28,8 37,9 y 53,9 para las cohortes alimentadas con cucaracha, roedor y R.
prolixus, respectivamente. El periodo reproductivo de cada cohorte estimado a partir de la edad donde
ocurrid la primera reproduccion a la edad de la ultima reproduccion, fue de 109 semanas para la
cohorte alimentada con cucarachas, 95 semanas para la cohorte alimentada con roedor y 87 semanas
para la cohorte alimentada con R. prolixus (resultados no mostrados en la tabla 3). Cuando se compara
el promedio del periodo reproductivo de las hembras (PR, definido como la diterencia promedio entre
la ultima y la primera edad reproductiva de cada hembra), las diferencias entre las cohortes son
mayores: la cohorte alimentada con cucarachas presentd un PR de 77,8 semanas (el cual fue 1,8 a 1,9
veces mas largo que los PRs de las cohortes alimentadas con roedor y R. prolixus, respectivamente)

(Tabla 4).

La edad especifica de la fecundidad de B. ferroae mostrd un patréon extremadamente irregular asociado
con las tres fuentes de alimentacion. El esfuerzo reproductivo promedio de las hembras en relacion con
la edad se muestra en la Figura 7, después de ajustar los datos a un modelo aditivo generalizado con el
objetivo de suavizar los datos y capturar las principales tendencias. Los resultados del analisis de la
continuidad en la fecundidad se muestran en la Figura 8. El histograma de las intermitencias entre
sucesivas oviposturas se muestran en la Figura 8a; el promedio de intermitencia fue de 1,7 1,4 y 4,6
semanas para las cohortes alimentadas sobre cucaracha, roedor y R. prolixus, respectivamente. La
Figura 8b muestra la interaccion de la intermitencia entre oviposturas (en semanas), el esfuerzo
reproductivo total (huevos /9 /vida) y la longitud del periodo (en semanas). El contorno de las lineas y
las areas muestran que las posturas comienzan a hacerse mas dispersas en el tiempo (mayor
intermitencia) conforme decrece el esfuerzo reproductivo y la longitud del periodo reproductivo se
incrementa. Esta relacién mostré una tendencia dominante, esto es que para un dado esfuerzo
reproductivo en términos de fecundidad, una extension del periodo reproductivo esta relacionado con
un incremento en las intermitencias de las posturas. Para mostrar esta relacion con las diferentes
fuentes de alimentacion usadas en este estudio, se incorporaron los datos (puntos con diferentes
colores) que representan la estrategia de cada una de las 25 hembras de cada cohorte alimentada con un

determinado hospedador (Figura 8b).
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Tabla 3.

Estadisticos vitales de B. ferroae alimentado con tres diferentes hospedadores

HOSPEDADORES
CUCARACHA ROEDOR R. prolixus
(Blaberus sp. hemolinfa) (Mus musculus, sangre) (Hemolinfa o sangre)
Lower-U
Estadio | N ™ IC 95% M N ™ IC 95% M N ™ owerupper
95% Cl
Huevo 86 243" 239-246 306 | 88 257 254-259  839%{ 90 24.,9° 24-252 36,2
Ninfa | 6/ 226" 21,4 23,7 221" 64 381" 355 406 23| 84 25,3" 24,4262 6,/
Ninfa Il 62 222°  209-236 /5] s6 3w9° 330389 125 1 23,5 225246 155
Ninfa lll 58 259 242-276 64" | 54 36,6°  32,9-40,2 3,6 65 27,9 26,6-29,3 84
Ninfa IV 52 302° 278-325 103" 53 397" 361-433 18 64 47,2° 43,7-506 1,5
Ninfa V 50 390° 369 41,1 38 | 510 442 423 462 3,8 63 /5,9° /1,7 80,1 16
Ninfal a
V"' 2 500 139,/° 1352 1442 419'| 51 1953° 18/0 2035 420 | 63 199,45 1935 2052 30,0’
Macho 25 7890 746,7-831,3 - 25 378,8%% 312,5-445,1 - 31 3990 3171-4809 -
llembra 25 616,7°° 66,4 66/,1 26 3/1,1"° 3033 4389 32 412,1%°  324,7 4996
Adultos 500 702,9° 661,3 /44,4 51 374,9° 326,8423,0 63 405,/° 3450 4664
Razor
S:X:’a'l 0,49" 0,59 051"

N = numero de individuos que completaron cada estado. TD = Tiempo promedio de desarrollo y

longevidad (dias). [C 95% - Intervalo confidencia del 95%, M == porcentaje de mortalidad estado-
especifica. Razon sexual = Q/A(J+9Q). Valores del tiempo de desarrolto v de la longevidad seguidos por
diferentes letras (a, b, ¢) fueron estadisticamente significativos entre cohortes. Los valores longevidad
seguidos por diferente letra (d, €) fueron estadisticamente significativos entre sexos. El nimero inicial

de huevos para el analisis de las tablas de vida fue estimado (ver Materiales y Métodos) como 124, 547,

141 para cucaracha, roedor y R. prolixus respectivamente.
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Tabla 4. Parametros reproductivos de B. ferroae alimentado con tres diferentes hospedadores.
I

Cucaracha Roedor R. prolixus
Aspectos
reproductivos N m IC 95% N m IC 95% N m IC 95%
# Hucvos/ hembra/ semana.
Purante cl periodo 19417 32°  31-34 1118 36°  34-37 | 763" 08 0,7-0,9

reproductivo.

# hucvos/ hembra/por vida

25% 252,8" 292,5-2830 | 26°  865° 553-1178 | 32° 187 10,2272
# Promedio de semanas
entre la emergencia de la , A . b
hembra y la primera 25 6,1° 5,182 25 6,07 51-8,2 19 19,5 15,7-27,0

oviposlura.

# 1’romedio de semanas

desde la emergencia de la 3
hembra hasia la uftima 25 83,8" 76,1 -91,3 25 50,7b 40,3 61,2 19 59,6 16,1 - 73,2
ovipostura.

# de semanas promedio
desde el esladio de huevo a et a ¥

5 -3 L b LY ; ¢ 53 9° S .573
la primera ovipostura. 25 78,8 27,4 - 30,1 25 37,9 35,6- 40,2 19 53,9 50,4 - 57,
# de semanas promedio
desde el esladio de huevo a L o2 ) . Y b . ) g 3 .
ta ullima ovipostura, 25 105,6° 98,67-1125 25 81,6 /1,4-91,9 19 93,/ 81,4--105,9
Promedio del periodo 4 . ' . .
reproductivo (I°R) 25 77,8" 70,1 -85,1 25 aa,70 34,3-55,0 19 - 40,2°  285-51,8
(semanas)
Inlermilencia promedio de g 3 . Ly ) ) ot b
las oviposluras (semanas) 25 1,7 15 1,8 23 1,4 1,2 -1,6 15 4,7 2,864
Yari i - * * “
Periodo promedio pos! 5T 547 39-68 | 25T 38 23-54 [ 190 211°  89-333

reproduclivo (semanas)

N = nimero de observaciones basadas en los siguientes codigos: ¥ = Numero total de semanas
reproductivas, ¢ = # total de hembras, * = # total de hembras reproductivas, # = # total de hembras con
intermitencia reproductiva; m = media. IC = Intervalo de confianza del 95%. Los valores seguidos por

diferentes letras (a, b, ¢) fueron estadisticamente significativos entre cohortes.
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Figura 7. Supervivencia de la hembra edad - especifica (/,, linea negra) y fecundidad edad - especitica

de la hembra (m,, puntos) para B. ferroae alimentada con cucaracha, roedor y R. prolixus. El bootstrap

(N = 1000), valores m, (m,, linea azul) y los correspondientes intervalos de confidencia del 95%

(lineas en color rojo) fueron ajustadas con un modelo aditivo generalizado (MAG). El eje (semanas)

representa la edad del adulto-hembra, los valores /; representan la supervivencia edad-especifica del

adulto hembra (inicia con [p=1).
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Figura 1. Intermitencia entre posturas (semanas) para la cohorte alimentada con cucaracha,
voedor y R. prolixus. (a) Distribucion de frecuencias de la intermitencia.; (b) Valores de
intermitencia dados como areas coloreadas y sus respectivos contornos delimitados por lineas
(las unidades en semanas) asociadas con el esfuerzo reproductivo (huevos/ /por vida) y la
longitud del periodo reproductivo. Los puntos representan el valor de cada hembra individual

perteneciente a una determinada cohorte e identificada segiin el color.
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6.2 Parametros de crecimiento poblacional

Los parametros demograficos obtenidos en B. ferroae con cada uno de los hospedadores se muestran en
la Tabla 5. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las cohortes alimentadas con
los tres hospedadores para los siguientes parametros de crecimiento poblacional: la tasa intrinseca de
incremento natural (rp), tasa finita de incremento poblacional (), y la tasa neta reproductiva (Ry). No
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las cohortes en términos del tiempo

generacional (7).

Entre las tres cohortes de B. ferroae los adultos mostraron los mayores valores reproductivos (Vy.),
seguidos por las ninfas de quinto estadio. (Figura 9a). La cohorte alimentada con roedor presento el
maximo valor para ese parametro y los insectos alimentados con R. prolixus el minimo V,. Sin
embargo, la situacion cambid cuando el valor reproductivo se expresé como valores relativos
(normalizado al 100%) (Figura 9b). Lo cual indicd que la cohorte alimentada con R. prolixus presenta
los valores reproductivos mas elevados, mientras que las cohortes alimentadas con cucaracha y roedor

presentan valores similares.

En la distribucion estable por estadio (DEE) los huevos fueron el estadio dominante en las cohortes
alimentadas con cucaracha y roedor (en la clasica forma piramidal), mientras en la cohorte alimentada

con R. prolixus, los adultos representaron el estadio dominante (Figura 10).
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Tabla 5. Parametros de crecimiento poblacional estimados en B. ferroae alimentada con tres

diferentes hospedadores.

Cucarachas Roedores R. prolixus
Parametros Demogrificos N m IC95% N m 1C 95% N m IC 95%
liempo generacional (7,) 50 66,6 63,7-69,0 [51 659 61,7 -69,9 63 68,7° 65,7-77,8
Tasa Neta Reproductiva (Ro) 50 107,5° 82,4-1325 |51 14,9° 10,6 20,1 63 103" 6,5~ 15,1
Tasa intrinseca de incremento .
natural (r,) 50 0,1015 0,0927-0,184 | 51 (),O/I76b 0,0404 - 0,054 63 0,0361° 0,028 -0,0123
Ature ro

l'asa finita de incremento .

blaci ‘ ) 50 1,107 1,097-1,115 |51 1,049° 1,041 1,055 | 63 1,028° 1,028 1,043
poblacional (A
lasa instantanca de ) A . . .
hacimiento I'b) 50 0,1608 51 00,1863 63 0,0712
Tasa instantanea de muerte
(d) 50 -0,0593 51 0,1388 63 -0,0351.
. . ) o, 50 0,6312 - 51 0,2550 63 0,5067 -
indice de Lxito de Colonizacién
Tasa de mortalidad (1/ey) 50 0,0027 51 00,0116 63 0,0031

N = nlUmero de adultos en la cohorte, m = media. 1C

= Intervalo de confidencia del 95%. ¢y =

expectativa de vida al nacer (en semanas). Los valores seguidos por diferentes letras (a, b, ¢) fueron

estadisticamente significativas entre cohortes.
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Figura 9. Valores reproductivos edad - especificos para B. ferroae alimentada con cucaracha, roedor y
R. prolixus. (a) en unidades aritméticas; (b) cada cohorte escalada a su valor relativo (en %) respecto a
su propio maximo. El inicio del T, (triangulo rojo) fue alcanzado en 24, 30 y 46 semanas en la cohorte

alimentada con cucaracha, roedor y R. prolixus respectivamente.
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Figura 10. Distribucion estable de las edades para las diferentes cohortes de B. ferroae alimentadas

con cucaracha, roedor y R. prolixus. El eje x representa la proporcion de cada estado como porcentaje.

7. Discusion
Los resultados de esta investigacion en B. ferroae se corresponden con el bajo desempeiio reportado
para las colonias de laboratorio de B. herreri alimentadas con R. prolixus (Sandoval et al. 2000).
Mientras los estadios ninfales (I, Il and Ill) de B. ferroae se desarrollan sin mayores dificultades
cuando se alimentan con R. prolixus, esto mismo no sucede con las ninfas de I'V y V estadio, las cuales
presentaron los mayores tiempos de desarrollo de las tres cohortes (Tabla 3). Es probable que la ninfa
de quinto estadio de R. prolixus represente una presa pequefia para los estadios avanzados de 5.
Jferroae, y quiza sea dificil para ninfas de este tamafio extraer una ingesta completa. Adicionalmente, no
podemos excluir la posibilidad de que ninfas de quinto estadio de R. prolixus pudiesen exhibir

comportamientos defensivos debido a que su supervivencia podria estar seriamente comprometida.

Los adultos de B. ferroae probablemente se enfrentaron a similares dificultades cuando se alimentaron
con R. prolixus, lo cual pudo causar la demora en la edad de la primera reproduccion de las hembras y
el declive de los demads caracteres reproductivos, como la tasa neta reproductiva (R), la tasa intrinseca
de incremento natural (ry) y la tasa finita de incremento poblacional (1) en comparacion con los otros

dos hospedadores (Tabla 4).
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La edad promedio de la primera reproduccion (@) es un parametro particularmente importante en la
dinamica poblacional, porque tiene una fuerte influencia sobre las tasas de crecimiento demografico (a
menor valor de ¢, mayor tasa de crecimiento). Las cohortes alimentadas con roedor y R. prolixus
mostraron similares y mayores valores de « que la cohorte alimentada con cucaracha. Esto implica un

mayor fitness y sugiere una mayor adaptacion de B. ferroae a las cucarachas como fuente de alimento.

La similaridad en la razén sexual entre las diferentes cohortes sugiere que las hembras y los machos
presentan el mismo riesgo relativo de mortalidad durante el desarrollo cuando alimentado con

cualquiera de los hospedadores bajo estudio.

La significativa demora en los tiempos de desarrollo de ninfas jovenes (I, Il y III) cuando se
alimentaron sobre roedores (Tabla 3), refleja una mayor dificultad para ejercer la hematofagia. Las
ninfas de primer estadio mostraron un mayor nimero de ingestas sanguineas cuando comparados con
otros estadios (datos no mostrados), lo cual es inusual en Triatominae (Emmanuelle-Machado et al.
2002, Martinez-Ibarra et al. 2003, Rocha et al. 2004, Arévalo et al. 2007, Martinez-Ibarra et al. 2007).
En la especie T. circummaculata, la cual fue encontrada en asociacion con cucarachas de los géneros
Hiereoblatla y Blaptica, se observo una alta mortalidad de ninfas de primer estadio al alimentarlas con
hospedadores vertebrados (ave y reptil) (Ruas-Neto et al. 2001). En 7" rubrovaria, el desarrollo del
ciclo desde huevo a adulto se ve seriamente comprometido cuando alimentado exclusivamente con
hospedadores invertebrados (cucarachas), resultando en una mortalidad cercana al 90% (Lorosa et al.
2000). Este nivel de mortalidad fue similar al obtenido en B. ferroae con el hospedador vertebrado
(91%). En contraste, las dos cohortes de B. ferroae alimentadas con artropodos desarrollaron el ciclo de
huevo a adulto, con mortalidades entre 56% y 60%. Lo cual fue similar, o menor que las tasas de
mortalidad reportadas para otras especies de Triatominae, alimentadas con hospedadores vertebrados

(Bar et al. 2003, Martinez-Ibarra et al. 2003, Martinez-Ibarra et al. 2007, Villacis et al. 2008).

El desempefio reproductivo de las hembras, esto es el numero total de huevos puestos por hembra y la
duracion del periodo reproductivo, podria ser afectado y variar con la fuente de alimento (Guarneri et
al. 2000, Nattero et al. 2011). De hecho, se observd un efecto en la intermitencia entre las posturas: B.
Jerroae alimentado con roedor no mostro diferencias significativas en la intermitencia entre dos

sucesivos periodos reproductivos al compararlos con los insectos alimentados con cucaracha (Tabla 4),
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y la curva de maternidad fue similar a la reportada para otras especies de Triatominae criadas en
condiciones de laboratorio (Rabinovich 1972, Feliciangeli & Rabinovich 1985, Rabinovich & Nieves
2011). A pesar de las diferencias nutricionales entre los dos hospedadores (cucaracha y roedor), el
ritmo de ovipostura fue similar en B. ferroage. Sin embargo, en la cohorte alimentada con roedor el
periodo reproductivo y la tasa de eclosion de los huevos fueron significativamente mas reducidos al

compararlos con la cohorte alimentada con cucaracha. Este hallazg

O

o parece reflejar un mayor costo
reproductivo en B. ferroae cuando se alimenta con sangre. La relacion entre la longitud del periodo
reproductivo, el numero de huevos puestos por hembra en su vida y el lapso de las intermitencias entre
las posturas en los insectos alimentados con R. prolixus fue muy diferente al presentado por B. ferroae
con los otros dos hospedadores. Las hembras alimentadas con R. prolixus realizaron sus posturas de
una manera altamente intermitente (ver valores promedio en la Tabla 4, Figura 8b), y la regresion lineal
entre el esfuerzo reproductivo v el periodo reproductivo presentd una pendiente mas pequefia. Estos
resultados junto a un mayor intervalo entre dos sucesivos periodos reproductivos (aproximadamente
4,5 semanas), los prolongados tiempos pre y post reproductivos y la menor tasa de fecundidad, parecen
reforzar la hipotesis que individuos de B. ferroae alimentados con R. prolixus no pueden acceder a una
ingesta completa, que les permita responder de la misma manera que los individuos alimentados con
cucaracha y roedor. Aunque estas dos ultimas cohortes exhiben similares valores de intermitencia, las
hembras de B. ferroae alimentadas con cucaracha parecen exhibir una relacion mas variable entre el
esfuerzo reproductivo y el periodo reproductivo. También muestran una mayor variabilidad entre sus
valores de intermitencia que cuando se alimentan con roedor, lo cual parece sugerir la existencia de una
mayor plasticidad dependiendo del hospedador. Determinar si éste tipo de frade-off es una ventaja

evolutiva podria requerir futuros experimentos basados posiblemente en un analisis energético.

Las diferencias significativas en fertilidad (tasas de eclosion), el desarrollo embrionario, los tiempos de
desarrollo ninfal y la longevidad (Tabla 3), y el periodo reproductivo promedio de las hembras (Tabla
4) entre las cohortes sugieren una clara desventaja demografica cuando se alimenta con roedor al
compararlo con el hospedador invertebrado (cucaracha). Estas diferencias sugieren un limitado
desempenio de B. ferroae asociado con el vertebrado, al menos en términos de un bajo fitness
poblacional. Estos resultados indican que la sangre, a pesar de su alto contenido proteico, no parece ser

la fuente de alimentacion mas adecuada para esta especie.
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Estudios previos han mostrado que la sangre representa una dieta deficiente en factores esenciales
como la vitamina B (Lehane 2005). Para sobrepasar este problema, los insectos hematofagos
evolucionaron al reclutar simbiontes que les aportasen esa vitamina (Schaub & Eichler 1998). En
Triatominos la aposimbiosis induce efectos deletéreos, entre los cuales se incluye retardo en el
desarrollo ninfal, incremento en la tasa de mortalidad, problemas en la digestion sanguinea y en la

excrecion, ademas reduccidn del sistema traqueal (Eichler & Schaub 2002).

En los insectos adultos, la aposimbiosis normalmente no afecta su estado general de salud, pero si el
desempeiio reproductivo. En las hembras de la mosca tsetse se ha demostrado esterilidad por

aposimbiosis (Lehane 2005).

Otros factores asociados a la dieta sanguinea estan relacionados con la digestion de la hemoglobina, la
cual genera grandes cantidades de moléculas del grupo hemo, que pueden ejercer dafio biologico por su
potencial citotoxico (Maya-Monteiro et al. 2004, Graga-Souza et al. 2006, Donohue et al. 2009). La
liberacion masiva de moléculas de hemo representa una presion selectiva que deberé ser contrarrestada
por la generacion de una serie de protecciones o mecanismos de defensa de tipo adaptativo.
Mecanismos de defensa contra hemo libre, altamente toxico, han sido identificados en R. prolixus
(Graga-Souza et al. 2006) y en los huevos de la garrapata del ganado Boophilus microplus (Logullo et
al. 2002). En este artropodo, el mayor componente proteico del huevo, la vitelina, ademas de suplir
como fuente de aminodcidos para el desarrollo del embridn, tiene un papel importante en el
almacenamiento seguro del grupo hemo, que impide la peroxidacion lipidica y protege al embrion del

dafio oxidativo.

Por lo tanto, la esterilidad, debida a un desbalance en la dieta y/o por estrés oxidativo podria estar
implicada en la baja fertilidad de los huevos de B. ferroae en la cohorte alimentada con roedor. Una
tasa de eclosion (fertilidad) tan baja como la observada en B. ferroae alimentado con roedor (16%), no
habia sido reportada antes en especies de Triatominae alimentadas con hospedadores vertebrados (55-
100%) (Feliciangeli & Rabinovich 1985, Cabello & Galindez 1998, Guarneri et al. 2000, Martinez-
Ibarra et al. 2003, Aldana et al. 2004, Arévalo et al. 2007, Martinez-Ibarra et al. 2007).

Respecto al valor reproductivo edad - especifico, este involucra entre sus componentes reproduccion, y
supervivencia edad especificas, y es dificil poder establecer cudles de estos caracteres de la historia de
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vida, proveen una contribucion dominante para el V. lLas estimaciones mas altas para el V, se
observaron en la cohorte alimentada con roedor y podrian atribuirse a la baja probabilidad de
supervivencia que presentan estos insectos, lo cual incrementa la importancia del valor reproductivo en

esta cohorte.

El éxito de la colonizacion estimado como ry/b, se incrementa no unicamente cuando ry €S mayor, si no
también cuando la tasa de mortalidad () disminuye (MacArthur & Wilson 1967). Aunque la cohorte
alimentada con R. prolixus mostro una tasa ry significativamente baja con relacion a los valores de las
cohortes alimentadas con cucaracha y roedor. En el éxito de colonizacion no se observaron diferencias
significativas con respecto a las otras dos cohortes, lo cual se explica por la baja tasa de mortalidad
presentada (d = 0.0351) en relacion con la cohorte alimentada con cucaracha (d = 0.0593). La mayor
probabilidad de éxito en la colonizacion de nuevos ambientes, observada en las cohortes que tienen
como fuente de alimento la hemolinfa, provee un indicio adicional, en el sentido que los artropodos

quizas sean los hospedadores naturales de B. ferroae .

El analisis de la historia de vida de la especie B. ferroae con diversos hospedadores como (cucaracha,
roedor y el triatomino R. prolixus) reveld un mayor fitness (medido como ry) cuando se alimento con
cucarachas. Estos resultados son consistentes con el hecho que el 96% de los contenidos intestinales de
B. herreri capturado dentro de los domicilios, reaccionaran al antisuero de P. americana (Sandoval et
al. 2004). Adicionalmente, en un estudio realizado en Norte de Santander, Colombia, el 89,6% de los
contenidos intestinales de una muestra de B. ferroae, mostro reaccion positiva contra el antisuero de P.
americana, mientras una pequefia proporcion reacciond a antisueros de vertebrados (Sandoval et al.
2010). Para concluir, el éxito de colonizacion, relacionado con un fitness mas alto (mayor ry) fue
exhibido por la cohorte alimentada con cucarachas, lo cual refuerza la hipotesis que estos artropodos
podrian ser los hospedadores naturales de B. ferroae y se demuestra por primera vez, de manera

experimental, la existencia de un Triatominae sin un habito hematofagico obligado.
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Capitulo I11. Analisis de la plasticidad fenotipica alar en B. ferroae alimentada con
dos potenciales hospedadores: un artropodo (Blaberus sp.) y un vertebrado (Mus

musculus).

1. Plasticidad fenotipica
La plasticidad fenotipica es definida como la habilidad de un organismo para expresar diferentes
fenotipos en respuesta a distintos factores bidticos o abioticos (Andersson et al. 2006). Otros autores la
definen como la capacidad de un genotipo para exhibir un rango de fenotipos en respuesta a la
variacion ambiental (Fordyce 2006). El concepto de plasticidad fenotipica fue aplicado primero a
caracteres de tipo morfologico (Schlichting & Pigliucci 1998) y algunos autores a(in lo relacionan
exclusivamente con la morfologia (Whitman & Agrawal 2009). Sin embargo, la plasticidad también es
fisiologica, pues siempre tiene que ver con una fisiologia alterada, e incluso puede manifestarse a
traves de cambios bioquimicos, moleculares, morfoldgicos, de comportamiento o de historia de vida en

respuesta al ambiente (Agrawal 2001, Whitman & Agrawal 2009).

Su estudio, puede incluir desde disenos con algunas formas de estructura genctica (clones, isofamilias,
etc) y tratamientos experimentales que son extremadamente poderosos. Sin embargo, no es
indispensable conocer la estructura genética para estudiar la plasticidad. Un simple disefio donde
algunos individuos de una especie son asignados al azar a diferentes ambientes, puede producir un buen

estimado de la plasticidad (Whitman & Agrawal 2009).

Segun Agrawal (2001), la plasticidad fenotipica puede ser un eje de prediccion que permite dar
explicaciones a la variacion fenotipica en los diversos escenarios ecologicos. Es un fendmeno biologico
que a través de su expresion permite monitorear los patrones existentes en las especies o poblaciones y
asociarlos con el origen geogrifico (Jirakanjanakit & Dujardin 2005. Sadeghi et al. 2009, Cassel-
Lundhagen et al. 2009), el habitat (Debat et al. 2008) y las cadenas tréficas (Langerhans & Dewitt
2002, Khiaban et al. 2010, Mozaffarian et al. 2007, Soto et al. 2007, Andersson et al. 2006, Figueirido
et al. 2008, Muschick et al. 2011).
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En Triatominae se reconoce, desde hace algunas décadas, la existencia de plasticidad fenotipica en las
poblaciones de este grupo de insectos (Dujardin et al. 1999a). Esto significa que su morfo-fisiologia
puede ser modulada por diversos factores ecologicos y generalmente se correlaciona bien con la eco-

geografia, el habitat y las preferencias por el hospedador (Dujardin et al. 2008).

1.2 Estudio de la plasticidad fenotipica en Triatominae en diversos contextos ecoldgicos

En situaciones naturales diversas variables pueden interactuar para constituir patrones de plasticidad
(Andersson et al. 2006). En Triatominae se conoce que cada habitat colonizado por estos insectos,
puede diferir en el numero y el tipo de hospedadores, en la estructura fisica (materiales y dimensiones)
y en los parametros climaticos (Hernandez et al. 2013). El analisis de la expresion de la plasticidad
morfologica en estos vectores, ha sido una estrategia Gtil en la identificacion de las potenciales fuentes
de reinfestacion de los domicilios y/o peridomicilios, previa implementacion de los programas de
control vectorial, en zonas endémicas para 7. infestans en Argentina (Dujardin et al. 1997, Schachter-
Broide et al. 2004, Herndndez et al. 2013) y en regiones infestadas por R. prolixus en Venezuela

(Feliciangeli et al. 2007).

lgualmente, este tipo de andlisis ha adquirido importancia en el estudio de la estructuracion fenotipica
de las poblaciones entre los habitats domésticos y peridomésticos (Abrahan et al. 2008, Torres et al.
2010, Batista et al. 2012) y en el estudio de su dinamica, al permitir interpretar la movilidad de las
poblaciones entre los habitats y evaluar el potencial de dispersion entre las areas endémicas (Hernandez
etal. 2011).

Otros aportes del estudio de la plasticidad fenotipica en este grupo, han sido en el andlisis de la
divergencia geografica (Bustamante et al. 2004), la puesta a prueba de hipotesis de divergencia
taxondmica en especies de Triatominae (Villegas et al. 2002, Gumiel et al. 2003) y la asociacion de los
patrones de heterogeneidad morfoldgica en 7. infestans con las variaciones estacionales (Schachter-

Broide et al. 2009).
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1.3 Estudio de la plasticidad fenotipica de los Triatominae en condiciones de laboratorio

En el proceso de transicion de las poblaciones de triatominos silvestres al ambiente doméstico, es mas
frecuente observar cambios de tipo morfologico que genético (Caro-Riafio et al. 2009). Entre los

I3

cambios morfoldgicos mas importantes se destaca la reduccion en el tamafo de los insectos y la
pérdida de dimorfismo sexual (Zeledon 1981, Dujardin et al. 1999b, Torres et al. 2010). El analisis de
la plasticidad fenotipica bajo condiciones simuladas ha permitido poner a prueba las hipdtesis que
explican los cambios generados en el crecimiento durante la transicion entre los ambientes (Catald et al.

2004, Caro-Riafo et al. 2009).

1.4 Uso potencial del andlisis de la plasticidad fenotipica en B. ferroae para predecir el principal

hospedador en los domicilios

En las areas endémicas para la enfermedad de Chagas es importante que el sistema de la vigilancia
entomologica, ademas de tener la capacidad de detectar las infestaciones por triatominos, también
permita predecir el origen de las mismas. Algunos estudios muestran avances interesantes en este
aspecto, mediante la caracterizaciéon morfolégica de las poblaciones pre y post intervencion (Schachter-
Broide et al. 2004, Feliciangeli et al. 2007, Hernandez et al. 2013). Estos analisis generalmente se
plantean sobre la hipdtesis, que descendientes de una poblacion residual deberian ser mas similares a la
poblacion pre-intervenida que a cualquier otra; en caso de comprobarse lo contrario, otras poblaciones
vecinas estarian implicadas en la colonizacion de los ecotopos intervenidos y se descartarian posibles
fallas, relacionadas con la aplicacién de las herramientas de control (Hernandez et al. 2013). Dujardin
et al. (2006) a través de un analisis morfométrico del ala, en la especie Triatoma protracta,
demostraron que la atribucion correcta de un individuo a su linea paterna fue cuatro veces mayor de lo
esperado al azar; con estos resultados se dio respaldo a la hipétesis de similaridad entre los parentales y
sus descendientes, ademas se logrd demostrar el desempefio de la técnica. Schachter-Broide et al.
(2004) sefialan una alta confiabilidad en el uso de la morfometria geométrica, particularmente cuando

los insectos comparados provienen de generaciones contemporaneas.

Si consideramos la importancia ecoldgica que puede tener el hospedador en los insectos, al influir tanto
en la morfologia, como en el desarrollo y la aptitud bioldgica o fitness de una especie (Mackay et al.
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2004, Soto et al. 2007, Dorchin et al. 2009), es viable intentar identificar, a través de este enfoque
metodologico y de la expresion del fenomeno de la plasticidad fenotipica en los triatominos (Dujardin
et al. 1999a), el hospedador de B. ferroae en los domicilios, lo cual se correspondera con la viabilidad
del ciclo de vida de la especie con ese hospedador. Esta posibilidad ademds se sustenta en el
desempefio que tiene la morfometria geométrica como herramienta para predecir el origen de un
individuo o una poblacidon. Esto puede ser posible al comparar el fenotipo de laboratorio con el
fenotipo capturado en el ambiente domiciliar. Bajo la hipdtesis de que los descendientes de laboratorio
tendrian un fenotipo mas cercano al de sus parentales capturados dentro del domicilio si son
alimentados sobre un hospedador similar. Los dos hospedadores (roedor y cucaracha) incluidos en el
estudio, se seleccionaron a partir de informaciones previas que los sefialaban como las potenciales

fuentes de alimentacion dentro de las viviendas colonizadas por B. ferroae (Sandoval et al. 2010).

2. Tmportancia de la morfometria geométrica en el analisis de la variacion morfologica
La morfometria geométrica es una herramienta disenada para el estudio de la variacion fenotipica en
diversos contextos biologicos. Esta téenica permite cuantificar el tamano y la conformacion de casi
cualquier estructura biologica (Dujardin 2008). En Triatominae la morfometria geométrica ha
demostrado ser una herramienta versatil, pues se puede aplicar en multiples escenarios y con diversos
propositos. Por ejemplo, se puede aplicar al analisis del origen de poblaciones reinfestantes (Dujardin
et al. 1997, Feliciangeli et al. 2007, Gurgel-Goncalves et al. 2008, Hernandez et al. 2013) y en la
descripcion de los cambios morfologicos durante la transicion de las poblaciones de habitats naturales a
artificiales (Rodriguez et al. 2007). Otros usos son la evaluacion del estatus taxonomico de algunas
especies (Villegas et al. 2002, Gumiel et al. 2003, Santos et al. 2007, Marquez et al. 2011); el analisis
de la variacion morfoldgica a través de las regiones biogeograficas (Bustamante et al. 2004); la
descripcion de los patrones de crecimiento bajo condiciones simuladas (Caro-Riafio et al. 2009) y el
analisis de la variabilidad fenotipica y la estructura poblacional en zonas endémicas, asi como la
influencia espacial de micro y macroambientes en los Triatominae (Schachter-Broide et al. 2009,

Hernédndez et al. 2011).
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2.1 Consideraciones generales de la morfometria geométrica

La morfometria es frecuentemente presentada como morfometria tradicional, o bien como morfometria
geométrica o moderna. La primera se basa en la medicion de distancias lineales entre puntos
anatomicos, sin tomar en cuenta la relacion con la forma bioldgica. La segunda también se basa en la
medicidn de distancias, pero del conjunto de coordenadas o Puntos Anatomicos de Referencia (PAR),
que describen una configuracion, en este Ultimo caso, se preserva la informacion geométrica de la
estructura, lo cual reduce los efectos del crecimiento, que por cierto generalmente son debidos a causas

ambientales (Dujardin 2008, Schachter-Broide et al. 2009).

2.1.1 El Tamafio

En morfometria geométrica (MG) para calcular el tamafio de cada configuracion, se utiliza el estimador
conocido como tamafio centroide, el cual se calcula como la raiz cuadrada de la suma de las distancias
elevadas al cuadrado entre el centro de gravedad de cada configuracion (centroide) y los PAR que la
definen. De esta manera se pueden detectar cambios en cualquier direccion y es una estimacion global
del tamanio de la estructura anatdmica bajo estudio (Klingenberg 2002, Villegas et al. 2002), que se

puede extrapolar al tamafio general del cuerpo del insecto (Dujardin 2008).

2.1.2 La Conformacion

La conformacion en MG es definida como toda aquella informacion geométrica que permanece una vez
son filtrados de un objeto o de una configuracion, los efectos de localizacion, escala y rotacion
(Zelditch et al. 2004). Estos factores son removidos por el Andlisis Generalizado de Procrustes (AGP),
el cual escala todas las configuraciones a una unidad (dividiendo cada configuracion entre su tamafio
centroide) y posteriormente las superpone por sus centroides (centros de gravedad) y las rota en una
orientacion Optima a una configuracion consenso, de modo que se alcance la suma minima de las
distancias al cuadrado entre cada PAR de un individuo y la configuracion consenso (Klingenberg et al.
2002). La configuracion consenso resulta de promediar los PAR de las primeras configuraciones
superpuestas, luego se va actualizando, por el ajuste del tamafio, la traslacion y la rotacion iterativa de
cada una de las estructuras, hasta alcanzar fa superposicion optima (Jaramillo & Dujardin 2002).

Este proceso se da en un espacio multidimensional curvo llamado espacio de Kendall. La métrica de
este espacio no permite usar las variables de conformacion para hacer los analisis estadisticos
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multivariados, para ello es necesario proyectar la informacion del espacio de Kendall a un espacio
tangente (Jaramillo & Dujardin 2002, Zelditch et al. 2004).

Hay diversos métodos para realizar este procedimiento, por eso podremos encontrar diferentes
descriptores de la conformacion, entre los mas comunes tenemos las deformaciones parciales junto con
los componentes uniformes y las coordenadas de Procrustes (Toro et al. 2010). Con cualquiera de estos
descriptores, los resultados finales deben ser iguales si se utiliza el AGP como método de
superposicion y se ajustan correctamente los grados de libertad (Zelditch et al. 2004). Ambos
descriptores refieren la misma variacion y uno puede ser transformado hacia el otro por una rotacion en
el sistema de coordenadas (Klingerberg & Monteiro 2005).

Una vez se generan los descriptores de la variacion de la conformacion para cada uno de los individuos,
es necesario ejecutar un analisis de componentes principales previo a cualquier otro analisis, debido a
que las variables obtenidas mediante las técnicas de la morfometria geométrica estan altamente
correlacionadas (Baltanas & Danielopol 2011). El céalculo de los componentes principales permite
obtener un nuevo conjunto de variables, no correlacionadas, que son la combinacion linear de las
variables originales. Estas nuevas variables podran ser analizadas con métodos estadisticos
multivariados, que permitiran verificar las hipotesis estadisticas, en relacion con las diferencias de

conformacion entre los grupos (Klingenberg 2002).

En el software Morphoj, utilizado en este estudio, los descriptores de la conformacion son las
Coordenadas de Procrustes que se obtienen cuando las coordenadas del espacio de Kendall, se
proyectan ortogonalmente al espacio tangencial euclidiano de la configuracion consenso (Klingenber
2011).

La descripcion grafica de la variacion de la conformacion se basa en el concepto de D Arcy Thompson,
en la cual una configuracion geométrica, generalmente la consenso u otra que se mantiene fija, se
deforma a lo largo de una rejilla, al hacer coincidir cada uno de sus puntos anatomicos con los de la
configuracion blanco (Bookstein 1991, Jaramillo & Dujardin 2002). La deformacion ocurrira en mayor
medida si las formas comparadas son muy distintas (Toro et al. 2010). Actualmente, se pueden utilizar
multiples tipos de graficos para visualizar la variacion en la conformacion, entre los cuales se destaca la

transformacion de rejillas, los desplazamientos de los vectores (en inglés lollipop) y los graficos que
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utilizan filamentos que conectan los PAR (warped outline o wireframe) (Zelditch et al. 2004, Toro et al.

2010, Klingerberg 2011).

2.1.3 L.a Alometria

Las técnicas morfométricas miden el tamano y la forma, de manera tal que la relacion entre estas dos
variables se conoce como alometria (Dujardin 2008). En los analisis morfométricos, la alometria
informa sobre los cambios de conformacion que derivan del cambio del tamaiio; entonces, en algunos

casos la conformacion puede ser dependiente del tamafio (Jaramillo & Dujardin 2002).

El analisis generalizado de Procrustes (AGP) remueve el efecto de la variacion de tamariio, al dividir las
coordenadas originales por el tamafio centroide, pero no remueve ninguna variacion de la conformacion
que pueda estar relacionada al tamafio. El tamafio centroide es entonces una variable isométrica. Si en
la muestra hay alometria esta no es removida por el AGP (Klingenberg et al. 2002, Jaramillo &

Dujardin 2002).

3. Objetivo general
Analizar la variacion morfologica alar (tamafo y conformacion) en la especie B. ferroae y su posible

relacion con el hospedador a través de la técnica de morfometria geométrica.

4. Objetivos especificos

4.1 Analizar el tamafio alar en la especie B. ferroae entre los insectos parentales y su progenie
criada con dos hospedadores (cucaracha y roedor).

4.2 Analizar el tamaiio alar entre generaciones contemporaneas de la especie 5. ferroae, criadas en
laboratorio con dos hospedadores (cucaracha y roedor).

4.3 Analizar el tamafio alar entre generaciones sucesivas de la especie B. ferroae criadas con dos

hospedadores (cucaracha y roedor).
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4.4 Analizar el dimorfismo sexual en B. ferroae entre los insectos parentales y su progenie criada
con dos hospedadores (cucaracha y roedor).
4.5 Comparar la conformacion alar de los parentales y las generaciones de laboratorio criadas con

dos hospedadores (cucaracha y roedor).

5. Materiales y Métodos

5.1 Origen de la poblacion

La muestra de B. ferroae usada en este estudio se capturd dentro de tres viviendas de dos localidades
contiguas, Santa Catalina (N 07124, E 07219) y San Alberto (N 07201, E 07232), ubicadas en el
municipio de Toledo en el departamento de Norte de Santander, Colombia. Es una region caracterizada
como un bosque himedo premontano, con un rango altitudinal entre los 1190 - 1400 m.s.n.m y un

promedio anual de temperatura de 25°C y humedad relativa 85% (Sandoval et al. 2010).

5.2 Procedimientos experimentales

5.2.1 Mantenimiento de los parentales
Un total de 35 individuos capturados en campo lograron llegar vivos al laboratorio (14 machos y 21

hembras) procedentes de las tres viviendas. Estos insectos se org

¥
bt}

anizaron por vivienda, manteniendo
entre dos y tres hembras y dos machos en un recipiente para la cria. En total se siguieron ocho
subgrupos, cuatro pertenecian al grupo alimentado por hematofagia (roedor) y cuatro al grupo
alimentado por hemolinfagia (Blaberus). Al grupo alimentado por hematofagia se le ofrecid
semanalmente un roedor (Mus musculus), previamente anestesiado por via intraperitoneal con Ketalar®
(75mg/kg). El grupo alimentado por hemolinfagia se mantuvo de manera constante con un espécimen
adulto de Blaberus sp. Las cucarachas se reemplazaron mensualmente y se mantuvieron con alimento
concentrado para conejo, maiz y agua suministrada a través de un algodon humedecido.

Los recipientes para la cria de los insectos consistieron en envases de plastico de 10 x 7 cm con papel
absorbente en su interior y sellados con su respectiva tapa previamente perforada para evitar la
condensacion y ¢l desarrollo de hongos.

59



Las condiciones experimentales de cria se desarrollaron en una cabina climatizada con temperatura de
25 + 2 °C y la humedad relativa de 70 + 10% HR. El fotoperiodo establecido fue de 12/12 horas

luz/oscuridad (Figura 11).

5.2.2 Mantenimiento de los grupos experimentales

A partir de las posturas obtenidas de los parentales procedentes de campo, se iban conformando nuevos
recipientes de cria que contenian la F: 1 de cada uno de los grupos (hematofagia y hemolinfagia) con
una densidad de diez individuos por recipiente. Todos los insectos fueron criados hasta que mudaron a
su estado adulto. A partir de las F: 1 se conformaron parejas al azar cada una en un recipiente, quince
parejas se alimentaron con roedor y las otras quince con cucaracha, sus posturas dieron origen a la F: 2.

De igual manera se conformaron los grupos de la F: 3 con las posturas de las parejas de la F2.

Conforme avanzaba el ritmo de las posturas de cada pareja, se iban formando nuevos recipientes de
cria que conservaban su pertenencia al grupo de hospedador y una densidad de 10 individuos durante

todo el experimento.

El esquema de alimentacion usado para las tres generaciones de laboratorio alimentadas con roedor fue
el mismo que se utilizd para los insectos parentales. Para las tres generaciones de laboratorio
alimentadas por hemolinfagia (cucaracha), una ninfa de Blaberus sp. entre IV y V estadio se mantuvo
con las ninfas menores de B. ferroae (1, 11 y 111), y para las ninfas mayores (IV y V) una cucaracha
adulta. Todas las generaciones de laboratorio se desarrollaron bajo las mismas condiciones ambientales
en las cuales permanecieron los insectos parentales. Los procedimientos para el manejo de animales se
ejecutaron en conformidad con la ley colombiana (Estatuto Nacional de proteccion animal ley 84 1989

y la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud).
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Kigura 11. Condiciones de cria de B. ferroae en laboratorio.

5.2.3 Montaje de alas para el analisis de la variacion fenotipica alar

Ambas alas anteriores de cada individuo adulto se removieron y se montaron en un portaobjeto en
posicion dorsal bajo un microscopio-estereoscopico marca LEICA. Las alas se fijaron con agua (10 pl)
y una vez secas, se colocd una pequeia laminilla adherida con silicona liquida. Cada individuo se
codificd y se registrd en la lamina. Otros datos adicionales se almacenaron en una hoja de calculo

(fecha de montaje, nimero de alas, sexo y codigo del recipiente de cria) (Figural?2).
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Figura 12. Montaje en lamina de las alas de B. ferroae

5.2.4 Capturay digitalizacion de imagenes

Para la toma de las fotografias y la deteccion de los posibles efectos de distorsion optica se siguid la
metodologia propuesta por Caro-Riafio et al. (2009). En el laboratorio de Ecologia Sensorial de
[nsectos del IVIC, en Mérida, Venezuela. Se fotografiaron 590 alas izquierdas, tres veces, en diferentes
dias. Para esto, se utilizo una camara marca Leica EC3 adaptada a un microscopio-estercoscopico, de la
misma marca modelo M205. Se seleccionaron seis puntos anatomicos de referencia (PAR) para el
analisis de la estructura y todos correspondieron al tipo 17 (Figura 13). Las imagenes se exportaron al
programa tpsDig version 2.0 para obtener las coordenadas que permitieron reproducir el contorno de la
estructura. También se utilizo el programa tpsUtil version 1.47 para la organizacion de los archivos de

las coordenadas y la conversion de los formatos.

Fs un punto matematico para ¢l cual hay cvidencias muy tucrtes que tiene homologia de caso a caso; tal como un patron local de
yuxtaposicion de tipos diterentes de tejidos o un pequeho parche de alguna histologia inusual.
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Figura 13. Puntos anatomicos de referencia (PAR) tipo I, digitalizados en el ala izquierda para el

analisis de tamafio y conformacion en B. ferroac.

5.2.5 Analisis estadistico

5.2.5.1 Estimacion del error

Con el objetivo de reducir el error en la digitalizacion de los PAR, este trabajo se realizd por una
misma persona (Caro-Riafo et al. 2009). También se calculd un estimado del error, para la variable,
tamaiio centroide. Para esto, se realizo un andlisis de regresion entre los tamafios centroides de las tres
sesiones fotograficas realizadas en dias diferentes. Este analisis incluyo a los especimenes de campo y
de la primera generacion de laboratorio criada con ambos hospedadores (roedor y cucaracha). El
analisis se hizo por separado para hembras y machos en cada una de las sesiones con el software

Statistica version 8.3.

5.2.5.2 Analisis del tamaiio

Para comparar el tamafo del ala entre los grupos se uso el estimador isométrico, denominado tamafio
centroide y derivado de los datos de las coordenadas. El software Morphoj generd los datos de tamario
centroide para cada una de las configuraciones. Se explord la existencia de dimorfismo sexual en
cuanto al tamano del ala dentro de cada grupo con la prueba estadistica U de Mann-Whitney. También

se exploraron los cambios métricos en tamaio para cada sexo por separado a través del la prueba no
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paramétrica de Kruskall-Wallis. Ambas pruebas se ejecutaron con el software Statistica 8.0 y se efectud

la correccidon de Bonferroni.

5.2.5.3 Analisis de la conformacion

Se utilizd el software Morphoj 1,05¢ para obtener los descriptores de conformacion a través de
algoritmo de superposicion conocido como el Analisis Generalizado de Procrustes (AGP) y para el
analisis estadistico. La conformacion se analizd entre los parentales procedentes de campo y las tres
generaciones de laboratorio criadas con los dos hospedadores (cucarachas o roedor), a través de un
analisis canonico de la varianza (ACV). Se calcularon las distancias de Mahalanobis y se ejecutaron
10.000 permutaciones en cada andlisis para probar la hipdtesis nula de que las distancias entre los
grupos eran producto del azar. Para la significancia estadistica se tuvo en cuenta la correccion de

Bonferroni.

Adicionalmente, se ejecutd un analisis discriminante (por pares de grupos) para obtener los porcentajes
asignacion correcta de los especimenes a su grupo. Las pruebas de reclasificacion y verificacion

cruzada se ejecutaron con 10.000 permutaciones.

5.2.5.4 Analisis de la Alometria

Para el analisis del efecto alométrico en las contiguraciones bajo estudio, se realizé una regresion entre
los descriptores de la conformacion como variables dependientes (coordenadas de Procrustes) y la
variable independiente (el tamafio centroide). Para esto, se utilizd el software Morphoj y se ejecutaron
10.000 permutaciones para calcular la significancia estadistica. También se ejecutdé un MANCOVA,
con el objetivo de probar si los grupos tenian un eje alométrico comun y asi ejecutar un analisis libre de
alometria. En este analisis se analizaron las coordenadas de Procrustes, pero las generaciones
ingresaron como grupos y el tamano centroide como un covariado. Una vez se prueba la homogeneidad
de las pendientes se puede corregir el efecto del tamarfio sobre la conformacion (Visconsi & Cardini
2011). Un MANCOVA paramétrico fue ejecutado en el software Statistica y uno no paramétrico con el
software COV que utiliza como descriptores de conformacion las deformaciones parciales y los

componentes uniformes, este altimo se ejecutd con 2.000 permutaciones.
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5.2.5.5 Visualizacion de los cambios en la conformacion alar

Se utilizaron los graficos conocidos como filamentos blandos en inglés soft wireframe, que describen
un conjunto de lineas o filamentos que conectan los PAR de una configuracion promedio. La estructura
en filamentos dibuja la forma de la muestra que es la referencia (consenso) u otro tipo. Un segundo
filamento es dibujado y es el resultado de la deformacion que produce la configuracion blanco. Los
cambios uniformes corresponderan a una linea recta que conecta fos PAR, y los no uniformes a
segmentos curvos que reflejan la deformacion del espacio entre PAR (Zelditch et al. 2012). Este tipo de
grafico facilita la interpretacion de los cambios en conformacion, y se explica de manera similar a los
oraficos generados por la técnica de deformacién de placas delgadas (Zelditch et al. 2012). Para una
mejor visualizacion de los cambios de conformacidn se aumento el factor de escala en cinco veces, tal

como es sugerido por Visconsi & Cardini (2011).

Los programas tpsdig2, tpsutil, se encuentran disponibles en http:/life.bio.sunysb.edu/morph/sofi-

dataacg.html. El software Morphoj en http://www.flywings.org.uk/morphoj page.html, el programa

PAST en www.nhm.uio.no/norlex/past/download.html. y COov en

http//www.mpl.ird.fr/morphometrics.

6. Resultados

6.1 Estimacion del error para la variable tamaiio centroide entre diferentes sesiones fotogrdficas

El error promedio estimado entre las tres sesiones fotograficas para el tamafio centroide en los machos
fue de 8% (n ~ 94 especimenes). Entre la sesion 1 y 2 R = (0,992, R™= 0,985 F = 1,97 p <0,00001, ES -
7.95%. Entre la 1y 3, R = 0,982, R” = 0,9787 F = 1,97 p <0,00001, ES -~ 9,47%, y entre la2 y la 3 R
0,9924, R*= 0,985 F =197 p <0,00001 ES = 7,67%.

En las hembras, el error promedio estimado también fue de 8% (n = 99 especimenes). Entre las sesion
[y 2, R=09928, R*=0,9857 F = 1,92 p <0,0000] ES = 8,52%. Entre la 1 y 3, R = 0,9936, R* =
0,9873 F = 1,92, p < 0,00001, y entre la 2 y la 3, R = 0,9940, R” - 0,9881 F = 1,92, p < 0,00001 ES -

7,72%. En general, los resultados de los andlisis morfométricos realizados en las tres sesiones
fotograficas se correspondieron bien. Para efectos practicos, se muestran fos resultados de la segunda
sesion fotografica.
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6.2 Andalisis del tamario centroide

Un total de 590 insectos adultos fueron incluidos en el estudio. El niumero de muestras (n) promedios y
desviaciones estandar del tamafio centroide para cada uno de los grupos en estudio y discriminados por

sexo se detallan en la Tabla 6.

En general, los individuos parentales (hembras y machos) exhibieron en promedio alas de mayor
tamafio cuando se compara con su progenie (Tabla 6). Sin embargo, al analizar el tamafio centroide en
las hembras se observaron diferencias estadisticamente significativas, entre las alas de las parentales y
sus respectivas generaciones alimentadas por hemolinfagia (Tabla 7, Figura 14). Las hembras
alimentadas por hemolinfagia siempre exhibieron los tamafios mas pequefos (Tabla 7). En los machos
la tendencia en los cambios métricos fue similar, los insectos alimentados por hemolinfagia en
laboratorio presentaron los tamafios mas pequeios con diferencias estadisticamente significativas
respecto a los parentales (Tabla 7, Figura 15). En contraste, los machos y las hembras alimentados por
hematotagia, no presentaron diferencias significativas en relacion con el tamafio de los parentales

(Tabla 7).

Al comparar el tamano entre generaciones contemporaneas criadas en laboratorio y alimentadas con los
dos hospedadores (cucarachas vs. roedor), en las hembras se observaron diferencias estadisticamente
significativas en todas las generaciones y en los machos, estas diferencias se observaron a partir de la
segunda generacion (Tabla 8). Los insectos alimentados por hemolinfagia siempre fueron mas

pequeiios.

Al analizar el tamaio del ala entre las generaciones de laboratorio no contemporaneas y alimentadas
sobre un mismo hospedador, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las

hembras y tampoco en los machos (Tabla 9).

No se observo dimorfismo sexual en cuanto al tamaiio del ala en los insectos parentales (p = 0,63) ni en
la primera generacion alimentada por hemolinfagia (p = 0,75). El dimorfismo sexual fue evidente en las

demas generaciones obtenidas en laboratorio (Figural6).
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Tabla 6. Tamafio de muestra (n), media (x) y desviacion estandar (DE) del tamaiio centroide en cada grupo de estudio y discriminado

por sexo.
Tamafc Centroide
Grupo Origen Sexo Alimentacion - Hospedador . Generacién n Media Minimo Maximo D;:t\;i:;:;in
HP Campo hembra b 18 1455,84 1361,80 1607,30 57,04
HF1HL Laboratorio hembra Hemolinfagia Cucarachz F1 45 1341,65 1219,31 1461,48 58,20
HF2HL Laboratorio hembra Hemolinfagia Cucaracha 2 87 1356,23 1132,53 1481,38 62,30
HF3HL Laboratorio hembra Hemolinfagia Cucaracha F3 89 1330,5¢ 1230,68 1474,11 45 43
HETEM Labcratorio hembra Hematofagia Roedor F1 29 138437 1297 ,15 1496,69 52,31
HF2HM Laboratorio hembra Hematofagia Roedor E2 57 141721 1228,20 1510,00 57,24
HF3HM Labcratorio hembra Hematofagia Roedor F3 20 1404 68 1238,31 1483,80 58,00
MP Campo macho P 14 1439,57 13680,48 1812,14 42,52
MF1HL Laboratorio machgo Hemolinfagia Cucaracha F1 38 1337,52 7 1154, 50 1487,12 62,5¢
MF2HL Labcratorio macho Hemolinfagia Cucaracha Fé 71 1314,32 1191,50 1433,38 53,94
“MF3HL Laboratorio macho Hemolinfagia Cucaracha F3 65 1299,48 1119,23 1403,64 55,65
MF1HM Labaratorio machc Hematofagia Roedor F1 44 1381,18 122334 1476,33 45,83
MF2Z2HM Laboratorio macho Hematofagia Roedor : F2 36 1378,53 : 1250,72 1461,85 46,44
MF3HM Laboratorio macho Hematofagia Roedor F3 17 1367,64 124947 1468,83 60,27

P (parental), H (Hembra) M (Macho), F1 (Primera generacion), F2 (Segunda generacion), F3 (Tercera generacion), HL Hemolinfagia), HM

(Hematofagia).
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Tabla 7. Comparacion del tamaiio centroide entre los parentales y la progenie de B. ferroae
alimentada por hemolinfagia (cucaracha) y hematolagia (roedor) en laboratorio. Usando la

prueba de Kruskal-Wallis con correccion de Bonferroni (p=0,008)

Comparacion .= Hembras Machos
P-HLF1 7,5E-07* 1,831E-04*
P-HLF2 ~ 1,30E-05" 8,17E-09*
P -HLF3 3,40E-107 9,7E-11*
P - HMF 1 0,3149 0,0201
P - HMF?2 1,0000 0,3868
P -HMF3 1,0000 0,1153

P (parentales), HLFI (FI, Hemolinfagia), HMF1 (F1, Hematotagia), HLF2 (F2, Hemolintagia),
HME2 (9F2, Hematofagia), HLF3 (F3, Hemolinfagia), HMF3 (F3Hematofagia) (*) Indica

diferencias estadisticamente significativas después de la correccion de Bonferroni.
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Tabla 8. Comparacion del tamaiio centroide entre generaciones contemporaneas de B. ferroae
criada en laboratorio y alimentada por hemolinfagia (cucaracha) o hematofagia (roedor).

Usando la prueba de Kruskal-Wallis con correccion de Bonferroni (p = 0,0160).

Comparacioén Hembras Machos
HLF1-HMF1 0,01481* 1,000000
HLF2- HMF2 4, 7E-06* 2,22E-06*
HLF3-HMF3 0,00002* 0,00301*

HLFL (F1, Hemolinfagia), HMF1 (Fl, Hematolagia), HLF2 (F2, Hemolinfagia), HMF (QF2,
Hematofagia), HLF3 (F3, Hemolinfagia), HMF3 (F3Hematofagia) (*) Indica diferencias

estadisticamente significativas después de la correccion de Bonferroni.
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Tabla 9. Comparacion del tamano centroide entre las generaciones contemporineas
alimentadas exclusivamente con un hospedador en laboratorio cucaracha o hematofagia.

Usando la prueba de Kruskal-Wallis con correccion de Bonferroni (p = 0,008).

Comparacion  Hembras Machos
HLF1-HLF2 1000000 0607057
HLF1 -HLF3 1000000  0,032183
HLF2-HLF3 0,154945  1,000000
HMF 1-HMF 2 1000000  0,000435
HVMF1-HMF3  1,000000  1,000000
HMF2-HMF3 1000000  1,000000

HLF1 (F1, Hemolinfagia), HMF1 (FI, Hematofagia), HLF2 (F2, Hemolinfagia), HMF2 (QF2,
Hematofagia), HLF3 (F3, Hemolinfagia), HMF3 (F3Hematotagia) (¥) Indica diferencias

estadisticamente significativas después de la correccion de Bonferroni.
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Kigura 14. Media, error estandar y desviacion estandar del tamaiio centroide en las hembras. HP
(Pparentales), HFIHL (QF1, Hemolinfagia), HMF1 (QF1, Hematofagia), HHLF2 (QF2,
Hemolinfagia), HHMF2 (QF2, Hematofagia), HHLF3 (QF3, Hemolinfagia), HHMF3 (@,
Hematofagia) (*) Indica diferencias estadisticamente significativas en tamaiio respecto a las

hembras parentales si p < 0,008,
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Figura 15. Media, error estandar y desviacion estandar del tamafio centroide en los machos. MP
(&'parentales), MFIHL (JF1, Hemolinfagia), MHMF1 (JF1, Hematofagia), MHLF2 (4F2,
Hemolinfagia), MHMF2 (4F2, Hematofagia), MHLF3 (& F3, Hematofagia), MHMF3 (4F3,
Hematofagia). (*) Indica diferencias estadisticamente significativas en tamafo respecto a los

machos parentales si p < 0,008.
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Figura 16. Dimorfismo sexual. Media, error estandar y desviacion estandar del tamafio centroide en
hembras y machos. HP (Yparental), MP (Jparental), HHLF1 (2F1, Hemolinfagia), MHLF1 (JF1,
Hemolinfagia), HHMFI (QF1, Hematofagia), MHMFI (&F1, Hematofagia), HHLF2 (QF2,
Hemolinfagia), MHLF2 (JF2, Hemolinfagia), HHMF2 (9F2, Hematofagia), MHMF2 (JF2,
Hematotagia), HHLF3 (QF3, Hemolinfagia), HHMF3 (@, Hematofagia) MHLF3 (& F3,
Hematofagia), MHMF3 (J'F3, Hematofagia). (*) indica diferencias estadisticamente significativas
entre hembras y machos de una misma generacion. (HP-MP p - 0,63), (HHLFI-MHLE1 p = 0,75),
(HHMFI1-MHMF1 p - 0,007P), (HHLF2-MHLF2 p - 0,00002), (HHMF2-MHMF2 p = 0,0003),
(HHLF3-MHLF3 p = 0,000828), (HHMF3-MHMF3 p = 0,035).
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6.3 Analisis de la Conformacion alar

El analisis canonico de la conformacion del ala, entre los grupos parentales y las generaciones
alimentadas por hemolinfagia y hematofagia, se realizo por sexos separados, teniendo en cuenta la

existencia de dimorfismo sexual en el tamafio del ala.

6.3.1 Analisis de la conformacion alar en las hembras de B. ferroae

En las hembras, la primera funcion candnica explico el 88 % de la variacion total y la segunda
funcion el 8% (Figura 17). En la tabla 10 se puede observar que las distancias de Mahalanobis,
siempre fueron menores entre las hembras parentales y las tres generaciones de laboratorio
alimentadas por hemolinfagia. Por el contrario, estas distancias fueron mayores entre las hembras

parentales y las generaciones criadas por hematofagia.

Las distancias de Mahalanobis entre la primera generacion de hembras criadas por hemolinfagia y
las hembras parentales no mostraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al fenotipo
de conformacion alar. Sin embargo, diferencias significativas se detectaron entre'el grupo parental y

la segunda y tercera generacion de hemolintagia (Tabla 10).

LLas hembras de las tres generaciones de hemolinfagia (F1, F2 y F3) se clasificaron correctamente en
00, 81 y 80% respectivamente, cuando comparadas con las hembras parentales. La verificacion
cruzada mostro que 60, 76 y 78 % de las hembras se clasificaron correctamente a su grupo (Tabla
10).

Todas las distancias entre las generaciones de hembras de laboratorio alimentadas por hematotagia y
las hembras parentales fueron estadisticamente significativas (Tabla 10). En las pruebas de
reclasificacion, las tres generaciones de hembras alimentadas por hematofagia (F1, F2 y F3) se
clasificaron correctamente en 96, 91 y 95% respectivamente cuando comparadas con las hembras
parentales. La verificacion cruzada mostro que 86, 82 y 70 % de las hembras se clasificaron

correctamente a su grupo (Tabla 10).
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Respecto a las distancias de Mahalanobis de las hembras de laboratorio criadas con los dos
hospedadores se observaron diferencias estadisticamente significativas, en la conformacion del ala
entre las tres generaciones contemporaneas o no, alimentadas por hemolinfagia y las tres

generaciones de hematofagia (Tabla 11).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre generaciones de hembras

alimentadas exclusivamente por hemolinfagia o hematotagia (Tabla 7).
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Figura 17. Espacio de la funcion candnica mostrando la distribucion de los fenotipos de
conformacion alar de las hembras en las tres generaciones de laboratorio y los parentales. Las
elipses representan el intervalo de confianza del promedio de la conformacioén de cada grupo con
una probabilidad del 95%. P (parentales), FIHL (F1, Hemolinfagia), HMF1 (F1, Hematofagia),
HLF2 (F2, Hemolinfagia), HMF2 (F2, Hematofagia), HLF3 ( F3, Hematofagia), HMF3 (F3,

Hematotagia).
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Tabla 10. Distancias de Mahalanobis entre los fenotipos de conformacion alar de las hembras
criadas en laboratorio (hemolinfagia o hematofagia) y las hembras parentales obtenidas
mediante ACV. Las distancias son significativas si P < 0,0083 después de la correccion de
Bonferroni. Parentales (P), Hemolinfagia (HL) y Hematofagia (11M), F1 (primera generacion),

2 (Segunda generacion) K3 (T'ercera generacion), (*) Indica distancias estadisticamente

significativas.
Grupos Distancias d_e Valorp % Reclasificacion % Verificacion cruzada
Mahalanobis
P-HLF1 1,0127 0175 77-66 50-60
P-HLF2 1,3408 0,003* 72-81 55-76
P - HLF3 1,5354 <0001* 72-80 66-78
P - HMF1 2,338 <0001* 89-96 78-86
P -HMEF2 2,4613 <0001* 78-91 72-82
P - HMF3 2,2396 <0001* 83-95 66-70
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Tabla 11. Distancias de Mahalanobis entre los fenotipos de conformacion alar de hembras

criadas en laboratorio (hemolinfagia vs. hematofagia). Las distancias son significativas si P <

0,0083 después de la correccion de Bonferroni. Hemolinfagia (11L) y Hematofagia (HM), K1

(primera generacion), F2 (Segunda generacion) K3 (Tercera generacion), (*) Indica distancias

estadisticamente significativas.

Distancias de

Grupos Mahalanobis Valor p % Reclasificacion % Verificacion cruzada
HLF1-HMF1 2,8991 <0001* 93-100 82-97
HLF1-HMF2 2,9373 <0001* 91-91 87-89
HLF1-HMF3 2,662 <Q001* 89-95 84-90
HLF2 HMF1 2,9739 <0001* 96 89 91 86
HLF2- HMF2 2,8772 <0001* 90-88 89-86
HLF2-HMF3 2,5492 <0001* 89-90 85-80
HLF3-HMF1 3,1613 <0001* 94-97 92-86
HLF3-HMF2 3,0115 <0001* 94-93 94-84
HLF3-HMF3 2,7788 <0001* 97-100 96-90
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Tabla 12. Distancias de Mahalanobis entre los fenotipos de conformacion alar de las hembras
criadas en laboratorio con un mismo hospedador. Las distancias son significativas si P < 0,008
después de Ia correccion de Bonferroni. Hemolinfagia (11L) y Hematofagia (11M), I1 (primera
generacion), K2 (Segunda generacion) K3 (Tercera generacion), (*) Indica distancias

estadisticamente significativas.

Distancias de

Grupos Mahalanobis Valorp % Reclasificacion % Verificacion cruzada
HLF1-HLF2 0,6264 0,2769 62-64 51-58
HLF1-HLF3 0,8455 0,0095 60-64 53-58
HLF2-HLF3 0,7086 0,015 69-67 66-65
HMF1-HMF2 1,0607 0,0099 72-72 58-64
HMF1-HMF3 1,2678 0,0416 69-80 62-60
HMF2-HMF3 0,6175 0,6581 71-60 57-35
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0.3.1 Analisis de la conformacion alar en los machos de B. ferroae

En los machos, el primer factor candnico explicéd el 85% de la variacion total y el segundo el 7,3%
(Figura 18). Las distancias de Mahalanobis siempre fueron menores entre los parentales y las tres
generaciones de laboratorio alimentadas por hemolinfagia. Por el contrario, estas distancias fueron

mayores entre los machos parentales y las generaciones criadas por hematotagia (Tabla 13).

Las tres generaciones de machos alimentados por hemolinfagia en relacion con la conformacion, no
mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto a los parentales. Los machos de las
tres generaciones de hemolinfagia (F1, F2 y F3) se clasificaron correctamente en 63, 73 y 74%
respectivamente, cuando comparados con los machos parentales. La verificacion cruzada mostréd que

58, 70 v 68 % de los machos se clasificaron correctamente a su grupo (Tabla 13).
3 grup

Todas las distancias entre las generaciones de machos de laboratorio alimentados por hematofagia y
los machos parentales fueron estadisticamente significativas (Tabla 13). En las pruebas de
reclasificacion, las tres generaciones de machos alimentados por hematofagia (FI1, F2 y F3) se
clasificaron correctamente en 93, 92 y 100% respectivamente cuando comparados con los machos
parentales. La wverificacion cruzada mostro que 90, 81 y 88 % de los machos se clasificaron

correctamente a su grupo (Tabla 13).

Todas las distancias de Mahalanobis entre los machos de las generaciones contemporaneas o no,
criadas en laboratorio con los dos hospedadores (hemolinfagia vs. hematofagia) fueron

estadisticamente significativas (Tabla 14).

Cuando se compara la conformacion entre los machos alimentados exclusivamente por hemolinfagia
o hematofagia, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las tres generaciones

de cada uno de los hospedadores (Tabla 195).
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Figura 18. Espacio de la funcion canonica mostrando la localizacion de los fenotipos de
conformacion alar en los machos de las tres generaciones de laboratorio y los parentales. Las elipses
representan el intervalo de confidencia del promedio de la conformacion de cada grupo con una
probabilidad del 95%. P (parentales), FIHL (F1, Hemolinfagia), HMF! (FI, Hematofagia), HLF2
(F2, Hemolinfagia), HMF2 (F2, Hematotagia), HLF3 (F3, Hematofagia), HMF3 (F3, Hematofagia).
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Tabla 13. Distancias de Mahalanobis entre los fenotipos de conformacion alar de los machos

criados en laboratorio (hemolinfagia y hematolagia) v los machos parentales. Las distancias

son significativas si P < 0,00741 después de la correccion de Bonferroni. Parentales (P),

Ilemolinfagia (HL) y Hematofagia (HHM), Il (primera generacion), 2 (Segunda generacion)

K3 (Tercera generacion), (*) Indica distancias estadisticamente significativas.

Distancias de

%

Grupos Mahalanobis Valorp % Reclasificacion = Verificacion
cruzada
P-HLF1 0,8561 0,4955 71-63 43-58
P - HLF2 1,2671 0,0103 71-73 50-70
P-HLF3 1,3038 0,0389 79-74 50-68
P - HMF1 2,7723 <.0001* 100-93 79-90
P-HMF2 2,8637 <.0001* 86-92 64-81
P - HMF3 2, 658 <.0001* 79-100 64-88
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Tabla 14. Distancias de Mahalanobis entre los fenotipos de conformacion alar de los machos
criados en laboratorio (hemolinfagia vs. hematofagia). Las distancias son significativas si P <
0,00741 después de la correccion de Bonferroni. Hemolinfagia (1L) y Hematofagia (LIM), K1
(primera generacion), ¥2 (Segunda generacion) ¥'3 (Tercera generacion), (*) Indica distancias

estadisticamente significativas.

%
Distancias de L . Au ..
Grupos . Valorp % Reclasificacion  Verificacion
Mahalanobis

cruzada
HLF1-HMF1 2,4688 <.0001* 90-90 87-83
HLF1-HMF2 2,6063 <.0001* 92-92 84-83
HLF1-HMF3 2,2699 <.0001* 90-94 87-88
HLF2 -HMF1 2,4497 <.0001* 92-91 87-90
HLF2- HMF2 2,6409 <.0001* 93-89 92-86
HILF2-HMF3 2,1027 <.0001* 83-88 85-77
HLF3-HMF1. 2,6471 <.0001* 94-89 94-84
HLE3-HMF2 2,7983 <.0001* 92-89 91-89
HLF3-HMF3 2,3596 <.0001* 94-89 94-100
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Tabla 15. Distancias de Mahalanobis entre los fenotipos de conformacion alar de los machos
criados en laboratorio con un mismo hospedador. Las distancias son significativas si
P<0,00741 después de la correccion de Bonferroni. llemolinfagia (HL.) y Hematofagia (1IM),
K1 (primera generacion), F2 (Segunda generacion) K3 (Tercera generacion), (*) Indica

distancias estadisticamente significativas.

%
Distancias de g ; .0 .
Grupos . Valor p % Reclasificacion = Verificacion
Mahalanobis

cruzada
HLF1-HLF2 0,8409 0,0122 58-70 56-62
HLF1-HLF3 0,7487 0,1196 58-63 47-54
HLF2-HLF3 0,5363 0,2792 61-64 55-52
HMF1-HMF2 0,7865 0,1514 75-64 59-50
HMF1-HMF3 1,1701 0,0289 : 80-71 80-53
HMF2-HMEF3 1,3165 0,0095 73-77 61-71
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6.3.2 Analisis del efecto alométrico en la conformacion alar

El analisis de regresion de las variables de conformacion alar de las hembras sobre el tamafio
isométrico, reveld una contribucion del tamafo en 7,4% a la variacion del eje Y (Figura 19). Esta
contribucion fue estadisticamente significativa (p < 0001). La prueba estadistica de homogeneidad
de las pendientes, rechaza la hipdtesis nula de un eje alométrico comin para todos los grupos, en los
dos analisis paramétrico y no paramétrico (Wilks 0,758 F 1,571 p = 0,008; Wilks 0,758 F 1,66 p =
0,0032), lo cual implico que no procediera la correccion del efecto del tamafio sobre la

conformacion.

El analisis de regresion de las variables de conformacion alar de los machos sobre el tamafio
isométrico, reveld una contribucion del tamafio en 2,9% a la variacion del eje Y que fue
estadisticamente significativa (p = 0,0006) (Figura 20). La prueba estadistica de homogeneidad de
las pendientes, no permitid aceptar la hipotesis nula de un eje alométrico comin para todos los
grupos. Tanto para la prueba paramétrica (Wilks 0,762 F 1,657 p = 0,003) como para la no
paramétrica (Wilks 0,74 F1,72 p = 0,001), razon por la cual no procedié la correccion del efecto del

tamafio sobre la conformacidn alar de los machos.
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Figura 19. Efecto alométrico. Analisis de regresion entre las variables de conformacion,
coordenadas de Procrustes (variable dependiente) v el tamaiio centroide (variable independiente) de
todas las hembras incluidas en el estudio (n == 305). Las elipses representan el intervalo de confianza
del promedio de la conformacion alar de cada grupo localizadas segin el tamafio centroide y con

una probabilidad del 95%.
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Figura 20. Efecto alométrico. Analisis de regresion entre las variables de conformacion,
coordenadas de Procrustes (variable dependiente) y el tamafio centroide (variable independiente) de
todos los machos incluidos en el estudio (n -+ 2853). Las elipses representan el intervalo de confianza
del promedio de la conformacion alar de cada grupo localizadas segiin el tamafio centroide y con

una probabilidad del 95%.
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6.3.3 Visualizacion de los cambios de la conformacion entre pares de configuraciones

En las Figuras 21 y 22 se muestran los cambios en la conformacion alar de hembras y machos
respectivamente. La configuracion referencia (celeste) en este caso particular, describe a la
configuracion de los parentales, y la azul oscura indica la deformacion que sufre la configuracion de
los parentales al sobreponer la configuracion de los insectos criados en laboratorio. Los pares
comparados se corresponden a los mismos del analisis discriminante, y de los cuales se obtuvieron

los porcentajes de reclasificacion y de verificacion cruzada (Tablas 10 y 13).

Este analisis permite intuir facilmente, que existen menores diferencias entre las configuraciones de

los parentales y las generaciones alimentadas por hemolinfagia.

Las tendencias en los cambios de la conformacion alar fueron similares en las hembras y los machos
de cada grupo criado en un determinado hospedador. Los cambios se ubicaron principalmente en los
PAR 2 y 4 para las comparaciones entre los parentales y las generaciones criadas por hemolinfagia
(Figuras 11 y 12). En el caso de los cambios producidos a la configuracion parental al sobreponer
las configuraciones de los insectos alimentados por hematofagia, los desplazamientos se ubicaron en

los PAR 1,23y 4 (Figuras | [ y 12).

Las deformaciones que producen las hembras criadas por hemolinfagia a la configuracion parental
fueron mas acentuadas que las generadas por los machos del mismo grupo (Figuras 11y 12). La
situacion inversa se observd en los insectos criados por hematofagia. Es posible verificar este
resultado grafico a través de los porcentajes de reclasificacion y de verificacion cruzada provistos
por el andlisis discriminante entre cada una de las configuraciones de los grupos comparados (Tabla

10y 13).
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Figura 21. Deformacion de la conformacion alar en las hembras a través de los graficos “soft
wireframes”. La conformacion celeste corresponde a la configuracion promedio de las hembras
parentales y la azul oscura a la deformacion causada por las hembras de hemolinfagia o hematofagia
a la configuracion parental. Los puntos 1-6 corresponden a los PAR utilizados para definir la
configuracion. Parentales (P), Hemolintagia (HL) y Hematofagia (HM), K1 (primera generacion),

F2 (Segunda generacion) K3 (Tercera generacion).
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Figura 22. Conformacion alar en machos por pares a través de graficos de “soft wireframes™. La
conformacion celeste corresponde a la configuracion promedio de los machos parentales (referencia)
y la azul oscura a la deformacion causada por los machos de hemolinfagia o hematofagia segin la
generacion a comparar. Los puntos | - 6 corresponden a los PAR utilizados para definir la
configuracion. Parentales (P), Hemolintagia (HL) y Hematofagia (IIM), K1 (primera generacion),

K2 (Segunda generacion) K3 (Tercera generacion).
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7. Discusion

7.1 El tamaiio alar

En los triatominos de los géneros Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus es comun observar una
reduccion en el tamafio del cuerpo, al criar estos insectos en el laboratorio por sucesivas
generaciones o cuando ocurre la transicidn de una poblacion silvestre al ambiente domiciliar
(Zeledon 1981, Dujardin et al. 1999b, Jaramillo et al. 2002, Rodriguez et al. 2007). En este trabajo
se observd una tendencia hacia la reduccion en el tamafio alar de hembras y machos de la especie 5.
Jferroae criados con ambos hospedadores (cucaracha o roedor). Sin embargo, la reduccion en tamaiio

solo fue significativa en los individuos alimentados por hemolinfagia (cucaracha).

El analisis de los contenidos intestinales de B. ferroae, capturado en los domicilios, sugiere que las
cucarachas son el principal hospedador de esta especie (Sandoval et al. 2010). Por lo anterior, podria
esperarse una mayor similitud en el tamaiio, entre los individuos parentales y los alimentados por

hemolinfagia, que con su contraparte alimentada por hematofagia.

En algunas ocasiones la variacion del tamafo alar en condiciones naturales, se ha relacionado a las
diferencias en el valor nutricional entre los hospedadores vertebrados (Schachter-Broide et al. 2009,
Hernandez et al. 2011). Por analogia, las diferencias nutricionales en los hospedadores invertebrados
de B. ferroae encontrados en el campo y el ofrecido en laboratorio, podrian ayudar a explicar, las
diferencias encontradas en el tamafio entre los parentales y la progenie alimentada con cucaracha.
En el momento de las capturas dentro de los domicilios, los especimenes de B. ferroae se hallaron
en simpatria con algunos blatidos, entre los que se destaco la presencia de Periplancta americana.
En el laboratorio para su alimentacion por hemolinfagia utilizamos otra especie de cucaracha
capturada en la misma region de procedencia de B. ferroae, pero perteneciente al género Blaberus.
Adicionalmente, es importante considerar que las condiciones experimentales no coinciden
totalmente con las encontradas por los insectos que infestan los domicilios; probablemente,
enfrentados a restricciones en cuanto a la disponibilidad del hospedador y a mayores fluctuaciones
de los factores ambientales como la temperatura, la humedad relativa y el fotoperiodo; sin duda

determinantes en el tamaio de los insectos (Jaramillo et al. 2002, Schachter- Broide et al. 2009).
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Las diferencias en el tamafio entre las generaciones contemporaneas de B. ferroae alimentadas con
cucaracha o roedor pueden ser explicadas bajo la hipdtesis de crecimiento (Zeledon 1981), la cual
sugiere que los prologados tiempos de desarrollo generan insectos grandes y los tiempos cortos,
insectos pequefios. En consonancia con lo anterior, Nijhout (1994) sefiala, que el control del tamafio
del cuerpo no es tanto un control del crecimiento, sino un control de cuando dejar de crecer. El
tamafio corporal final se determina por la duracion del periodo disponible para el crecimiento

(Nijhout 2003, Schachter-Broide et al. 2009).

Algunos resultados, sobre ¢l ciclo de vida de la especie B. ferroae dan apoyo a esta hipotesis. Al
sefialar que el tiempo de desarrollo desde ninfa a adulto fue significativamente mas corto (p <
0,001) en los insectos alimentados por hemolinfagia (168.083-163.369dias) que en los insectos

alimentados por hematofagia (218.843-223.629 dias).

Entre los factores conocidos que pueden afectar el tamaiio del cuerpo de los insectos bajo
condiciones de laboratorio se encuentran: la temperatura, la densidad, la endogamia, la dieta
(calidad nutricional) y el hospedador (Jirakanjanaki et al. 2007, Caro-Riafio et al. 2009, Soto et al.

2007, Aytekin et al. 2009, Schachter-Broide et at. 2009, Pavkovi¢-Lucié¢ & Kekié 2010).

Las variables como la temperatura y la densidad fueron constantes en las condiciones
experimentales bajo las cuales se estudio el ciclo de vida de B. ferroae. Luego, las diferencias en
tamafio entre las generaciones contemporaneas de laboratorio criadas con los dos hospedadores no
pueden ser explicadas por la heterogeneidad en estos factores. Por otro lado, la endogamia parece no
incidir de manera importante, debido a que no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en el tamafo entre las sucesivas generaciones no contemporaneas, esto significa que a
medida que se avanzo en la generacion de laboratorio no hubo cambios consistentes en el tamafio de
los insectos criados con uno u otro hospedador. Lo anterior indica que el tamafio se estabilizd a
partir de la primera generacion, similar a lo observado en P. geniculatus por Jaramillo et al. (2002)
después cinco generaciones. Estos resultados contrastan con lo mostrado en otras especies de
Triatominae, donde la reduccion en el tamafio se inici6 a partir de la tercera generacion (Pires et al.
2011) y con los resultados obtenidos en las sucesivas generaciones de Aedes aegypti criadas en
laboratorio (Jirakanjanakit & Dujardin 2005). Sin embargo, es necesario considerar que en el estudio

de Aedes se analizan colonias criadas a partic de la generacion 17 hasta la generacion 564.
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Probablemente los efectos de la deriva genética estén operando sobre la variacion morfologica
(Jirakanjanakit & Dujardin 2005). En el trabajo de Pires et al. (2011), el factor densidad no fue

examinado y puede ser determinante en el tamano de los insectos (Caro-Riano et al. 2009).

El disefio experimental presentd algunas diferencias en cuanto a la frecuencia del hospedador. Esto
es, exposicion constante (cucaracha) vs. semanal (roedor). En principio, esta heterogeneidad, podria
explicar las diferencias en tamafio para cada uno de los hospedadores. Sin embargo, en roedor a
pesar de que se tiene un mayor lapso de tiempo entre ingestas, también se tiene mayor probabilidad

para obtener una ingesta completa.

Entonces, sin desconocer la importancia de la disponibilidad del hospedador en el tamafo de los
insectos (Caro-Riafo et al. 2009), otros parametros del ciclo de vida en B. ferroae, parecen indicar
que las variaciones en cuanto a la disponibilidad en el hospedador, no implican una mayor ventaja
para los insectos alimentados con cucaracha. Debido a que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el ritmo de ovipostura entre las hembras alimentadas con los dos
hospedadores. Ademas la fecundidad (# total de huevos /hembra/semanda), durante el periodo

reproductivo fue mayor en los insectos alimentados con roedor (Ver Capitulo I1).

En el caso que un mayor consumo de alimento se produjera en los insectos alimentados con
cucaracha, las diferencias en estos dos aspectos reproductivos deberian ser significativas y a favor

de este hospedador.

Por lo tanto, es viable considerar que otros factores como la preferencia por el hospedador,
relacionado con su historia de vida, afecten el desarrollo del insecto. Guarneri et al. (2000) sugiere
que en las especies, 7. infestans 'y T. brasiliensis los ciclos de vida fueron mas cortos al alimentarse

con roedor que con ave, probablemente, por su estrecha asociacion natural con el mamifero.

Por otro lado, el desempefio en algunos aspectos clave, relacionados con la adaptacion a la dieta
sanguinea, como son la eficiencia de las enzimas digestivas (Lehane 2005), la evolucion de
mecanismos para contrarrestar los efectos deletéreos, producto del estrés oxidativo (Graga-Souza et
al. 2000) y el adecuado aporte de algunos factores nutricionales como la vitamina B (Eichler &

Schaub 2002), podrian estar implicados en el retardo del tiempo de desarrollo de los insectos
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alimentados por hematofagia y por ende de la frecuencia de individuos de mayor tamaio en este

grupo.

Por otra parte, la existencia de dimorfismo sexual en Triatominae es bien conocida y se expresa con

la presencia de hembras, en promedio, mas grandes que los machos (Lent & Wygodzinsky 1979).

Nihjout (1994) sefnala que los individuos grandes almacenan reservas en mayor cantidad y calidad
que los individuos pequefios. Un cuerpo de mayor tamano podria ser mas ventajoso para las
hembras que para machos, porque incrementa la probabilidad de sobrevivir y de producir un mayor
niimero de huevos (Rivero & West 2002, Salavert et al. 201 1). El dimorfismo sexual frecuentemente
se considera de caracter adaptativo, por su rol funcional en la reproduccion y también porque
individuos grandes tendrian mas chance de ser seleccionados por su pareja al tener un mayor fitness

(Salavert etal, 2011).

Sin embargo, en una misma especie el grado pero no la direccion en el dimorfismo sexual, puede
verse afectado por las condiciones ambientales (Tammaru & Teder 2005). El analisis cuantitativo de
los cambios en tamano de especies, como R. domesticus, R. prolivus y T. infestans sugiere que la
reduccion en el tamafo promedio de la hembra puede conducir a una modificacion del dimorfismo
sexual (Dujardin et al. 1999b). Esta modificacion se manifiesta generalmente en una disminucion
del mismo al someter las especies a condiciones mas estables, como ambientes domésticos o crias
de laboratorio. Es por esto que la reduccion en este caracter morfoldgico se ha propuesto como un
marcador morfolégico de la domiciliacion en los Triatominae (Dujardin et al. 1999b, Jaramillo et al.

2002, Rodriguez et al. 2007).

La persistencia del dimorfismo sexual en P. geniculaius después de la quinta generacion en
condiciones de laboratorio sugiere que mas generaciones pueden ser necesarias para que este

fendmeno pueda ser observado (Jaramillo et al. 2002).

La ausencia de dimorfismo sexual en B. ferroae colectado de los domicilios podria interpretarse

como evidencia de que la incursion en este ambiente no es reciente (Dujardin et al. 1997, Dujardin
l r - M r - oq. g .

et al. 1999"), y que mas de cinco generaciones se habrian desarrollado en los domicilios (Jaramillo

et al. 2002). Sin embargo, la existencia de dimorfismo sexual después de la primera generacion en el
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laboratorio en la especie B. ferroae alimentada con cualquiera de los dos hospedadores (cucaracha o

roedor) sefiala que en condiciones estables de cria, el dimorfismo sexual puede restablecerse.

A pesar de la consistente reduccion del tamafio en la especie B. ferroae, no tue posible corroborar la
hipotesis de reduccion del dimorfismo en ambientes estables propuesta por Dujardin et al. (1 999").
Este resultado difiere también de las observaciones realizadas en otros grupos de insectos, en los
cuales un incremento en el grado del dimorfismo sexual, generalmente se acompafia de un aumento
en el tamafo del cuerpo de la hembra (Tammaru & Teder 2005). En B. ferroae no se percibio tal
incremento en ¢l tamafio de la hembra, probablemente otros factores diferentes a los
tradicionalmente utilizados para explicar la expresion del dimorfismo sexual podrian estar operando
(Salavert et al. 2011). Por ejemplo, los machos pequeiios podrian tener mayor ventaja sobre los
grandes en la movilidad y en el acceso a las hembras (Moya- Larafio et al. 2002). Igualmente, estos
resultados sefalan el uso prudente del dimorfismo sexual como marcador de domiciliacion para esta

especie de Triatominae.

Por otro lado, algunos estudios sugieren que el tamaiio de hembra es mas sensible que el de los
machos a las condiciones ambientales (Tammaru & Teder 2005). En B. ferroae no observamos tal
diferencia, las hembras y los machos respondieron de manera similar a las condiciones expuestas
(Tabla 7).

7.2 La conformacion alar

El hospedador es un factor ambiental que alecta los aspectos morfo-fisiologicos de los Triatominae
(Dujardin et al. 1999b, Rabinovich et al. 2011, Hernandez et al. 2013). En los parametros
demograficos que definen el fitness es clara la influencia del hospedador (Cabello et al. 1987).
Igualmente en los tiempos de desarrollo (Guarneri et al. 2000, Martinez -Ibarra et al. 2003), en las
tasas de mortalidad y fecundidad (Lorosa et al. 2000, Aldana & Lizano 2004, Nattero et al. 2011), lo
cual denota su gran valor adaptativo en este grupo de insectos.

En este estudio, se demuestra por primera vez el consistente efecto que ejerce el hospedador sobre la

conformacion alar en una especie de triatomino, B. ferroae. Recientemente, en 1. infestans se



demostrd la influencia del hospedador (paloma y cobayo) en la conformacion de la cabeza (Nattero
et al. 2013).

Klingenberg et al. (2004) sefialan que la conformacion presenta mayor estabilidad que el tamafio
frente a ciertos factores ambientales. En el triatomino R. pallescens, los factores como la densidad y
la disponibilidad del hospedador no lograron modificar la conformacion de las alas y las cabezas en
esta especie (Caro-Riafio et al. 2009). Sin embargo, en Aedes aegypti ¢l efecto de la densidad y la
concentracidon de alimento influyeron significativamente en la conformacion alar, pero los cambios
generalmente se asociaron con una fuerte contribucion del tamado (Jirakanjanaki et al. 2007).

En B. ferroae, 1a regresion de las variables de la conformacion alar y el tamafio centroide reveld un
bajo efecto alométrico tanto en hembras como en machos (7,4% y 2,9%) respectivamente. Esto
significa que las diferencias en la conformacion no pueden atribuirse completamente a este efecto,
porque aunque significativo, su contribucion es pequeiia (Gumiel et al. 2003, Zelditch et al. 2004,
Soto et al. 2007). Debido a que un importante porcentaje de la conformacion es independiente del
tamafio, otros factores podrian estar involucrados en las diferencias en la conformacion alar entre los
grupos. En este estudio partimos de una misma poblacion (el mismo acervo genético) y los factores
ambientales como la temperatura y la densidad fueron controlados; lo cual permite sugerir que las

divergencias morfologicas encontradas solamente podrian atribuirse al efecto del hospedador.

Varios estudios sefialan la influencia que puede ejercer el hospedador o la dieta en la induccion de la
plasticidad fenotipica en los organismos. Andersson et al. (2006) demuestran que en la carpa
Carassius carassius cambios en la conformacion del cuerpo fueron inducidos por la dieta
(zooplancton o quironomidos bentonicos). De manera similar, la conformacion del aparato
mandibular en el ciclido Amphilophus spp. dependid del estimulo mecanico de la dieta (Muschick et
al. 2011). En las especies del genero Drosophila pertenecientes al grupo repleta, la conformacion
del aedeago difiere significativamente dependiendo de cuél sea el cactus hospedador (Soto et al.

2008).

En B. ferroae, el andlisis candnico de la varianza mostrd que las distancias de Mahalanobis siempre
fueron mayores y estadisticamente significativas (p < 0,0083), entre el fenotipo de la conformacion
alar de los parentales y el exhibido por los individuos alimentados por hematofagia en roedor, sea
hembra (2,239 - 2,461) o macho (2,658 - 2,863). En contraste, las distancias de Mahalonobis
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siempre fueron menores entre el fenotipo de los parentales y el de los insectos alimentados por
hemolinfagia en las hembras (1,0127 - 1,5354), con diferencias significativas solo a partir de la
segunda generacion (p < 0,0083), o en los machos (0,8661 - 1.3038) sin diferencias estadisticamente
significativas con respecto a las tres generaciones de laboratorio (p > 0,0083). Estos resultados
indican una mayor similaridad entre el fenotipo alar entre los parentales y los insectos criados con
cucaracha. Por lo tanto, a partir de estos resultados es factible deducir que la poblacién de campo
probablemente se estd alimentando de un hospedador invertebrado similar al utilizado en laboratorio
y da cuenta de la viabilidad del ciclo de vida de B. ferroae con cucarachas en condiciones naturales
(domicilios). Estos datos se corresponden con la informacion provista por el perfil alimentario de 5.
Jferroae encontrado dentro de los domicilios, que sefiald que el 89,6% de los contenidos intestinales
tenian hemolinfa, probablemente de cucarachas (Sandoval et al. 2010). Algunas especies de
Triatominae como 7. rubrovaria, T. carcavalloi y T. circummaculata de habitat rupestre se han

encontrado asociadas a diversas especies de cucarachas (Lorosa et al. 2000, Ruas-Neto et al. 2001).

Las diferencias que muestran los graficos de filamentos (wireframe) en el grado de la deformacion
que producen las configuraciones de las hembras y los machos criados por hemolinfagia a la
conformacion parental, donde es evidente que los machos se ajustan mejor a la configuracion de los
parentales, nos permite suponer que las hembras de campo podrian ser mas eclécticas en la dieta,
esto es que ocasionalmente incluyen en su alimentacion algunos hospedadores vertebrados; como
efectivamente lo sefiala el estudio de los contenidos intestinales de los insectos capturados dentro de
los domicilios, y en los cuales se detectd un pequedio porcentaje (7%) con sangre de humano, perro
y/o roedor (Sandoval et al. 2010). La situacion opuesta en ¢l grado de deformacion que produce la
configuracion alar de las hembras y los machos criados por hematofagia a la configuracion parental,
es consistente con los resultados de los insectos alimentados por hemolinfagia y fortalece la
hipotesis de la existencia de un mayor eclecticismo alimentario en las hembras de las poblaciones
naturales de 5. ferroae. Estas observaciones se soportan bien con los porcentajes de las pruebas de
reclasificacion y de verificacion cruzada obtenidos en el andlisis discriminante (Tablas 10y 13).

Los parametros demograficos obtenidos a partir del analisis de la historia de vida, proveen
informacion valiosa sobre la capacidad innata de una especie a multiplicarse sobre un determinado
hospedador (Vasicek et al. 2001). B. ferroae mostrd mayores y significativas ventajas reproductivas
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a nivel poblacional cuando fue alimentada sobre el hospedador Blaberus (Ver Capitulo 11). Estos
resultados asociados a la similaridad del fenotipo alar con los insectos capturados en campo y al
perfil alimentario, permiten sugerir, una mayor adaptacion de esta especie con el hospedador

invertebrado, como se viene proponiendo por Sandoval et al. (2010).

En cuanto al fenotipo expresado por los individuos criados por hemotofagia, se conoce que la
plasticidad fenotipica no es inherentemente adaptativa; en algunos casos puede representar una
respuesta inevitable del organismo que no implica una mayor aptitud biologica (Wells & Pigliucci
2000, Meyers & Bull 2002). En consecuencia, individuos criados bajo condiciones ambientales
extremas por lo general presentan una considerable distorsion fenotipica, y con el tiempo, estos
individuos pueden presentar tasas de reproduccion muy baja y mortalidad prematura (Bradshaw,
1965). Lo anterior se correlaciona bien con el bajo éxito reproductivo de B. ferroae alimentado por
hematofagia y la elevada mortalidad en la fase de huevo que supone una condicion adversa con el
hospedador vertebrado (Ver Capitulo 11). Aunque este comportamiento debe ser considerado una
expresion de la plasticidad fenotipica, en efecto, es reflejo de falta de adaptacion a condiciones
extremas del ambiente (Chambell et al. 2005). En el caso de B. ferroae debido a la alimentacion

exclusiva por hematofagia.

El andlisis de la plasticidad fenotipica, a través de la técnica de la morfometria geométrica en la
especie B. ferroae, permitié discriminar la expresion morfoldgica producida por un par de
potenciales hospedadores (cucaracha y roedor) e incriminar a las cucarachas como la principal
fuente de alimento utilizada por estos insectos dentro de los domicilios. Resultados que fortalecen
la hipdtesis, de que este Triatominae no es un hematdfago obligado y que las especies del género
Belminus en su espectro de hospedadores incluye principalmente artropodos y ocasionalmente

mamiferos aves y reptiles (Sandoval et al. 2004, Sandoval et al. 2010).

La asociacion del fenotipo alar con un factor ambiental, corrobora la utilidad de la plasticidad
fenotipica como estrategia para predecir el origen de las poblaciones (Schachter-Broide et al. 2004,
Dujardin et al. 2006, Feliciangeli et al. 2007, Hernandez et al. 2013) y en el trazado de la movilidad
de los triatominos entre los diversos ecotopos como demostrado por Abrahan et al. (2008) y

Hernandez et al. (2011).
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Por ultimo, podemos afirmar que el andlisis de la conformacion alar en la especie B. ferroae
permitid discriminar y relacionar de manera consistente el hospedador con el fenotipo alar. Lo cual
sugiere que este aspecto morfologico del ala es un marcador bioldgico sensible al hospedador en los

Triatominae.

8. Conclusiones
Se encontrd un consistente efecto del hospedador en el tamafio y la conformacioén alar de B. ferroae,
lo cual confirma la importancia ecoldgica de este factor ambiental en la morfo-fisiologia de los

Triatominae.

La similaridad encontrada entre el fenotipo de conformacion alar de los insectos capturados en los
domicilios y en los insectos criados por hemolinfagia en el laboratorio, es un argumento a favor de

la hipotesis que sefiala a las cucarachas como los principales hospedadores de B. ferroae.

Un mayor fitness poblacional con cucaracha, la similaridad del fenotipo alar entre los insectos
capturados en campo y las generaciones de laboratorio alimentadas con cucarachas, y el perfil
alimentario de B. ferroae dentro de los domicilios, son evidencias que permiten sugerir que el
comportamiento predador en esta especie probablemente esté relacionado con un proceso de tipo
adaptativo, y conduce también a fortalecer la hipotesis de que no todos los Triatominae son

hematofagos estrictos.

Se confirma una vez mas la utilidad del analisis de la plasticidad fenotipica en la deteccion de

patrones morfologicos y su potencial para resolver interrogantes en disimiles contextos biologicos.
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Capitulo I'V. Ampliacion del analisis morfologico en B. corredori, B. ferroae'y B.

herreri y la evaluacion de sus estatus taxonomicos.

1. Introduccion

El empleo de informacion adicional de algunos marcadores moleculares (isoenzimas, ADN
mitocondrial y nuclear) y morfoldgicos (sensilia antenales, morfometria de alas y cabezas, esculpido
corionico de los huevos) ha incrementado el conocimiento de la morfologia de los Triatominae, pero
no solo eso, en algunas ocasiones ha respaldado el relacionamiento a nivel tribal y genérico.
Ademas, ha sido de gran utilidad en la evaluacion del estatus especifico en los Triatominae

(Monteiro et al. 1999, Gumiel et al. 2003, Catala et al. 2005, Paez-Colasante & Aldana 2008).

La mayoria de las especies de triatominos son identificadas con base en la morfologia externa y
caracteres cromaticos (Lent & Wygodzinsky 1979). Algunas especies han sido descritas a partir de
pocos especimenes, lo cual puede implicar que no se tenga en consideracion la variacion natural
dentro del taxon; entonces, cuando mas muestra esta disponible, algunas veces puede ser dificil
demarcar un punto de corte entre la vartacion geografica poblacional y una especie diferente

(Dujardin et al. 2009, Bargues et al. 2010).

En el presente capitulo, se propone explorar el fenotipo antenal y la morfologia del huevo en el
género Belminus, y con base en la informacion disponible en la literatura, comparar y discutir los
hallazgos en relacion con otros Bolboderini y demas taxones de las tribus Alberproseniini,
Cavernicolini, Rhodniini y Triatomini. También se plantea evaluar el estatus taxondmico de tres
especies del género Belminus (B. corredori, B. ferroae y B. herreri) con estos mismos marcadores
morfologicos, pero ademas se incluye el analisis de las secuencias del citocromo b; al considerar el
reciente cuestionamiento de la designacion especifica para las especies del género Belminus

planteado por Schofield & Galvio (2009).

Asi mismo, se espera contribuir en el conocimiento de los tipos de receptores en la antena y su
distribucion en los estadios inmaduros y en los adultos de las especies del género Belminus. Esta
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’

informacion, podra ser util en los estudios de morfologia cuantitativa, y en los estudios de
electrofisiologia que involucren los receptores antenales en este grupo de insectos. De igual manera,

aportar en la descripcion de la fase de huevo en estas especies de Triatominae.

1.1 El fenotipo antenal en los Triatominae

La antena es el mayor sistema no visual que poseen los insectos para monitorear el ambiente (Catala
& Schofield, 1994). El pionero en dirigir 1a atencion hacia las poblaciones de receptores en la antena
de los insectos e interpretar su significado bioldgico fue Chapman (1982), al sefalar que su
cuantificacion podria ayudar a indicar fructiferas lineas de investigacion y conducir a un mejor
entendimiento del significado fisiologico de los diferentes tipos de receptores y de las diferencias

numéricas cuando ocurren.

Dujardin et al. (2009) definen el fenotipo antenal como el nGmero, los tipos y el patron de
distribucion de los receptores (sensilia) mas comunes en la antena. Es un caracter cuantitativo
involucrado en una funcion basica en los insectos, y probablemente integre ademas de los patrones
ancestrales, ¢l moderno cambio adquirido a través de la conquista de nuevos hospedadores y habitats

(Mclver 1987).

1.1.1 Morfologia de la antena en Triatominae

En los Triatominae, la antena consiste de cuatro segmentos, los primeros dos (el escapo y el
pedicelo) son gruesos y presentan un integumento rugoso; el tercero y cuarto (flagelo I'y flagelo 1),
son delgados y filiformes con integumento delicado y estriado (Figura 23). El integumento de la
antena esta poblado de proyecciones cuticulares denominadas sensilia en plural, sensilio en singular.
También presenta estructuras internas adheridas con funciones sensitivas. La cuticula varia en
cuanto a los niveles de esclerotizacion; normalmente, la mayor parte de la antena es bien
esclerotizada con la excepcion de las membranas intersegmentales y algunas areas de origen de las
sensilia. (Schneider 1964, Chapman 1998). La longitud relativa de los segmentos de la antena y los
diferentes tipos de sensilia han sido utilizados como caracteres taxondémicos para la subfamilia (Lent
& Wygodzinsky 1979, Catala & Schofield 1994).
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Figura 23. Micrografia de la antena de B. ferroae (Hemiptera: Triatominae) mostrando los

diferentes segmentos.

1.1.2 Tipos de sensilia presentes en las antenas de los Triatominae con estructuras
culiculares externas

Los primeros estudios sobre la morfologia externa y la ultraestructura de los sensilia de la antena en
Triatominae, se realizaron a partir de los afios treinta. El estudio pionero fue el realizado por
Wigglessworth & Gillett (1934), quienes analizaron las sensilia de la antena de R. prolixus y
describieron cuatro tipos basicos (Bristles I y 11, Basiconicos, Tricoide de pared fina (TPF) y
Tricoide de pared gruesa (TPG). Bernard (1974) describe en la antena de 7. infestans cuatro tipos
mas (Bristles 11, sensilio celoconico y el sensilio tricoide Bp). Lent & Wygodzinsky (1979)
describen en diversas especies de Triatominae las tricobotrias, que se refieren al sensilio tricoide Bp
de Bernard (1974). Mclver & Siemicki (1984) proveen un completo estudio sobre la fina estructura
de los mecanoreceptores en la antena de R. prolixus, reportando por primera vez el sensilio
campaniforme y los propioceptores (pelos afilados). Mclver & Siemicki (1985) describen la fina

estructura del sensilio celoconico de la antena de R. prolixus.

Debido a que las sensilia son formaciones homdlogas, es comin que en la mayoria de los insectos se

encuentre una serie de tipos y subtipos que pueden ser clasificados con dificultad (Schneider 1964,
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Mclver 1982). Ello ha conducido a la elaboracion de nimerosas nomenclaturas, que en parte han
complicado el estudio de los receptores sensoriales (Zacharuk 1980, Insausti et al. 1999). Catald &
Schofield (1994) ademas de describir con detalle doce tipos de sensilia antenales en diez especies
del género Rhodnius, proveen las equivalencias entre las diferentes nomenclaturas. Estos autores,
toman como marco de referencia fa nomenclatura de Altner & Prillinger (1980), que organiza las
sensilia en: no porosas y porosas, y el tipo de base sobre la cual se inserta el sensilio (flexible e
inflexible). De esta manera, las siguientes categorias: sensilia no porosas en bases flexibles, sensilia
no porosas en bases inflextbles, sensilia porosas en base inflexible y una cuarta categoria para un

sensilio sefialado por Insausti et al. (1999), que incluiria la categoria porosa con base flexible.

De esta manera al reunir todos los estudios, Insausti et al. (1999) sefalan la ocurrencia de |3 tipos
de sensilia con estructuras cuticulares externas en Triatominae, compuestas por seis
mecanoreceptores, un receptor bimodal (quimio-mecanoreceptor) que exhibe un poro terminal,
quimioreceptores entre los cuales se incluye dos tricoides uno de pared fina y otro de pared gruesa,
dos tipos de basicdnicos y un tipo de celoconica. También senalan un segundo sensilio celoconico
que funciona como termo-higroreceptor. A continuacion en la tabla 16 publicada por Catala (1997),
se da un resumen de los tipos de sensilia registrados en Triatominae y se sefalan algunas

caracteristicas de su mortologia interna, externa y su funcion.

En los triatominos los mecanismos de busqueda y orientacion hacia el hospedador, no estan
completamente entendidos, pero se considera que incluye la deteccion de una serie de sefales
visuales, mecanicas, térmicas, higricas y quimicas emitidas por el hospedador (Otalora-Luna et al.

2004, Barrozo & Lazzari 20006, Guerenstein & Lazzari 2008).

En Triatominae, tres tipos de sefiales han sido directamente implicadas en la busqueda del
hospedador. Estas son el calor, los olores y las mecénicas, correspondientes a las cotrientes de aire
(pulsos) generados por la respiracion del hospedador. Entre los olores que se han demostrado que
evocan una respuesta en los Triatominae tenemos, el CO», los aldehidos como el heptanal, el octanal
y el nonanal y los acidos grasos de cadena corta presentes en olores de las aves, los humanos y otros
vertebrados. EI amonio también es un buen atrayente que esta presente en el sudor y la orina de los
vertebrados (Guerenstein & Lazzari 2008). En la naturaleza, los triatominos generalmente se

enfrentan a mezclas de olores, por lo tanto responden mas eficientemente a ellas que a un sélo tipo
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de sustancia. Las proporciones de los distintos componentes en el olor le indicaran al insecto con un

buen grado de certeza, si la fuente es o no el hospedador esperado (Guerenstein & Lazzari 2008).

De las sensilia reportadas en Triatominae se conoce que los tricoides de pared fina (TPF) responden
directamente a la respiracion, a los acidos grasos y al amonio. La basiconica (Ba) a aldehidos,
terpenos y furanos (Guerenstein & Lazzari 2008), también a cambios en la temperatura y la
humedad (Bernard 1974). Sin embargo la funcion del tricoide de pared gruesa (TPG), atin no es
clara, no existe evidencia de que responda a estimulo alguno; pero teniendo en cuenta, su
morfologia, se supone que su funcién debe ser la quimiorecepcidén por contacto, primariamente

detectando moléculas en fase liquida (Gracco & Catala, 2000).

1.1.3 Importancia del estudio del fenotipo antenal en los Triatominae (Hemiptera: Reduviidae)
El estudio del fenotipo antenal ha mostrado ser una herramienta taxonomica util en la identificacion
de las especies de los géneros Rhodnius, Triatoma 'y Mepraia (Catala & Schofield 1994, Gracco &
Catala 2000, Moreno et al. 2006, Carbajal de la Fuente et al. 2008). También se ha indicado que
presenta una buena correlacion con el namero y el tipo de habitats explorados (Catala 1997,
Carbajal de la fuente & Catala 2002), la variacion geografica y los ecotopos (Catala et al. 2005,
Esteban et al. 2005, Arroyo et al. 2007, Hernandez et al. 2008), el sexo (Arroyo et al. 2007, Catala et

al. 2005) y la condicion alar (Moreno et al. 2006) en los triatominos.
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Tabla 16. Tipos de sensilia registradas en las antenas en Triatominae.

Catala & Schofield 1994, Insausti et al. 1999.
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1.2 La morfologia del huevo y la importancia de su estudio en Triatominae

Beament (1947) y Tuft (1950) son los primeros en estudiar la estructura interna del corion en el
Triatominae R. prolixus, y la relacion entre ésta y los procesos de permeabilidad al agua y a otras

sustancias, ademas de la fertilizacion y la respiracion del embrion.

Estructura del corion

El corion es secretado por el epitelio folicular del ovario durante la coriogénesis, y comprende dos
grandes regiones: el exocorio y el endocorio. El primero en ser secretado es el endocorio y se
encuentra formado por cinco capas ricas en polifenoles que le confieren resistencia al ataque
quimico e impermeabilidad al agua. Posteriormente, es depositado el exocorio rigido y por ultimo el

exocorio blando, que es una camada espesa responsable por la estructura exocorial (Beament 1947).

Los huevos de los Triatominae presentan una amplia variabilidad en el tamafo y la forma, con
especies pequefias que tienen huevos que miden 0,96 mm en el género Alberprosenia, a 4 mm en el
género Dipetalogaster. Huevos de forma cilindrica en las especies del género Psammolestes, a casi

esféricaen P. rufotuberculatus (Lent & Wygodzinsky 1979).

En algunas especies, el huevo puede tener un cuello y un collar que se destacan del resto del cuerpo
y en otras, estos dos aspectos no son evidentes. El diseio de huevo con collar es mas frecuente en
aquellas especies que adhieren los huevos al substrato y que son ornitdfilas (Barata 1981). El
opéreulo puede presentar disefios exocoriales complejos como en 7. delpontei, o disefios casi lisos
como en el género Alberprosenia. De igual manera existe una gran variabilidad en los disefios
exocoriales del huevo, algunos con lineas claras que demarcan poligonos y otros con contornos
difusos (Barata 1998). Las estructuras macroscopicas generales en los huevos de los Triatominae
son: el opérculo (Op), el borde opercular (Bo), el borde corial (Bc), el cuello (Cu) y la hendidura
lateral (HI) (Figura 2). Las estructuras microscopicas mas comunes ubicadas en la region del borde
corial son: los aeropilos (Ae), los micropilos (M), la gotera espermatica (Ge) Los aeropilos tienen
como funcion el intercambio gaseoso, y los micropilos estarian implicados en el proceso de

fertilizacion (Beament 1947).



Figura 24. Representacion esquematica de un huevo en los Triatominae. A. R. prolixus, mostrando
las estructuras mas comunes a nivel macroscopico. Opérculo (Op), borde opercular (Bo), Borde
corial (Bc), Cuello (Cu) y Hendidura lateral (HI). Micrografias mostrando en la region del borde
corial los Aerdpilos (Ae), Micropilos (M), (Cp) Celda poligonal y la Gotera espermatica (Ge). B. R.
prolixus; C. T. sherlocki. Imagenes tomadas de Barata (1981) y Obara et al. (2007%.

Por otra parte, es bien conocida la importancia del estudio de la fase de huevo en los diversos grupos
de insectos, porque la ultraestructura del exocorion pucde revelar ademas de propiedades
morfoldgicas, tisioldgicas y taxonomicas (Hinton 1981, Suludere et al. 1999, Candan 1999). En
Heteroptera, el estudio de esta fase ha permitido registrar caracteres de valor taxondmico y de
importancia para la inferencia de relaciones filogenéticas (Barata 1981, Obara et al. 2007, Gonzalez

et al. 2009, Matesco et al. 2009).

Matesto et al. (2009) muestran que el estudio del esculpido del corion y el nimero de estructuras
aeromicropilares son caracteres diagnésticos a nivel de género, y que algunas especies pueden ser
identificadas en esta fase. Asimismo, sefialan que el estudio detallado de estas estructuras, a traves
de la téenica de microscopia electronica de barrido, permitid no solo la revision de terminologia sino

el reconocimiento de patrones dentro de la familia Pentatomidae.

Entre los estudios pioneros que han abordado la morfologia externa de fos huevos en la subfamilia
Triatominae, se encuentran los realizados por Pinto (1924) y Galliard (1935). El primero describe la
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morfologia externa del huevo de 7. brasiliensis, y el segundo demuestra que la arquitectura del
exocorio en Triatominae ayuda en la distincion entre especies. A partir de estos trabajos, namerosos
documentos se han abocado a describir los aspectos macroscopicos y microscopicos de los huevos
en numerosas especies de la subfamilia (Abalos & Wygodzinsky 1951, Barth & Muth [958,
Foratinni & Barata 1974, Lent & Wygodzinsky 1979).

Sin embargo, son los trabajos de Barata (1981), Costa et al. (1991) y Jurberg et al. (1993), que
definen algunas caracteristicas de valor taxondmico en la fase de huevo para los géneros Rhodnius,

Cavernicola 'y Dipetalogaster.

Barata (1998) amplia este analisis al describir y definir caracteres de valor taxondémico en los
géneros Alberprosenia, Cavernicola, Dipetalogaster, FEratyrus, Microtriatoma, Panstrongylus,

Psammolestes, Rhodnius 'y Triatoma.

Mas recientemente, diversos estudios han sido motivados por la necesidad de una mayor precision
en la identificacion taxonomica de potenciales vectores de 7. cruzi, cuando solo se cuenta con el
hallazgo de huevos en las areas infestadas. De esta manera se busca fortalecer la clave taxondmica
basada en esta fase de desarrollo (Rosa et al. 2000, Obara et al. 2007", Paez-Colasante & Aldana

2008, Santos et al. 2009, Aldana et al. 2013).

El esculpido corionico del huevo ha mostrado ser atil en estudios de poblaciones y en la deteccion
de especies cripticas. Asi, Costa et al. (1997) encuentran diferencias en cuanto al patron de
ornamentacion del exocorion al comparar cuatro diferentes poblaciones de 7. brasiliensis; una de
estas poblaciones ha sido recientemente elevada a especie bajo el nombre de 7. juazeirensis (Costa
& Félix 2007). El tamafo del opérculo también ha sido propuesto por Rosa et al. (2003) como
marcador de domiciliacion en P. megistus, al encontrar que colonias de esta especie mostraban una
reduccion del diametro de dicha estructura al ser comparados con huevos colectados en condiciones

silvestres.

117



1.3 Utilidad del citocromo b en el estudio de la Sistemdtica en Triatominae

k=l analisis de las secuencias de ADN es la técnica molecular méas eficiente y versatil usada hoy en
dia en sistematica; debido a que presenta una alta resolucidon al proveer informacion sobre cada
nucledtido de un fragmento gendmico dado, ademas que permite el uso de diferentes genomas
(mitocondrial y nuclear) y de genes con un amplio rango de conservacion (Abad-Franch & Monteiro
2005). En triatominos se considera una de las herramientas mas importantes para establecer su
clasificacidn natural (Mas-Coma & Bargues 2009).

Se conoce que el genoma mitocondrial evoluciona diez veces mas rapido que el genoma nuclear, y
hace de éste un buen marcador, particularmente para especies muy relacionadas y para estudios de
filogeografia y de genética de poblaciones. Es por esto que algunos autores sugieren su utilidad en el
analisis de los niveles bajos como géneros, especies y poblaciones (Monteiro et al. 2004, Piccinali et
al. 2009, Mas-coma & Bargues 2009).

En los Triatominae, el ADN mitocondrial ha sido Gtil también en el estudio de la taxonomia (Garcia
& Powell 1998, Lyman et al. 1999) y la filogenia (Patterson & Gaunt 2010). Fue a través del uso de
marcadores mitocondriales que se logro resolver la controversia del estatus taxondémico entre X.
prolixus y R. robustus, y demostrar que son especies diferentes (Lyman et al. 1991, Monteiro et al.
2000). También ha aportado en el analisis del estatus taxonémico de T infestans y T. melanosoma
(Monteiro et al. 1999), entre poblaciones de 7. brasiliensis (Monteiro et al. 2004) y en la

identificacion correcta de ninfas capturadas en palmas (Justi et al. 2010).

2. Objetivo general

Ampliacion del andlisis morfologico en B. corredori, B. ferroae y B. herreri'y la evaluacion de sus

estatus taxondmico.

3. Objetivos especificos
3.1 Describir el fenotipo antenal y fa fase de huevo en B. corredori, B. herreri 'y B. ferroae por
microscopia Optica y electronica de barrido.
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3.2 Comparar ¢l fenotipo antenal de Belminus con otros géneros de Triatominae con base en la

informacion disponible en la literatura.

3.3 Comparar la morfologia de los huevos de Belminus con otros géneros de Triatominae con

base en la informacidn disponible en la literatura.

3.4 Evaluar el estatus taxonomico de B. corredori, B. herreri y B. ferroae mediante el analisis

de fenotipo antenal.

3.5 Evaluar el estatus taxondmico de B. corredori, B. herreri 'y B. ferroae mediante el analisis

del patron poligonal del opérculo del huevo.

3.6 Evaluar el estatus taxonémico de B. corredori, BB. herreri 'y B. ferroae mediante el analisis

de secuencias del citocromo b.

4. Malteriales y métodos
El material bioldgico utilizado en el analisis morfologico de la antena, el estudio de la morfologia
del huevo y las secuencias de citocromo b, procede de diferentes regiones de Colombia. B. ferroae
de las localidades de Santa Catalina y San Alberto del municipio de Toledo en Norte de Santander
(Sandoval et al 2010). B. herreri del peridomicilio de una vivienda del municipio EI Carmen,
Santander (Sandoval et al. 2000), y de especimenes capturados en domicilios del municipio de San
Martin, Cesar (Sandoval et al. 2004). Belminus corredori de una vivienda de San Gil, Santander

(Galvio & Angulo 2006).

4.1 Material biologico utilizado en el andlisis morfologico de la antena

En el estudio se incluyeron un total de 165 especimenes pertenecientes a las especies 5. herreri, B.
corredori y B. ferroae (Tabla 17). Se utilizaron especimenes capturados directamente de los
domicilios, pero cuando fue necesario, el material se complementé con ninfas de la primera o

segunda generacion, criadas en el laboratorio con hospedadores invertebrados. Previa verificacion
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que las ninfas capturadas en campo y las ninfas obtenidas en laboratorio no diferian

s

significativamente en las variables bajo estudio.

Tabla 17. Region geogrifica de origen, habitat y nimero de especimenes del género Belminus

utilizados en el analisis del fenotipo antenal.

Origen (municipio y

Especies departamento) Habitat - Hospedador # especimenes

B. herreri San Martin, Cesar D 6F, 7M

B. herreri  F:1y F:2 . San Martin, Cesar L R.prolixus 6n1, 7n2,

‘ 1Y e . wan nartn, Les: P 8n3,6n4,7n5

I . : . 7F, 9M, 6n1, 6n2,
B.corredori F:1 San Gil, Santander L R. prolixus 703, 6n4, 6n5
] 15F, 10 M, 7n1, 5n2,

B. ferroae Toledo, Norte de Santander D 3n3. 6n4, 10n5
B. ferroae F:1.Toledo, Norte de Santander L Blaberus sp. 3n1, 5n2, 7n3

D = domicilio, L = laboratorio, F:1 = primera generacion, F:2 segunda generacion, F = hembra, M
= macho, N1, ninfa de primer estadio; N2, ninfa de segundo estadio I1; N3, ninfa de tercer estadio;

N4.ninfa de cuarto estadio y NS, ninfa de quinto estadio.

4.2 Material biologico utilizado en el andlisis morfolégico de los huevos

Se utilizaron huevos de Belminus: B. corredori, B. ferroae y B. herreri de colonias de laboratorio,

que se criaron exclusivamente con cucarachas del género Blaberus.

4.3 Material biologico utilizado para la obtencion de las secuencias de ADN del citocoromo b

Los especimenes de B. ferroae utilizados provienen de capturas realizadas dentro de los domicilios
de las localidades de Santa Catalina y San Alberto del municipio de Toledo en Norte de Santander.
Para la especie B. herreri de dos colonias de diferente origen. Una de especimenes capturados en el
peridomicilio de una vivienda del municipio El Carmen, Santander y la otra de especimenes
capturados en domicilios del municipio de San Martin, Cesar, alimentadas con R. prolixus. Los
especimenes de B. corredori provienen de una colonia alimentada con R. prolixus.
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4.4 Procedimientos experimentales
4.4.1 Analisis de receptores antenales por microscopia optica y electronica de barrido

4.4.1.1 Identificacion de los receptores de la antena por microscopia electrénica de barrido
(MEB)

Se usaron como referencia las publicaciones de Mclver & Siemicki (1984, 1985) y Catala &
Schofield (1994) para la identificacion de los receptores de cada segmento de la antena. Para esta
técnica, se utilizaron adultos completos de B. ferroae, B. herreri y B. corredori que se fijaron a un
soporte metalico en posicion dorsal y ventral con cinta doble faz y metalizados por dos minutos con
un aparato Edwards a 10 mA. Las micrografias de las antenas fueron tomadas usando un
microscopio (JEOL modelo, JSTM — T330A y JSM 5300) operado a 10, [5 o 20 Kv. Neopan SS
120 Fuji film fue usado para desarrollar las micrografias. La MEB fue realizada en el Departamento

de Fisico-Quimica del Instituto de Quimica de la UNESP, Araraquara, San Paulo, Brasil

4.4.1.2 Preparacion de la antena e identificacion y conteo de los receptores de la antena por
microscopia optica (MQO)

Una antena izquierda de cada espécimen (ninfa o adulto) fue removida a nivel del escapo, se aclaro
con KOH al 5% durante 5 minutos, posteriormente se neutralizo con acido acético al 5%, se lavo
con buffer fosfato salino (PBS) pH 7.2 y finalmente se almaceno en una solucion 3:1 de glicerina-
PBS. Para los conteos en microscopio optico, las antenas fueron montadas en glicerina bajo un
cubreobjeto y la superticie ventral fue examinada en aumento 40X. Los conteos fueron realizados a
través de una camara lucida, y se incluyeron los tres segmentos de la antena, el pedicelo (P), el
Flagelo 1 (FI) v el Flagelo 1I (F2). Los siguientes receptores fueron reconocidos: Bristles (BR)
Tricoide pared fina (TPF), Tricoide de pared gruesa (TPG) y basiconicos (BA), de acuerdo con
Catald & Schofield (1994) y Gracco & Catala (2000). Los segmentos fueron medidos en el
microscopio con el objetivo 10X, y se utilizd un micrémetro ocular de 100 graduaciones que fue
calibrado con un micrometro de platina marca Leica de 0.0 lmm. Todos los conteos y las mediciones

fueron realizados en un microscopio Leica modelo DMLB10OT.
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4.4.2 Preparacion de los huevos para el analisis morfologico

Hembras jovenes fecundadas y alimentadas se seleccionaron y se mantuvieron en diferentes
capsulas de vidrio. Diariamente, se recogieron las posturas de una semana y se almacenaron en un
recipiente limpio hasta completar un (n) de 20 individuos por grupo. Los huevos eclosionados y sus
opérculos se lavaron cinco veces con agua 18 Q, posteriormente se pasaron por alcohol absoluto y se
lavaron con abundante agua, se secaron a 28°C por dos horas y se almacenaron en capsulas de vidrio
a temperatura ambiente. Un grupo de huevos (n = 10) no eclosionados de 24 a 48 horas de puestos,
también se utilizaron en el estudio morfologico. Los huevos embrionados se lavaron con abundante

agua y se secaron a temperatura ambiente.

4.4.2.1 Mediciones de los huevos

La longitud y el ancho de los huevos embrionados, ademas el diametro de los opérculos fueron
medidos en aumento 50X, todas las observaciones y mediciones fueron realizadas en un
microscopio-estereoscopico marca Wild Heerbrugg. Hembras jovenes fecundadas y alimentadas se
sefeccionaron y se mantuvieron en diferentes capsulas de vidrio. Diariamente, se recogieron las
posturas de una semana, se almacenaron en un recipiente limpio hasta completar un (n) de 20
individuos por grupo. Los huevos eclosionados y sus opérculos se lavaron cinco veces con agua
180, posteriormente se pasaron por alcohol absoluto y se lavaron con abundante agua, se secaron a
28°C por dos horas y se almacenaron en capsulas de vidrio a temperatura ambiente. Un grupo de
huevos (n = 10) no eclosionados de 24 a 48 horas de puestos, también se utilizaron en el estudio
morfologico. Los huevos embrionados se lavaron con abundante agua y se secaron a temperatura

ambiente.

4.4.2.2 Morfologia de los huevos por microscopia electronica de barrido (MEB)

Por esta técnica se analizaron los huevos embrionados y eclosionados con sus respectivos opérculos
libres. Estos fueron inmovilizados con cinta doble faz sobre un soporte metalico, posteriormente
metalizados con oro durante 100 segundos en un cobertor idnico SPI-MODULE™ operado a 10
mA. Las micrografias se tomaron con un microscopio electronico Hitachi S-2500 operado a 20 Kv.
Se exploro el disefio poligonal en el exocorio del opérculo y en la region cefalica, media y caudal

del cuerpo del huevo, a diferentes aumentos, siguiendo la metodologia de Gonzilez et al. (2009).
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Dado que en la region media y caudal del huevo, el arreglo poligonal no fue evidente por MEB, atin
cuando perceptible por MO. Se trataron los huevos de B. ferroae y B. corredori por 1, 3, 4 y 24
horas a 37°C con un bufter de lisis, que contenia Tris-HCL 10mM pH 8,0, EDTA 500mM pH 8.0,
N-lauril-sarcosina 1% y Img/ml de Proteinasa K. Como no fue posible eliminar con el tratamiento
la capa y mejorar la observacion del arreglo poligonal, el andlisis se restringié al disefio que
presentaba el opérculo. Para esto, se tomaron diez micrografias del opérculo por especie en 2000X
correspondiente a una superficie de 20.000 pm‘7 ubicada en el borde externo de esta estructura. La

descripcion morfoldgica general de los huevos siguio la nomenclatura propuesta por Barata (1998).

4.4.3 Procedimiento para la obtencion de secuencias de ADN del citocromo b

4.4.3.1 Extraccion ADN

Todo el material bioldgico (insectos) fue preservado en alcohol absoluto. Antes de iniciar el
procedimiento cada espécimen se secod con una toalla de papel, y dos de sus patas se removieron con
pinzas y se introdujeron en un vial Eppendorf de 1 ml. Posteriorment,e fueron criofracturadas con
nitrogeno liquido y con ayuda de un macerador manual. Para la extraccion del ADN se utilizo el

protocolo para tejidos del kit Genomic ADN Extraction de Real Genomics®.

4.4.3.2 Amplificacion ADN por reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR se realizd en un volumen final de reaccion de SO pl que contenia (1,25 unidades) de taq
polimerasa, 5 ul ANTPS (100 mM Tris HCI, pH 8,3, 500 mM KCIl)), 6 ul MgCI2 (50 mM), 2 ul de
cada primer (10 pM) y 3ul de ADN. La pareja de primers utilizada disehada por Monteiro et al.
(2000) fue Cob 32F GGA CGW GGW ATT TAT TAT GGA TC y Cob-82R ATT ACT CCT CCT
AGY TTATTA GGA ATT.

El protocolo seguido para la reaccion fue el siguiente: Desnaturalizacion a 96°C por 5 minutos; 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, anillamiento a 48°C por 30 segundos, y extension a 72°C por 45
segundos, seguido por 72°C de extension por 10 minutos y a 4°C indefinidamente.

Para la visualizacion de los productos amplificados se utilizaron geles del agarosa al 1% (Ultrapure

Invitrogen) en Buffer TBE 0,5X. El sembrado de las muestras se realizd con el buffer de carga 10x
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Blue Juice Invitrogen, diluido 1:1 en agua ultra pura 'y S pul de ADN amplificado. Para la coloracion
de los geles se utilizd una solucion de GelRed ® que contenia (20 ml NaCl 1M, 90 ml de agua

destilada y 30 pl de GelRed®). El tiempo de coloracion oscild entre 10y 15 minutos (Fig 25).

500ph

M Ct+ Bft Bf2 C- Bf3 Bf4 BfS Bf6 Bf7 Bfg8 Bf9 Bf10Bf11 Bf12 Bf13 Bf 14 Bhl Bh2 Bh3 Bcl Bc2 Bc3

Figura 25. Fotografia de gel de agarosa mostrando la amplificacion de un fragmento de 537 pb del
citocromo b. M == marcador molecular, Ct! = control positivo R. prolixus, C- = control negativo,
Bf3-Bfl4 - muestras de B. ferroae, Bh1-Bh3 = muestras de B. herreri, Bel-Be3 muestras de B.

corredori,

4.4.3.3 Purificacion del ADN

Para la purificacion de los productos amplificados, se sigui6 el protocolo del kit Hiyield™ Gel/PCR
ADN  Extraction de Real Genomics ®. El sobrenadante se almacend a -20°C hasta su

secuenciamiento.

4.4.3.4 Secuenciamiento de ADN
Los productos amplificados y purificados se examinaron por un secuenciador ABI Prism Dye
Terminator. Los oligonucledtidos utilizados fueron los mismos que se usaron para la reaccion de

amplificacion.
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4.5 Anidlisis estadistico

4.5.1 Andlisis morfologico de la antena

Se calcul6 el promedio y la desviacidn estandar del nimero de sensilia por tipo, en cada segmento.
Con estas variables se realizé una comparacion entre las de ninfas y los adultos de las tres especies.
Se utilizd la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y un test de multiples comparaciones. El

analisis se ejecuto en el programa Statistica 7.

Para analizar la similaridad del fenotipo antenal, a través de los diferentes estadios del ciclo de vida
para cada especie, se realizd un analisis por Componentes Principales (CP), donde se utilizaron las
variables del pedicelo (P) y el flagelo 2 (F2) de la antena (PBR, PTPF, F2BR, F2TPF, F2TPG,
F2BA). El analisis de CP fue ejecutado en el software PAST.

Un analisis discriminante (AD) fue usado para verificar la utilidad del fenotipo antenal en la
separacion de las tres especies bajo estudio. En las hembras las variables que se seleccionaron para
el AD fueron (PTPF, FITPF, FITPG y F2TPG) y en los machos (PTPF, FITPF, FITPG, F2TPF).
Para la seleccion de las variables se tuvo en cuenta, a aquellas que mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el analisis univariado. El software utilizado para el AD fue el
PADwin version 65 (http://www.mpl.ird.fr/morphometrics) es un software que ejecuta analisis
discriminantes 'y que estima la significancia estadistica (valor de Wilks y las distancias de
Mahalanobis) en una via no paramétrica, por permutacion. El nimero de permutaciones usadas

fueron 1000 y el estadistico de significancia después de la correccion de Bonferroni fue 72 < 0,0/67

4.5.2 Analisis del arreglo poligonal del opérculo del huevo

Se caleuld el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de cada tipo de poligono
presente en los opérculos de las tres especies bajo estudio. Se explord la normalidad y la
homocedasticidad de estas variables usando las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene,
respectivamente. Variables con distribucion normal y varianzas homogéneas se analizaron usando
ANOVA de una via y el test de Tukey de multiples comparaciones. Se utilizd el software SPSS

version 14 y el PAST version 1.97.



Se utilizd un Analisis Discriminante (AD) para verificar la utilidad del arreglo poligonal del
opérculo en la separacion de las tres especies. Las variables incluidas en el analisis fueron: nimero
de celdas pentagonales, hexagonales y heptagonales. El software utilizado para el AD fue el mismo

que se utilizo en el andlisis estadistico del fenotipo antenal.

4.5.3 Analisis de las secuencias de citocromo b

Para cada espécimen se establecid una secuencia consenso a partir de los cromatogramas obtenidos
por las secuencias anversa y reversa. Cuando fue necesaria alguna edicion ésta se ejecutd con el
programa SeqMan 11 (DNASTAR Inc., Madison, WI). Las secuencias obtenidas para las tres

especies se alinearon con el algoritmo CLUSTALW?2 en linea (htp://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/) y

las filogenias fueron reconstruidas a través del algoritmo de distancias Neighbour-joining, ejecutado
bajo el modelo Kimura 2- parametros (KP-2) y con maxima verosimilitud bajo el modelo (Tamura 3
parametros) usando el programa MEGA 5.0 (Tamura et al. 2011). En ambos métodos se ejecutaron
1000 bootstrap para estimar los valores de soporte de las ramas (Felsenstein 1985). La divergencia
genética se calculd bajo el modelo de Kimura 2 parametros y 1000 bootstrap. Este analisis siguio la
metodologia utilizada para el estudio del estatus taxonomico de algunas especies de Triatominae de
los géneros Panstrongylus, Rhodnius, Mepraia y Triatoma (Montetro et al. 2000, Monteiro et al.

2004, Fitzpatrick et al. 2008, Calleros et al. 2010).

5 Resultados

5.1 Antenas

5.1.1 Caracteristicas generales de Ia antena

En promedio, la longitud total de la antena en milimetros fue de 2,23 ($)y 2.21 (&) en la especie B.
herreri, en B. corredori 2,29 (2)y 2,3 (&), y por tltimo en B. ferroae 2,69 () y 2,62 (4). En los
estadios ninfales, la longitud total promedio de la antena en milimetros para B. herreri, B. corredori
y B. ferroae fue: (0,82-0,82-0,9) en ninfas 1; (0,92-0,97-1,12) en ninfas 2; (1,17-1,25-1,36) en
ninfas 3; (1,6-1,5-1,8) en ninfas 4 y (1,90-2,0-2,47) en ninfas 5, respectivamente. En general, las
hembras presentaron antenas mas largas que los machos; y a medida que avanzo el estadio ninfal se

registro un aumento gradual en la fongitud de la antena.
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5.1.2 Tipos morfolégicos de sensilia identificados por MEB

En el primer segmento de la antena, esto es en el escapo, tanto en las ninfas, como en los adultos de
ambos sexos se observaron dos mecanoreceptores: los Bristles I y la sensilia campaniforme (Figura
26 A).

En el segundo segmento (pedicelo) de las ninfas, se observaron mecanoreceptores del tipo bristles
(1) y una tricobotria distal. En este mismo segmento, en las hembras y los machos de B. ferroae, B.
herreri y B. corredori se observaron cuatro tipos de sensilia, que incluyeron tres mecanoreceptores:
los Bristles I, los Bristles I, y las tricobotrias (4 por antena) y un tipo de quimiorreceptor: el
tricoide de pared fina (TPF) (Figura 26 A y B). En este segmento, la presencia de una estructura
sensorial denominada érgano caverna, comun en algunas subfamilias de Reduviidae en las que se
incluye a Triatominae, también se observd, en las tres especies de Belminus. Consideramos
importante profundizar en la descripcion de este organo en las especies del género, la cual podra
encontrarse en la publicacidon que se anexa, y que lleva como titulo: “Description of the cave organ
in three species of the genus Belminus (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) by optical and
scanning electron microscop. Mem Inst Oswaldo Cruz, 106: 769-772, 20117

En el tercer segmento de la antena (Flagelo I), de los estadios ninfales, solo se observaron Bristles
del tipo I, pero los sensilia tricoides (TPF, TPG) y los basiconicos no se encuentran presentes en
estas etapas pre-reproductivas (Figura 27 A y B). En contraste, en este segmento de los adultos los
TPF y TPG abundan (Figura 26 D). En el cuarto segmento (Flagelo II) en las ninfas (Figura 27 C y
D) y en los adultos de ambos sexos (Figura 26 E y F) se observaron los siguientes receptores:
Bristles tipo I, ambos tricoides (TPF y TPG) y los basiconicos, ademas del sensilio campaniforme.
En todas las uniones intersegmentales de la antenas de las ninfas y los adultos se observan

propioceptores (T) (Figura 26 A).
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Figura 26. Fenotipo Antenal de Be/minus spp. A. Escapo y regidn basal del pedicelo de un macho de B. herreri. B. Superficie lateral del
pedicelo de B. ferroae (hembra). C. Vista ventral del pedicelo de B. herreri (hembra). D. Flagelo I de B. herreri (hembra) Vista Ventral. E.
Flagelo Il de B. herreri ventral (hembra). Flagelo 11 de B. corredori (macho) en vista ventral. Bristles 1 y HI (Brl y Brlll), Sensilio

campaniforme (Sc), Pelo afilado (T), Tricobotria (Tr). Tricoide pared fina (TPF), Tricoide de pared gruesa (TPG) y Basicénica (BA).
128



Figura 27. Fenotipo Antenal de ninfas de V estadio. Flagelo I. A. B. herreri, B. B. corredori.

(Bristle T), TPF (Tricoide de pared fina), TPG (Tricoide de pared gruesa) y BA (Basiconica).

Flagelo 1. C. B. herreri, D. B. corredori. Br

o}



5.1.3 Fenotipo antenal
En la tabla 18 se muestra el nimero promedio de sensilia por segmento en cada estadio ninfal de las
tres especies. En general, los PBR son los sensilia que aumentan gradual y notoriamente en numero,

a medida que avanza el desarrollo ninfal. Los TPG fueron los sensilia mas abundantes en la antena.

La tabla 19 muestra ¢l nimero promedio de sensilia en cada segmento antenal de acuerdo al sexo, en
adultos de las tres especies estudiadas. En los analisis univariados, los PTPF (Tricoides de pared fina
en el pedicelo) en todas las especies exhibieron dimorfismo sexual, siendo estos receptores mas
abundantes en los machos que en las hembras, B. herreri (p = 0,001), B. corredori (p = 0,0008) y B.
ferroae (p = 0,00004). Ademas, en B. corredori diferencias significativas entre machos y hembras
también se detectaron en los F2TPF (p = 0,001), y en la especie B. ferroae en los receptores FITPF

(» = 0,0007) y los F2TPF (p = 0,0006).
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Tabla 18. Promedio (m) y desviacién estandar (DS) del ntimero de sensilia por segmento y tipo de receptor. Valores con letras

diferentes (a, b, ¢) en cada estadio ninfal, indican que existen diferencias significativas entre las especies (p < 0,0167).

Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2 # Total sensilla (3
Estadio Especie BR BR BR TPF TPG BA segmentos)
m DS m DS m DS DS m DS m DS m DS
Bh 9° 1.6 8* 2.0 6° 17 3° 1,0 27° 5,1 g° 1,2 51 5,89
N1 Bc 8 0,0 52 0,5 5° 10 4° 1,2 30° 4.4 7° 1,2 53 3,76
Bf 82 o, 5,75° 17 7° 1,8 43° 1,3 30° 3,0 7.67° 16 54 4,39
Bh 11° 2.1 g® 18 6’ 14 42 0,8 232 55 7° 1,5 51 7.04
N2 Bc 8,8 g, 52 0.0 6,17° 1.3 3,5° 1,6 28.8° 4 7,83° 2.8 51 83
Bf 8,25° 0.3 5,33° 05 7° 1,2 4 5% 1,0 317 A 73° 1.4 58 3,77
Bh 13°? 1,8 78 1.4 7° 1,5 42 13 32° 56 8® 0 54 7,04
N3 Bc 10,57° 1.0 5,14° 0,4 5,86° 0,7 3.86° 1.1 27,3° 486 7,14° 5 55 495
Bf 1189 07 5,6%¢ 0,5 7.5° 18 5.5° 1.2 337 4.2 75° 0 55 567
Bh 21° 3 7° 2.0 7’ 1,4 432 1,3 38° 5,1 112 3,5 78 10,21
N4 Bc 11,8° 8 52° 1,0 8,2° 0,8 3,47 1.8 35,4° 1.6 9,4° 16 56 2,58
Bf 1533*" 12 5,837 0.4 8° 0,32 7.5° 1,0 40° 4.5 h 2, 77 5,89
Bh 212 49 88 2.8 7° 1,1 52 2,0 32° 4,7 82 2.3 72 8,89
N5 Bc 1783% 1,0 5,17° 0.4 6,33° 0,8 8,5 1,8 35,6%° 7.0 11,12° 1,2 78 5,84
Bf 19,7° 10 6,1° 0.5 52 0,8 7.8° 2,0 44° 5,5 g? 3.8 86 10,35

Bristles (BR), Tricoide de pared fina (TPF), Tricoide de Pared gruesa (TPG), Basiconica (BA). Bh (B. herreri), Be (B. corredori), Bf (B

Jerroae). N1, ninfa de primer estadio; N2, ninfa de segundo estadio I[; N3, ninfa de tercer estadio: N4, ninfa de cuarto estadio: N5, ninfa de

quinto estadio.
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Tabla 19.Promedio (m) y desviacién estindar (DE) del nimero de sensilia por segmento y tipec de receptor en la antena de los machosy

las hembras de B. herreri, B. corredori y B. ferroae.

B.herreri B.corredori B.ferroae
Segmento Sensilla macho hembra macho hembra macho hembra
m DE m DE macho DE m DE m DE m DE
BR 23713 180 27,25°F 386 19.4° 151 20,86° 204 26,17° 0,94 28,2 259
Pedicelo
TPF 19.67%* 341 475 096 6.8°* 155  0,14% 037 2083™* 402 507°  o77
BR 729° 111 575 096 51° 0,57 529 0g5 7.5° 1.07 8,71 153
Flagelo1 TPF 6,71 189  95%° 1,73 4.8° 1,14 457% 113 12,83 235 10,83° 1,91
TPG 16.43% 282 2375 772 30.7*Y 333 3129°F 243 3817° 498 37,43° 504
BA 443% 2388 4.75° 1,26 512 088 443° 113  4,83° 1,57 4.86% 173
BR 3 1.41 6° 1,83 6,11° 083 586° 121 8° 1,37 7.07° 1758
TPF 12,578 230 13,75%° 585 8,89 1,47 6,43° 427 13,677 1.63 10,33%° 213
Flagelo 2
TFG 337 6.35 38° 6,78 48,8%° 513 49,71% 389 - 52177 3,89 51,47° 524
BA 7,43% 282 6,57 0.58 11,56° 3,47  11,43°% 224  983° 2,21 132 273
Total 89 7.58 99 7.58 99,55 783 9442 4389 112,00 7.98 128,00 8§32

Bristles (BR), Tricoide de pared fina (TPF), Tricoide de Pared gruesa (TPG), Basiconica (BA). Valores con letras diferentes o que no comparte
ninguna letra (a, b, ¢) entre los machos y entre las hembras de las tres especies, indican diferencias significativas (p < 0,0167). (*} Indica

diferencias significativas entre ambos sexos de cada especie (p <0,01).
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En el analisis multivariado de componentes principales, el porcentaje de la varianza explicada por
los componentes 1y 2 fue del 82% en B. herreri. 91% en B. corredori, y del 92% para B. ferroae.
En B. herreri las variables que presentaron los mayores pesos en el componente | fueron (PBR,
PTF) y para el 2 (F2TPF, PTPF), en B. corredori (FITPF, PBR) y (PTPF, F2TPF), y en B. ferroae
(PTF) y (F2TPG, PBR) respectivamente. En general, se observa que el componente | separa las
diferentes etapas del desarrollo y el componente dos las hembras de los machos.Esto permite
observar la modificacion gradual que presenta el fenotipo antenal durante el desarrollo y el

dimorfismo sexual en todas las especies estudiadas (Figura 28 A, By C).

El analisis discriminante de las variables del fenotipo antenal en las hembras clasifico correctamente
el 100% de los individuos a su propia especie, y en una segunda reclasificacion 100% fueron
correctamente asignados a la especie B. corredori en un 92% y a B. ferroae y B. herreri en un
100%. Las dos funciones discriminantes obtenidas contribuyeron al 100% de la varianza observada
(74% primera y 26% segunda). En los machos el analisis discriminante clasificd correctamente el
100% de los individuos a su propia especie tanto en la primera como en la segunda reclasificacion.
Las dos funciones discriminantes obtenidas contribuyeron al 100% de la varianza observada (57% la
primera y 43% segunda). Todas las distancias de Mahalanobis obtenidas en el AD  fueron

estadisticamente significativas, tanto en hembras como en machos (Tabla 20 v Figura 29).
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Figura 28. Analisis de componentes principales (ACP). Cada punto representa un espécimen sobre
los ejes canonicos 1y 2. Los poligonos encierran los especimenes de cada etapa del desarrollo las
ninfas y los adultos. B. corredori (A), B. herreri (B), B. ferroae (C). N1, ninfa I; N2, ninfa 11; N3,
ninfa 111; N4, ninfa IV; N5, ninfa V. Hembra (H), Macho (M).
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Tabla 20. Distancias de Mahalanobis entre especies (por sexo) después de ejecutar el analisis
discriminante. Todas las distancias entre las especies fueron significativas (p < 0,001), después

de la correccion de Bonferroni.

Distancias de Mahalanobis

Especies
hembras machos
B.corredori - B.ferroae 6,27 6,41
B.corredori - B herreri 7,68 6,42
B.ferroae - B.herreri 4 38 7,04
. Q% A B
L 3 * ]
v * * ii “ 0 "
. .‘/ ’(:.\ ; ¥ A

Figura 29. Analisis discriminante ejecutado con cuatro variables de la antena en adultos hembras

(A) y en machos (B) de B. corredori, B. herreri'y B. ferroae.
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5.4 Huevos

5.4.2 Aspectos macroscopicos

5.4.2.1 Color, forma y tamaio

Los huevos de las especies de Belminus estudiadas, son puestos por la hembra de manera individual
y sin adherirlos al sustrato. Los huevos recién puestos son de color blanquecino que al avanzar en el
desarrollo embrionario, pasa por crema claro a un rojo brillante. Cuando eclosionado ¢l corion es
blanco, transparente y brillante (Figura 30). Tienen forma ovalada y presentan una region caudal
redondeada, hendidura lateral no prominente y un opérculo simple convexo y verdadero (Figura 31:
lamina 1 (1)). No se observa collar ni cuello, sino una continuidad entre el borde corial y el resto del
cuerpo del huevo. La longitud promedio del huevo entre las especies varié de 1,03 - 1,17 mm y el

ancho entre 0,72 mm - 0,80 mm. (Tabla 21).

Figura 30. Huevos de Belminus sp. (A) recién puestos --24 horas, (B) Huevos de color rojo +14 dias

de puestos, (C) Huevos eclosionados.
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Tabla 21. Promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion el tamano de los huevos
medidos en milimetros y niimero de aeropilos y micropilos en las especies B. corredori, B.

herreri 'y B. ferroae.

Huevo completo Opérculo
Especies # Aeropilos # Micropilos
Largo Ancho diametro
B. corredori 1,06 +0,04 0,77 +0,03  0,72+0,02 40417 69 10,752 5
3,86 466 0,01 4423 799
B. herreri 1,03+0,03 0,72+£0,02  0,71£0,03 42+16,32 6,00+£2,3
328 3,19 7,79 38,85 38,33
B. ferroae 1,17+0,07 0,80+0,03  0,76+0,03 32,5+21,32 7,33x5,86
6,34 3,16 5,91 65,68 23,25

5.4.3 Aspectos microscopicos

5.4.3.1 Opérculo

Bs un disco simple, convexo, que en su superficie externa muestra un arreglo poligonal sin
proyecciones, tubérculos o perforaciones. En la especie B. corredori, la parte superior del opéreulo
es redondeada, y se observa levemente puntiaguda en B. ferroae y B. herreri Figura 31: lamina 1 (2-
4). Las celdas ubicadas en la base opercular presentan bordes elevados, que no se fusionan
completamente entre si, este tipo de celda poligonal es mas frecuente en el opérculo de B. ferroae
que en B. corredori. Las celdas superiores del opéreulo difieren de las anteriormente descritas por
presentar bordes fusionados, sin bordes elevados, con aspecto de baldosa y a medida que se avanza
hacia la parte apical del opérculo, los bordes se desvanecen, y hacen menos perceptible el arreglo
poligonal, por su aspecto liso, en B. corredori y B. herreri, mientras que €ste se mantiene en casi
toda extension del opéreulo en B. ferroae, y sélo empieza a disiparse en la region mas apical. Las
celdas poligonales presentes en las tres especies fueron de tipo tetragonal pentagonal, hexagonal,
heptagonal. En B. corredori se observaron celdas de bordes menos nitidos (Figura 31: lamina 1 (5-

7). El diametro del opérculo oscild entre 0,71 mm en B. herreri y 0,76 mm en B. ferroae (Tabla 21).
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5.4.3.2 Region cefilica

En las tres especies estudiadas, corresponde a la regidon inmediatamente por debajo del borde corial,
la cual presenta celdas lisas, algunas con aspecto redondeado, sin perforaciones y de bordes mas
prominentes que en el resto del huevo (Figura 31: lamina 1 (1); por otra parte, en la region del borde
corial que contacta al opérculo, se observan tres capas y unas proyecciones globulares (Figura 31:
lamina 1 (9) y (Figura 31: lamina 2 (12,15). Las aberturas de los micropilos se situaron en el borde
externo del borde corial, siempre asociadas a una o varias ranuras de longitud variable entre 38 y 68
um (Figura 31: lamina 1 (8) y (Figura 32: lamina 2 (10, 11, 13, 14, 15,16). Los aerdpilos se ubicaron
en el borde corial donde limita con el opérculo (Figura 31: lamina 1 (9) y (Figura 32: lamina 2 (10-
12, 13, 15,16). Se observd variacion tanto en el namero de aeropilos (5-57) como de micropilos (5-

[4). (Tabla 21). No se observé gotera espermatica.

El arreglo de las celdas poligonales en la region media y caudal del huevo observado por MO, no
fue evidente por MEB, las celdas en este caso se observaron cubiertas de una capa de cemento, la
cual no pudo ser removida ain después del tratamiento con proteinasa K. En las regiones donde el
tratamiento enzimdtico removio parte del cemento, se observaron perforaciones en las celdas

poligonales (Figura 32: lamina 2 (17,18)).
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Figura 31. Lamina 1. 1. Huevo completo de B. herreri mostrando las diferentes regiones: cefalica,
media, caudal y opérculo. 2. Opérculo de B. ferroae. 3. Opérculo de B. herreri. 4. Opéreulo de B.
corredori. 5. Borde externo del opérculo de B. ferroae, (a) Celdas de bordes levantados. 6. Borde
externo del opérculo de B. herreri, (a) Celdas de bordes levantados (b), Celdas en forma de baldosa.
7. Borde externo del opérculo de B. corredori, (a) Celdas de bordes levantados, (b) Celdas en forma
de baldosa, (¢) Celdas irregulares. 8. Ranuras asociadas a los micropilos en B. ferroae. 9. Detalle del
borde corial en huevo eclosionado (vista superior) en B. ferroae. Opérculo (Op), borde corial (Cb),

barra de sellado (Sb), aerdpilos (a), Ranuras (flecha) y proyecciones globulares (*).
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Figura 32. Lamina 2. 10. Detalle del margen superior del borde corial en vista lateral mostrando
aeropilos y micropilos en B. ferroae 11. Ranuras asociadas a los micrdpilos 1500X en B. corredori
12. Detalle del borde corial en huevo eclosionado (vista superior) en B. corredori 13. Detalle del
borde corial en vista lateral mostrando los micropilos y aerdpilos en B. corredori. 14. Ranuras
asociadas a los micropilos en huevo de B. herreri. 15. Detalle del borde corial en huevo eclosionado
(vista superior) en B. herreri. 16. D Detalle del margen superior del borde corial en vista lateral
mostrando aerdpilos y micropilos en B. herreri. 17. B. ferroae huevos tratados con proteinasa K (24
horas) mostrando poros (p) en la region cetilica. 18. B. ferroae huevos tratados con proteinasa K (24
horas) mostrando poros (p) en la regién media. Opérculo (Op), borde corial (Cb), barra de sellado

(Sb), aerdpilos (a), Ranuras (flecha) y proyecciones globulares (*).
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5.4.3.3 Descripcion y analisis del arreglo de las celdas poligonales en el borde del opérculo

En la Tabla 22 se muestra el nimero promedio de celdas poligonales que se observaron en las tres
especies y que correspondieron a tetragonos, pentagonos, hexagonos y heptagonos. Celdas de bordes
menos nitidos solo fueron observadas en B. corredori. El tipo de celda poligonal mas frecuente en

las tres especies fue la hexagonal.

La especie con el mayor promedio de celdas fue B. herreri, seguida de B. corredori y por ultimo B.
ferroae. Diferencias en el nimero total de celdas fue estadisticamente significativa entre B. herreriy
B. ferroae (p = 0,009). En cuanto al tipo de celda, los tetragonos (p = 0,590) y hexagonos (p =
0,281) no registraron diferencias significativas. Sin embargo diferencias significativas en el numero
de celdas pentagonales se observaron entre B. corredori - B. ferroae (p =+ 0,024) y B. corredori - B.
herreri (p = 0,005). También se encontraron diferencias en las celdas heptagonales en las especies

B. ferroae - B. herreri p = 0,003) y B. ferroae - B. corredori (p = 0,013).

El analisis discriminante de las variables del opérculo tanto en la primera como en la segunda
clasificacion asigno correctamente los especimenes pertenecientes a B. ferroae y B. corredori en un

80% y B. herreri en 70%.

Las dos funciones discriminantes contribuyeron al 100% de la varianza observada (62% primera y
38% segunda). Todas las distancias de Mahalanobis fueron estadisticamente significativas 5.
ferroae - B. herreri (1,79) p == 0,010; B. ferroae - B. corredori (2,16) p = 0,002 y B. herreri - B.
corredori (1,83) p = 0,008. (Figura 33).
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Tabla 22. Promedio y desviacion estandar del nimero de celdas poligonales presentes en el

borde del opérculo de las especies B. corredori, B. herreriy B. ferroae.

Tipo de celdas

Especie PN Total
tetragonales  pentagonales hexagonales heptagonales lados
-lrag S pentag 2 gonales heplag " irregulares
B. herreri 0,6+0,8 6,8+2,35 9,742 53 2,9+1,37 0 2047,06
B. corredori (,5+0,92 3,411 96 9,1+1 64 2,641 11 1,7+0,78 17,346,422
B. ferroae 0,9+0,8 6,2+1,94 842 45 140,77 0 16,145 99

Factor il

Factor |

Figura 33. El Andlisis discriminante ejecutado con tres variables del opérculo en B. herreri (1), B. ferroae

(2)y B. corredori (3). Factor 1: de -2.583 a 2.152. Factor Il: de 2.415 a 7.578.
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5.4.4 Resultados del andlisis lilogenético a través del citocromo b

Un total de ocho haplotipos del citocromo b fueron observados en 33 secuencias de 537 pares de

Jerroae) (Tabla 23). El alineamiento reveld 140 sitios variables (26%), con 21 substituciones no
sinonimas. La tasa de transiciones/trasnsversiones R fue de 3,2. La composicion nucleotidica fue
sesgada hacia AT, A = 33.28%, T = 33.28%, C == 16.72%, y G = 16.72%.

El analisis de las secuencias obtenidas para el citocromo b, generaron un arbol con tres clados
principales que presentaron la misma topologia por el método de neighbor-joining (99% valores de
bootstrap) (Figura 34) y el de maxima verosimilitud (100% - 99% valores de bootstrap) (Figura 35).
El grado de diferenciacion genética entre los tres clados, y expresado como el promedio general de
substituciones nucleotidicas entre pares de secuencias fue de 0,2638 - 0,0264 para B. ferroae - B.

herreri, 02511 + 0,0256 B. ferroae - B. corredori y 0,1534 + 0,0194 B. corredori - B. herreri.
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Tabla 23. Sitios variables para un fragmento de 537 pares de bases del gen de cifocromo b observados en ocho haplotipos encontrados

en 33 secuencias del género Belminus

SITICS VARIABLES

d 1 1 22222222222222222
Haplotips N Fenotigo Origen 1133323¢¢s424555¢85% 5 Taces 3833 !t 22332445555E¢5 5§
47C1365706187€828717333 C 47 5258357 336 8 B (7¢925547G3467¢5
2 3 B.comedor Ean Cil, Sanianoer TAAACACAGTCCECCATGTCTCGECACACGAACTTTTCCCTGTAAGACTATC AATTTCATCCTTGTCTA
o 20 B.ferrose  SC.8A Be N oz Soer G. TTATA AATCCET. 7C. CAAGAT . ATTTC. . A TT. AAGTACG. A, C~T . TCCCTCCTT. AL AAAC
c g B.ferrose  SA, N de Sder GG TTATA. L AATCCET. TC, CAAGAT . ATTTC A, TT, AAGTAC.A. CT7. . T.CCTCCTT. A. AAAC
o SA, N de Sde- CAGL TTATA. L AATCEET,. 72 CAAGA ATTTC., .A.T7. AAGTAC. A. CTTT. TCCCTCCTT. A. AAAC
e 3 San Va=h, Cesar C..G... 7TA. TAAT. . CCA AAAGA. T T.CCCTT.C T LT s, C. TTC.
f 831 Vazh Cesar ca. A. TAAT. . CCACTAAAG T T.CCCTT T.5.C - GG C T
g 3 =l Car~en, Savarosr C. ACTAAT. . CCGC. AAAGA. T T.CCCTT™C T.C7. G. 7 e Cc TTC. A
k : =ICar~en, Ssnaroer C & A."AAT. . CCAC. AAAG T T.CCCTT T.&.C B [exe C “TC
SITIOS VARIABLES
2222222222233333 333333 33333336444¢¢0404 c48L e at b
Haplotipc N Fenotipo Origen £67777838380¢C¢C 233¢¢2 §5585%389¢02¢C0001 333455856868
382457055538 ¢7¢8 21708658 59126555 3487C348732 368847087
a 3  B.oomedord San Gl Sananoer GC T AAATCGACTAT CTTACAACTTTTCCCEGATTAACCTCACTTATAT CACCCTCCTC
b 20 Bfemsse SCSA BehNoeSocer. . CTCTCTA. ACCC T. . CTCT A A. . CCC.TAATTT. CCC. . C. AAT
c B.fermae  SA, Nde Sde- CTCTCTACGAC TC.CTCTTA AA. .CCC.TAATTT. CCC. . C. AAT
d B.ferroge SA. N de Sder ..CTCTCTAAACCCTAATATC. CTCTTA. .. CA CCC.TAATTT. CCC. . C.AAT
e 3 B San Va~h, Cesar AT. G. . C.A. .. 7. . T.T... CCCCA. A C c. CGC CTTTCT.CT
f ’ =3 San Va~, Cesar A C. A T.... T, T.C. CCCCA. AL ... . C Tc CCC. TCGTTTCCTC
a 3 Z =ICar~en, Sarxaroer A. C.AL..T.. .. T, T.C CCCCA. AC C c. .. . GC ACGTTTCCTCT
h ’ 2 ={Car~en, Savaroer A . LA CT T. T.C. CCCCA. A C. ~ CCC. CTCTT7.C™C

numero de insectos. Localidades: SC = Santa Catalina, SA = San Alberto, BE = Belén, N de Sder = Norte de Santander.

Z.
Il
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Figura 34. Arbol filogenético (consenso) obtenido con 33 secuencias de citocromo b, usando el

método de Neighbor Joining y con el modelo Kimura 2 parametros como el estimador de distancias.

Los nimeros sobre los nodos representan el soporte estadistico con 1000 bootstraps.
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Figura 35 Arbol filogenético (consenso) obtenido con 33 secuencias de citocromo b, usando el

método de Maxima Verosimilitud y con el modelo Tamura 3 parametros como estimador de

distancias. Los nimeros sobre los nodos representan el soporte estadistico con 1000 bootstraps.
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6 Discusion

6.1 Antenas

Los tipos de sensilia y el patron de distribucion que se observaron en las antenas de las ninfas y los
adultos de las especies, B. corredori, B. ferroae y B. herreri son similares a los descritos por Catala
& Schofield (1994), para otras especies de Triatominae que presentan un reconocido

comportamiento hematofago.

La presencia de quimioreceptores sobre ¢l pedicelo es comin en los adultos de las especies del
género Triatoma, Psammolestes, Cavernicola 'y Panstrongylus. El género Belminus presenta un soélo
tipo de quimiorreceptor en este segmento, el tricoide de pared fina (TPF) similar a 7. infestans. En
otras especies como 7. sordida, T. guasavana, P. megistus, T. dimidiata, y T. pseudomaculala,
presentan ademds el Tricoide de pared gruesa (TPG) y los basiconicos (BA) (Catala et al. 1997,
Catala et al. 2005, Villela et al. 2005, Arroyo et al. 2007, Carbajal de la Fuente et al. 2008). Esta
mayor complejidad en el arreglo del patrdn de sensilia sobre el pedicelo, es considerado por Catala
(1997) como reflejo de una mayor amplitud en el rango de habitats a explotar. En este sentido, el
fenotipo antenal mostrado por las especies de Belminus, podria indicar un margen estrecho de

habitats a ocupar.

Por otra parte, la relacion entre el morfotipo alar y el namero de tricoides multiporosos (TPF) en el
pedicelo de las especies de Belminus fue similar a la observada en los triatominos del género
Mepraia por Moreno et al. (20006). B. ferroae y B. herreri son insectos macropteros y sus machos
presentan un significativo nimero de TPF cuando comparado con B. corredori, la Gnica especie
braquiptera del género (Tabla 19). Este reducido namero de sensilia y la condicion braquiptera
puede sugerir una baja capacidad dispersiva para la especie B. corredori probablemente asociada a
una gran persistencia en un determinado habitat, como observado en diversos grupos de insectos
con polimorfismo alar y en ambas especies del género Mepraia (Zera & Denno 1997, Moreno et al.

2006).

La presencia de dimorfismo sexual en la antena, es frecuente en la mayoria de las especies de
Triatominae; la excepcion es la tribu Rhodniini, cuyos miembros ocasionalmente muestran esta
caracteristica (Catala & Schofield 1994, Catala, 1997). En este estudio, un mayor nimero de TPF

fue observado en el pedicelo de los machos cuando comparados con las hembras de todas las
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especies de Belminus examinadas, lo cual apoya la idea de que este receptor multiporoso (TPF)

podria estar relacionado con la recepcidn de feromonas sexuales (Catala 1997, Moreno et al. 2006).

6.1.1 Cambios en el fenotipo antenal durante el desarrollo

En ninfas y adultos es comiin observar la presencia de mecanoreceptores en todos los segmentos de
la antena. Sin embargo, una distribucion muy distinta presentan los quimioreceptores en los estadios
pre-reproductivos (ninfas), limitados exclusivamente al segundo flagelo de la antena. Es sélo en el
estado adulto, que el pedicelo y el primer segmento del flagelo despliegan los quimioreceptores.
Estas diferencias entre las nintas y los adultos fueron observadas por primera vez por Bernard
(1974) en T. infestans, y llamé la atencion por la ausencia de quimioreceptores sobre el primer
segmento flagelar en la ninfas y un aumento en el namero de tricobotrias en los adultos (Catala
1997). En los insectos la tendencia general es a incrementar el numero de receptores,
particularmente los quimioreceptores. Al respecto, Chapman (1982) sugiere que estos cambios
podrian reflejar requerimientos adicionales en los adultos relacionados a la reproduccion y a la
dispersion activa mediante el vuelo. En hemipteros de la familia Pentatomidae, el dimorfismo sexual
en las sensilia de la antena fue evidente, asi como diferencias en el patréon de sensilia durante la

transicion de ninfa a adulto (Silva et al. 2010).

En el flagelo II de la antena, las ninfas y los adultos tienen ambos tipos de receptores
(quimioreceptores y mecanoreceptores), asi que este segmento podria estar relacionado a las

funciones basicas del insecto, como la blisqueda de alimento y refugio (Catala, 1997).

Durante el periodo de transicion de ninfa de quinto estadio a adulto en Triatominae, el nimero de
quimioreceptores incrementa notablemente. Catala (1997) refiere una correlacion positiva entre la
densidad de las sensilia y el nimero de habitats explorados para 22 especies de Triatominae. En 7.
sordida los quimioreceptores aumentan de 6,24 y en 1. infestans 1,95 veces. La primera especie
presenta una gran capacidad para la dispersion activa y la colonizacion de nuevos habitats, mientras
la segunda estd mas relacionada a ambientes domiciliares y peridomicilares. 7. sordida ha sido
considerada como una de las especies mas generalistas, en cuanto al habitat y tiende a presentar
mayor variabilidad poblacional cuando comparada con otras especies. Aunque en algunos insectos
el numero de receptores esta directamente relacionado con el tamafio de la antena (Chapman 1982),
este no parece ser el caso, ya que 1. sordida presenta antenas cortas, pero muestra una mayor
densidad en quimioreceptores que otras especies de Triatominae que la superan en tamafio (Catala et
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al. 2000). Los resultados de este trabajo indican un incremento de 2,27 veces en B. ferroae, 2,21
veces en B. herreri 'y 2,04 veces en B. corredori, lo cual podria sugeric una baja capacidad para la

dispersion en las especies de este género.

Con relacion al estatus especifico, fue posible a partir del fenotipo antenal de los adultos diferenciar
claramente las tres especies de Belminus bajo estudio. Resultados, que apoyan la designacion
especifica de estos taxones. Asi mismo el estudio permitio corroborar, una vez mas la resolucion que
se puede alcanzar a través del analisis de éste Organo en los Triatominae y su utilidad como
herramienta taxonomica, ampliamente demostrada (Catald & Schofield 1994, Gracco & Catala

2000, Moreno et al. 2000, Carbajal de la Fuente et al. 2008).

6.2 Huevos

Numerosos trabajos han abordado el estudio morfoldgico de los huevos a partir de la arquitectura
del exocorio, al describir y definir caracteres de valor taxonomico para las especies y los géneros de
la subfamilia Triatominae. Sin embargo, poco se conoce de estos aspectos en al menos cinco
géneros de la subfamilia: Bolbodera, Belminus, Parabelminus, Hermanlentia, Paratriatoma (Barata
1998). Hasta el momento, para especies de Belminus, solo se cuenta con el reporte de caracteristicas
macroscopicas y un acercamiento al arreglo poligonal por microscopia optica (Lizaraso 1957). Con
el cual se coincide en la descripcion macroscopica y la observacion del arreglo poligonal, restringido
a la region cefalica y al opérculo del huevo para las cuatro especies (B. corredori, B. ferroae, B.
herreri y B. peruvianus). El presente trabajo se constituye como el primer estudio detallado de los

aspectos microscopicos del huevo en las especies del género Belminus.

La morfologia de los huevos de las tres especies estudiadas, B. corredori, B. herreri 'y B. ferroae,
ditiere notablemente de la descrita para otros Bolboderini como Microtriatoma borbai y de las
especies de las tribus Cavernicolini y Rhodniini, porque no presenta un cuello evidente, que se
destaque del resto del cuerpo y la hembra no los adhiere al sustrato, de esta manera, son similares a
la mayoria de las especies de la tribu Triatomini. Su pequefio tamafio, la forma elipsoide, la
presencia de un arreglo poligonal evidente por MEB sélo en el opéreulo y en la region cefélica del

cuerpo del huevo, son caracteristicas que comparte con los huevos de la tribu Alberproseniini,
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especificamente Alberprosenia malheroi, exceptuando el disefio de las celdas y la adhesion al

sustrato (Costa et al.1991, Barata 1998).

De manera similar que en los huevos de Belminus, en especies de Miridae, se observa un claro
arreglo poligonal, restringido a la region cefalica del huevo; que durante su formacion en el proceso
de coriogénesis una poblacion especifica de células foliculares parece ser la responsable (Ma et al.
2002). En especies de la subfamilia Ectrichodiinae como H. nigroviolaceus, G. nigripennis y E.
pilicornis, el desvanecimiento del arreglo poligonal a partir de la region cefalica hacia la parte media
y caudal del huevo, se presume sea producto de la deposicion de una secrecion de las glandulas

accesorias de la hembras, que ayuda en la adhesion de los huevos al sustrato en estas especies

(Haridass 1986).

En R. prolixus se ha descrito de manera similar, que una capa de cemento de naturaleza proteica es
depositada por la hembra en el momento de la oviposicion, para su adhesion al substrato (Beament
1948). En los huevos de las tres especies de Belminus estudiadas, la remocion completa de la capa
que cubre ¢l corion con el uso de la proteinasa K no fue posible, sin embargo, en los sectores donde
actuo la enzima detectamos que la capa sella unas perforaciones que hacen parte de la arquitectura
corionica. Dado que los huevos de los Belminus son puestos libremente, ésta capa de cemento
probablemente no cumple la funcion de adhesion al sustrato, sino la de conferir resistencia

mecanica, defensa contra los patogenos y/o proteccion a la desecacion.

En la subfamilia Triatominae, existe variacion en el diseno del borde corial. Sin embargo, las
estructuras externas asociadas, que tienen como funcién el intercambio gaseoso, los aeropilos (Tuft
1950, Southwood 1956) y la entrada de los espermatozoides para el proceso de fertilizacion, los
micropilos (Beament 1947) presentan un patron caracteristico. En el género Belminus la posicion
relativa del sistema aeromicropilar resultd ser similar en las tres especies estudiadas, con los
aeropilos mds pequeios y ntmerosos, v siempre ubicados en un nivel mas elevado que los
micropilos, patron que se correspondid con el presentado por especies como 7. rubrofusciata, L.
costalis 'y L. confumus. Con relacion al nimero de aerdpilos este fue de 92-177 en los géneros
Triatoma y Linshcosteus respectivamente (Haridass 1986), en Rhodnius 200 (Beament 1947) y en

las especies de Belminus se registra un nimero de 5-57 por huevo.
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Diferencias en cuanto a la posicion de los aeropilos en las especies de Belminus son notables en
relacion con las especies del género Rhodnius y Triatoma, en estos Gltimos generalmente los
aeropilos se ubican en la regién lateral del borde corial (Barata 1981, Rosa et al. 2000) y en

Belminus entre la regidn superior del borde corial y muy cerca del borde del opérculo.

En cuanto a la presencia de ranuras asociadas a los micropilos, parece ser un caracter Unico para el
género Belminus, por cuanto no esta reportado en ninguno de los diez géneros de la subfamilia, en
los cuales han sido estudiados sus huevos (Barata 1998; Haridass 1986). Otro caracter notable es la
ausencia de una gotera espermatica externa como la descrita en Rhodnius por Barata (1981) y en 1.
circummaculata, T. rubrovaria 1. matogrossensis 'y 1. sherlocki (Rosa et al. 2000, Obara et al.
2007%. En cuanto al nimero de micropilos en las tres especies de Belminus estudiadas resulto
variable de 5 a 14, similar a lo reportado en Rhodnius (15), Triatoma (12-16) y Linshcosteus (9-16)

(Haridass 1986, Tuft 1950).

De otra parte, un acercamiento cuantitativo al arreglo de las celdas poligonales en el cuerpo del
huevo en especies y géneros de la subfamilia Triatominae, fue explorado por primera vez por
Gonzalez et al. (2009) y se logro discriminar entre los géneros Meccus 'y Triatoma. En las especies
del género Belminus, no fue posible analizar el arreglo poligonal del cuerpo del huevo con esa
metodologia. Sin embargo, como previamente Silva et al. (2005) demostraron la utilidad de las
caracteristicas macroscopicas del opérculo para separar 7. vandae de 1. williami, se optod por
analizar el nitido arreglo poligonal que brindo el opérculo de las especies de Belminus, 1o que resultd
ser un caracter que permitio separar a B. herreri, B. corredori y B. ferroae de manera confiable y
abrio la posibilidad para el uso de esta estructura y/o del arreglo poligonal en el resto del cuerpo del
huevo, en especies, donde la regularidad de las celdas poligonales y su arquitectura lo permitan. Por
lo tanto, la cuantificacion de las celdas poligonales en la superficie del huevo se propone como

herramienta taxondmica en la subfamilia Triatominae.

lLas distancias de Mahalanobis obtenidas en el analisis discriminante de las variables del opérculo,
fueron menores entre la especie B. ferroae y B. herreri (1,79 ) y mayores entre esta dos especies y B.
corredori (2,16 y 1,83), resultados que se corresponden con los obtenidos en el fenotipo antenal
(PTPF) y con la similaridad descrita entre las dos primeras especies, con referencia a su tegumento
oscuro, su fenotipo alar (macrdpteras) y que estas habitan en altitudes menores y ambientes
hiimedos, mientras que B. corredori presenta un tegumento claro, es braquiptera y habita en
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altitudes mayores y ambientes mas secos (Sandoval et al. 2004, Galvdo & Angulo 2006, Sandoval et
al. 2010).

6.3 Analisis de secuencias del citocromo b

El analisis de las secuencias de citocromo b indico que los 33 especimenes examinados pueden ser
divididos en tres clados separados, y estos se corresponden con la designacion especifica
actualmente atribuida a B. herreri por Lent & Wygodzinsky 1979, a B. corredori por Galvio &
Angulo 2006 y a B. ferroae por Sandoval, Pabén, Jutberg & Galvao 2007. Los clados no solo se
soportan por los altos valores de bootstrap obtenidos con ambos métodos de reconstruccidn
filogenética, sino también por el grado de divergencia observado entre las secuencias del citocromo
b para las tres especies de Belminus. Es interesante observar como las distancias entre las especies
guardan relacion con la genitalia de los machos. Asi, B. ferroae es la especie mas distante y es la
Unica en el género que presenta un soporte del falosoma abierto en el apice, mientras que B. herreri
y B. corredori a pesar de no compartir el patron cromatico del cuerpo y presentar mayores
diferencias respecto al fenotipo alar, antenal 'y al patrdn poligonal del opérculo del huevo, ambas
especies presentan un soporte del falosoma con apice cerrado (Lent & Jurberg 1984, Sandoval et al.
2007). Las distancias genéticas observadas permiten afirmar que B. ferroae es la especie mas
distante y que B. herreri y B. corredori estan filogenéticamente mas relacionadas. Ademas, que los
marcadores morfologicos como el fenotipo antenal y el patrén poligonal del opérculo, aunque
discriminan las especies de una manera confiable, presentan un importante componente ambiental

que oscurece las verdaderas relaciones filogenéticas.

Previos trabajos con marcadores mitocondriales que evaluaron el estatus taxonomico de algunas
especies de Triatominae, reportan valores de divergencia inferiores a los registrados en este estudio
para las especies de Belminus. Por ejemplo, entre las poblaciones de Triatoma brasiliensis evaluadas
por el citocromo b la mayor divergencia genética de algunas poblaciones oscilo entre 0,075 - 0,084
uno de los argumentos que llevaron a los autores a sugerir la elevacion de la poblacion de juazeiro al
estatus de especie, formalmente descrita por Costa & Felix (2007). Entre especies cercanas como 7.
infestans y 1. platensis (0,081) y T. sordida y T. garciabesi (0,082) o alejadas como 1. brasiliensis y
T infestans 0,130 (Monteiro et al. 1999, Monteiro et al. 2004). En los Triatominae, los valores
promedios de distancia o divergencia genética en treinta comparaciones interespecificas oscilaron
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entre 0,504 - 0,341, mientras los valores registrados entre poblaciones (relaciones intraespecificas),
usualmente fluctuaron entre 0,013 + 0,009, esto tltimo basado en 142 comparaciones (Abad-Franch
& Monteiro 2005). Los resultados de éste estudio sugieren que las diferencias genéticas encontradas
al analizar el citocromo b en los tres clados de Belminus son consistentes con una relacion

interespecitica.

7 Conclusiones

Diferencias en el fenotipo antenal entre los Rhodniini y los Triatomini han sido sefialadas por Catala
& Schofield (1994) respecto a la presencia o no de quimioreceptores en el pedicelo. Sin embargo,
cuando se adicionan a los analisis nuevos taxones pertenecientes a Cavernicolini e incluso del
mismo Rhodniini (Psammolestes), esta diferencia no es terminante. Los Cavernicolini presentan los
tres tipos de quimioreceptores y Psammolestes uno (los basiconicos) (Catald 1997). Por lo tanto, es
dificil a partir del fenotipo antenal hacer una clara delimitacion a nivel tribal y por lo tanto inferir un

relacionamiento en ese nivel para Triatominae con este caracter morfologico.

La homologia morfoldgica y funcional entre los huevos de las especies de Belminus y los de la
mayoria de los Triatomini, permite inferir un relacionamiento mas cercano con las especies de esta
tribu, que el esperado con el Bolboderini del género Microtriatoma, este ultimo probablemente mas
relacionado con los Cavernicolini y los Rhodniini, como se evidencio en el capitulo V de este

estudio con el marcador nuclear 28SD2.

Por otra parte, la correspondencia encontrada entre los dos marcadores morfoldgicos (el fenotipo
antenal y el patron poligonal del opérculo del huevo) y el marcador molecular (citocromo b), es
decir, entre el fenotipo y el genotipo, apoya la designacion especifica de los tres taxones de
Belminus examinados. Sin embargo, futuros estudios que incluyan un mayor numero de
poblaciones, muestras de otras especies de Belminus y experimentos de entrecruzamiento reciproco

seran necesarios para aclarar y fortalecer el estatus taxondmico de las especies del género Belminus.
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Capitulo V. ;Son los Belminus un taxon valido de los Triatominae? Una
aproximacion a través de la reconstruccion filogenética de la subfamilia con dos

marcadores moleculares (28SD2 y citocromo b).

1. Introduccion

Las secuencias de ADN ribosomal (rADN) han sido dtiles en el estudio de la sistematica de
Reduviidae (Hwang & Weirauch, 2012) y de Triatominae (Monteiro et al. 2000, Marcilla et al.
2001, Patterson & Gaunt 2010). El cistrén de rADN codifica para tres partes estructurales del
ribosoma (18S, 5.8S y 28S). Cada una de estas unidades es separada por un espaciador transcrito
(ETS) y este cistron presenta cerca de 100 copias por genoma nuclear, lo cual lo hace un buen
blanco para la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Independientemente de las mutaciones
que puedan originarse en las diferentes copias, este cistron tiende a homogenizarse a través de
procesos conocidos como “evolucion concertada” (Monteiro et al. 2010). Esto le da una uniformidad
tal a los individuos de una poblacion, que es suficiente con obtener la secuencia de uno solo para
caracterizar una poblacion local, pero los hace poco atractivos para ser utilizados en analisis
interpoblactonales, y esta indicado su uso para el analisis en los niveles altos como géneros, tribus y

subfamilias (Mas-Coma & Bargues 2009).

El citocromo b ha sido utilizado también para resolver la filogenia de Triatominae (Patterson &
Gaunt, 2010), sin embargo, es un marcador mas adecuado para tratar los relacionamientos de los
niveles bajos, como especies, subespecies y poblaciones, debido a su elevada tasa evolutiva
(Monteiro et al. 2010, Bargues et al. 2010). En las reconstrucciones filogenéticas de niveles altos,
puede ser utilizado como informacion complementaria a la obtenida con marcadores nucleares

(Mas-Coma & Bargues 2009).

El presente trabajo esta especificamente enfocado en resolver si el género Belminus puede ser
considerado o no un taxén valido de los Triatominae. Para dar respuesta a ese interrogante
taxonomico, debemos plantearnos a la fuz de las reconstrucciones filogenéticas mas robustas, cuales

serian los grupos externos a Triatominae que van a ser considerados como grupos hermanos.
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En este sentido, se asume a los géneros Zelurus y Opisthacidius como los clados filogenéticamente
mas relacionados a Triatominae, y a los clados de la subfamilia Stenopodinae y Vesciinae como los
inmediatamente mas cercanos a éstos. Esta hipotesis de relacionamiento fue en parte propuesta por
Weirauch & Munro (2009) y desarrollada completamente por Hwang & Weirauch (2012), este
altimo trabajo descansa sobre un muestreo robusto de 178 taxones de Reduviidae y cinco loci que
abarcaron aproximadamente 4800 caracteres. La topologia para Triatominae presentd un alto

soporte estadistico por el método de maxima verosimilitud.

2. Objetivo general
Analizar a través de una reconstruccion filogenética de los Triatominae, si el género Belminus es un

taxon valido de esta subfamilia.

3. Objetivos especificos
3.1 Obtener secuencias de ADN de la subunidad ribosomal 28SD2 en tres especies del género

Belminus.

3.2 Realizar una reconstruccion filogenética de la subfamilia Triatominae con el locus 285SD2

por el método de maxima verosimilitud.

3.3 Realizar una reconstruccion filogenética de la subfamilia Triatominae con el citocromo b

por el método de maxima verosimilitud.

4 Materiales y Métodos

4.1 Material bioldgico utilizado para la obtencion de las secuencias de ADN de la subunidad
ribosomal 28SD2

Se utilizaron especimenes de B. ferroae que provienen de capturas realizadas dentro de los
domicilios de las localidades de Santa Catalina y San Alberto del municipio de Toledo en Norte de
Santander, Colombia (Sandoval et al. 2010). Para la especie B. herreri, se incluyeron especimenes
provenientes de dos colonias de diferente origen. Una colonia fue establecida de especimenes
capturados en el peridomicilio del municipio ElI Carmen, Santander, Colombia y la otra de

especimenes capturados en domicilios del municipio de San Martin, Cesar, Colombia alimentadas
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con R. prolixus (Sandoval et al. 2000, Sandoval et al. 2004). Los especimenes de B. corredori
provienen de una colonia de insectos capturados dentro de una vivienda de la localidad de Puente

Tierra en el municipio de San Gil en Santander, Colombia (Galvao & Angulo 2000).

Las secuencias de citocromo b pertenecientes al género Belminus se seleccionaron a partir de las

secuencias analizadas en el capitulo 1V de esta tesis.

4.2 Extraccion ADN

Los insectos se preservaron en alcohol absoluto, antes de iniciar el procedimiento de extraccion de
ADN, cada espécimen se seco con una toalla de papel, y dos de sus patas se removieron con pinzas
y se introdujeron en un vial Eppendorf de | ml. Posteriormente, fueron criofracturadas con
nitrogeno liquido y utilizando un macerador manual. Para la extraccion del ADN se utilizo el

protocolo para tejidos del kit Genomic ADN Extraction de Real Genomics®.

4.3 Amplificacion ADN por reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR se realizd en un volumen final de reaccion de 25 ul que contenia (1,25 unidades) de taq
polimerasa, 5 ul dNTPS (100 mM Tris HCI, pH 8,3, 500 mM KCI)), 6 pl MgCI2 (50mM), 2 pl de
cada primer (10pM) y 3ul de ADN. La pareja de primers utilizada disefiada por Monteiro et al.
(2000), fue: 28S-D2-R TTG GTC CGT GTT TCA AGA CGG G y 28S D2-F GCG AGT CGT GTT
GCT TGA TAG TGC AG

El protocolo seguido para la reaccion fue el siguiente: desnaturalizacion 94°C por 5 minutos; 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, anillamiento a 65°C por 30 segundos, y extension a 72°C por 45
segundos, seguido por 72°C de extension por 10 minutos y a 4°C indefinidamente.

Para la visualizacion de los productos amplificados se utilizaron geles del agarosa al 1% (Ultrapure
[nvitrogen) en Bufter TBE 0.5X. El sembrado de las muestras se realizo con el buffer de carga 10 x
Blue Juice Invitrogen, diluido 1:1 en agua ultra pura y 5 ul de ADN amplificado. Para la coloracion
de los geles se utilizd una solucién de GelRed ® que contenia: 20 ml NaCl 1M, 90 ml de agua
destilada y 30 pl de GelRed®. El tiempo de coloracion oscild entre [0y 1S minutos, y los geles se

visualizaron en un iluminador de UV (Figura 36).
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4.4 Purificacion del ADN

Para la purificacion de los productos amplificados, se siguio el protocolo del kit Hiyteld™ Gel/PCR
ADN Extraction de Real Genomics®. El sobrenadante se almacend a -20°C hasta su

secuenciamiento.

4.5 Secuenciamiento de ADN

Los productos ampliticados y purificados se examinaron por un secuenciador ABI Prism Dye
Terminator. Los oligonucledtidos utilizados fueron los mismos que se usaron para la reaccion de

amplificacion.

+ 600pb

M Ct+1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 C-M

Figura 36. Fotografia de un gel de agarosa mostrando la amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 640pb de 28SD2. M + marcador molecular, Ct! = control positivo R. prolixus,
Ct- = control negativo, Pozo 1-6 Bf = muestras de B. ferroae, Pozo 7-9 = muestras de B. herreri,

Pozo 10-11 muestras de B. corredori.

4.6 Edicion de las secuencias de ADN de la subunidad ribosomal 288SD2
Para cada espécimen de Belminus se establecio una secuencia consenso a partir de los

cromatogramas obtenidos por las secuencias anversa y reversa. Cuando fue necesaria alguna
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edicion, ésta se ejecutd con el programa SeqMan 1I  (DNASTAR Inc., Madison, WI). Las
secuencias obtenidas para las especies de Belminus fueron cotejadas en el genbank para confirmar

su identidad a través del algoritmo de BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

4.6 Alineamiento de las secuencias ADN de la subunidad ribosomal 28SD2 y Citocromo b

[Las secuencias de Belminus y las demas secuencias de Triatominae y de las otras subfamilias de
Reduviidae extraidas del genbank o cedidas por FIOCRUZ (Tabla 24), se alinearon con el

algoritmo KALIGN en linea (htip:/www.ebi.ac.uk/Tools/msa/) para el marcador 28SD2 vy el

citocromo b. El numero de caracteres utilizados en las reconstrucciones filogenéticas fue 8§10 pb
para 28SD2 y para citocromo b de 720 pb. Sin embargo, dada la heterogeneidad en la longitud de las
secuencias para citocromo b, un segundo alineamiento fue realizado usando el algortimo de

MUSCLE en linea a través del portal (hitp//www.phylogeny.fr/), y se uso el parametro de “curado

de bloques”, de esta manera se obtuvo un alineamiento con 352 pb para el citocromo b. Las matrices

producto de los alineamientos fueron exportadas en el formato phylm.

4.7 Analisis filogenéticos utilizando el marcador 288D2 y el citocromo b

La filogenia de Triatominae con el marcador 28SD2 y el citocromo b se reconstruy6 por separado, y
utilizando el programa PALM (Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood) (Guindon &
Gascuel 2003), el cual selecciona el modelo de substitucion nucleotidico utilizando el programa
jModeltest (Posada 2008). El modelo seleccionado para ejecutar ambas reconstrucciones
filogenéticas (28SD2 y el citocromo b), fue el modelo general reversible en el tiempo, en inglés
(General Time Reversible, GTR), con la distribucion gamma para estimar el parametro alfa (a), esto
es el modelo (GTR!G). Se ejecutaron 1000 bootstrap para estimar los valores de soporte de las
ramas (Felsenstein 1985). Ademas, para las reconstrucciones filogenéticas con el marcador
mitocondrial (citocromo b), se exploro la exclusion del tercer codon como sugerido por Mas-Coma
& Bargues (2009), para el analisis en los niveles altos, pero la topologia resultante fue la misma que
cuando se utilizo la informacion de los tres codones y los valores de bootstrap fueron similares. Los

arboles filogenéticos recuperados por el citocromo b con la metodologia anteriormente descrita
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presentaron valores muy bajos de bootstrap. Por eso, se optd por una nueva estrategia para la

reconstruccion con un curado en el alineamiento y el modelo de substitucidon nucleotidica HKY85
asegawa-Kishino-Yan / se ejecutd en el programa PHYLM 3.0 en ¢ \

Hasegawa-Kishino-Yano, 1985 ejecutd en el pro 1 PHYLM 3.0 en el portal

(http/hww.phviogeny.fi/) con 100 bootstrap. En este analisis se recuperd la misma topologia que en

los anteriores, pero con altos valores de bootstrap (>80% para Triatominae, Figura 38). Los arboles
de maxima verosimilitud se identificaron a través de una busqueda heuristica usando el método

NNIs (nearest neighbor interchanges).

S Resultados

Los resultados y la discusion se apoyaron casi exclusivamente en la reconstruccion filogenética del
locus 28SD2, y la filogenia del citocromo se tuvo en cuenta como dato complementario. Esto al
considerar el bajo muestreo de los taxones para el marcador mitocondrial, respecto al logrado para
28SD2. Un total de 49 secuencias, 16 secuencias de grupos externos y 33 secuencias de los géneros
Triatoma, Rhodnius, Psammolestes, Mepraia y Belminus. Las especies de los géneros
Dipetalogaster, Eratyrus, Panstrongylus, Cavernicola 'y Microtrialoma — no cuentan con
representantes en la filogenia de la subfamilia con el citocromo b.

La reconstruccion filogenética obtenida en este estudio por el método de maxima verosimilitud entre
los reduvidos de las subfamilias Vesciinae, Stenopodinae, Reduviinae (Zelurus y Opisthacidius), y
Triatominae se presenta en la Figura 37. Un total de sesenta y seis secuencias de 28SD2 se
analizaron en este estudio, las cuales representan 44 taxones de Triatominae pertenecientes a los
géneros: Rhodnius, Psammolestes, Cavernicola, Microtriatoma, Belminus, Eratyrus, Panstrongylus,
Triatoma, Paratriatoma, Mepraia, Linshcosteus y Dipetalogaster. Una secuencia de Vesciinae, 7 de
Stenopodinae y 8 de Reduvinae. Los resultados de mayor relevancia son la ubicacion del género
Belminus dentro del clado de los Triatominae + Opisthacidius. Los Belminus mas relacionados a
Triatomini que a Rhodniini. Los Rhodniini como grupo hermano de Cavernicoliniit-Microtriatoma,
y por lo tanto, en esta reconstruccion no se recupera la tribu Bolboderini.

La reconstruccion filogenética del citocromo b también muestra a los Belminus mas relacionados

con la tribu Triatomini que con Rhodniini (Figura 38).
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Tabla 24. Fuente y numeros de acceso a las secuencias de 28SD2 y Citocromo b utilizadas en

este estudio.

IHarpactorinae
lHarpactorinae
Harpactorinac
Harpactorinae
Harpactorinac
Iarpactorinae
Reduviinae
Harpactorinac
[tarpactorinae
Harpactorinac
Harpactorinae
Harpactorinae
Vescrinac
Stenopodinae
Steropodinac
Stenopodinae
Stenopodinae
Stenopodinac
Stenopodinae
Stenopodinac
Stenopodinac
Reduyiinae
Reduviinae
Reduviinae
Reduviinae
Reduviinac
Reduviinae
Reduviinac
Reduviinae
Reduviinae
Triatominac
Triatominae
Triatominac

Triatominae

Subfamiliz

i

Rhodniim
Rhodniim
Rhodniini

Rhodniini

l Genero

Sphedanolestes

Rhynocoris
Coranus
Manicocoris
Harpacitorinae
Calliclopius
Platymeris
Apiomerus
Heniartes
Agriosphodrus
Cydnocoris
Sycanus
Mirambulus
Sstenopoda
Stenopodessa
Stenopoda
Crenotrachelus
Sastrapada
Gageus
Ouncocephalus
Canthesancus
Leogorrus
Zelurus
Lelurus
Zelurus
Zelurus
Zelurus
Opisthacidius
Opisthacidius
Opisthacidius
Rhodnius
Rhodnius
Rhodnius

Rhodnius

‘ ’ ‘E.s_pc(‘ic
impressicollis
altaicus
lativentris
rufipes
sp
nigripes
biguttata
Yenosus
putumayo
dohrni
russatus
croceovittatus
niger
cinerea
sp
sp

sp

micropterus
sp

sp

sp

alcides

sp

pintoi

pelax

sp
mexicanus
chinai

sp

pictipes
brethesi
ecuadoriensis

pallescens

| Fuente
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Gienbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbanlk
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Cienbank
Genbank
FIOCRUZ
FIOCRU?Z,

FIOCRUZ

10897645

FI230611
1230574
1230575
FJ230583

1230606

10897624

JQ897771
JQ897688
10897687
F1230653
1230572,
JO897653
1Q897652
1Q897654
10897671
+

+

120286349
EU286540
FUL28710
10942358
GQ869676
1Q9A2356
GQ869678
1942340
1Q942337
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b Secuencias sin publicar cedidas por Fernando Araujo Monteiro. Departamento de Medicina

Tropical, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil.

*Secuencias obtenidas durante este estudio en la pasantia realizada en El Departamento de Medicina

Tropical, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil.
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6 Discusion

Es importante mencionar que el objetivo de este estudio no es resolver la filogenia de Triatominae,
ain cuando fue necesario recurrir a su reconstruccion. Para lograrlo seleccionamos las filogenias
publicadas, que a criterio nuestro podrian considerarse como las mas robustas, esto al examinar la
calidad del muestreo y por el tipo de marcador utilizado en el nivel donde se pretendié hacer el
analisis. Entonces, para decidir los taxones filogenéticamente mas cercanos a Triatominae, se tomo
como base la reconstruccion filogenética de los Reduviidae realizada por Hwang & Weirauch
(2012). También se usé como criterio el analisis de la topologia al interior de Triatominae de clados
ya resueltos por previos autores con diversos marcadores moleculares (Lyman et al. 1999, Monteiro
et al. 2000, Marcilla et al. 2001, Hypsa et al. 2002, Paula et al. 2005, Patterson & Gaunt 2010), con
el proposito de procurar fundamento y coherencia de la topologia recuperada en este estudio y
proveer respaldo a la ubicacion de nuestro clado problema los Belminus.

La reconstruccion filogenética presentada en este estudio y basada en un locus, la subunidad
ribosomal 28SD2, es hasta el momento la filogenia de la subfamilia Triatominae con la mayor
cobertura en representantes tribales, con cuatro de las cinco tribus reconocidas muestreadas
(Rhodniini, Cavernicolini, Bolboderini y Triatomini).

El clado de las especies del género Belminus con un bootstrap de 100% se ubicd aparte de los
Rhodniini 4+ (Cavernicolini + Microtriatoma), y se mostré mas relacionado con los Opisthacidius y
los Triatomini, con un valor de bootstrap (50%).

Este resultado se constituye como la primera evidencia que sefiala que el género Belminus no es un
grupo externo de Triatominae y que por lo tanto, su comportamiento alimentario, no sustenta la
hipdtesis de un estado temprano en evolucion hacia fa hematofagia.

La segunda implicacion de este hallazgo, es que no recuperamos un Bolboderini monofilético como
habia sido propuesto por Usinger (1944) y Lent & Wygodzinsky (1979). Lo cual pone de manifiesto
la necesidad de incluir los otros miembros de la tribu Bolboderini, como son las especies de los
géneros Bolbodera 'y Parabelminus para validar o no ese ordenamiento tribal en nuevas
reconstrucciones filogenéticas.

Otro de los aspectos sobresalientes de este estudio, es la indicacion de Rhodniini como grupo
hermano de Cavernicolini + Microtriatoma con un valor de bootstrap de 64%. Previos estudios
recuperan parcialmente este clado en distintas filogenias, por ejemplo, Rhodniini -+ Cavernicolini
(98% bootstrap) recuperado por Hwang & Weirauch (2012), y Rhodniini + Microtriatoma (100%
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bootstrap) por Patterson & Gaunt (2010). Lo cual permite inferir que el clado Rhodniini
(Cavernicolini + Microtriatoma) encontrado en este estudio es consistente. Adicionalmente,
consideramos que algunos caracteres morfoldgicos y funcionales de la fase de huevo dan soporte a
este clado y permite separarlo de los clados Belminus y Triatomini. En el primer clado, esto es
Rhodniini -+ (Cavernicolint + Microtriatoma), se agrupan especies con huevos que presenta un
cuello nitido, en general de forma elipsoide, pero asimétricos, y las hembras los pegan fuertemente
al substrato.

En los otros dos, tenemos a la mayoria de las especies de los géneros Belminus, Dipetalogaster,
Panstrongylus, FEratyrus, Mepraia y Triatoma, con huevos sin cuello nt collar, elipsoides, y
simétricos, el borde corial es continuo al plano del opéreulo de la cascara del huevo. Los huevos son
puestos libremente, sin adhesién al substrato. Cuando las hembras de algunas especies de Triatoma
pegan los huevos al substrato, en especies como 1. delpontei, T. lecticularia, T. platensis y T.
protracta, tenemos huevos con un borde corial no continuo al plano del opérculo de la cascara del
huevo. Esta analogia morfologica con los huevos de los géneros Rhodnius y Psammolestes
probablemente se deba al habito ornitofilo (Barata 1998).

Entonces, la homologia funcional y morfoldgica observada por Barata (1998) en los huevos de
Rhodniini y Cavernicolini y complementariamos con la de los huevos de Microtriatoma (huevos que
se fijan fuertemente al substrato, asimétricos, con collar nitido y un borde corial que se destaca del
resto del cuerpo, descripcion dada por Barata 1998), al lado de la nueva evidencia molecular, puede
ayudar a sustentar fas relaciones filogenéticas del clado.

En heteroptera la fase de huevo ha sido atil en la reconstruccion de relaciones filogenéticas
(Southwood 1956, Cobben 1968, Hassan & Kitching 1993, Wheeler et al. 1993), y en la subfamilia
Pentatomidae ha sido importante en el reconocimiento de tribus y subfamilias (Hassan & Kitching
993, Matesco et al. 2009).

Desde el punto de vista ecologico, la mayoria de las especies de este clado son de habitat arboreo
(Rhodnius y Psammolestes) con la excepcion de las especies de la tribu Cavernicolini, de cuevas de
murciélagos (Lent & Wygodzinsky, 1979). Microtriatoma (rinidadensis se conoce asociado a
palmas y es usual su presencia en huecos de arboles, escondido entre cavidades con ramas y
especialmente en nidos de marsupiales (Lent & Wygodzinsky, 1979). De la Riva et al. (2001) lo
encuentran en Bolivia, colonizando gallineros construidos con elementos de palma de la especie

Attalea phalerata.
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Con respecto a las topologias publicadas, es importante destacar que la topologia obtenida en este
estudio es congruente con la reconstruccion filogenética de los Reduviidae basada en el método de
maxima verosimilitud publicada por Hwang & Weirauch (2012), donde se ubico a la subfamilia
Vesciinae y Stenopodinae, como los grupos mas relacionados al clado de los Zelurus y con un alto
valor de bootstrap 100%. El clado Zelurus como grupo hermano de (Triatominae -+ Opisthacidius),
recuperando por lo tanto la parafilia de la subfamilia con un valor de bootstrap del 50%.

Al interior de Triatominae, se recupera un Rhodniini monofilético (100%) y la reconocida parafilia
de Rhodnius con respecto a Psammolesies, previamente observada con marcadores mitocondriales
(Lyman et al. 1999, Hypsa et al. 2002). En la topologia de Rhodniini, se observan varios clados con
alto soporte, el clado R. pictipes -+ R. brethesi de la region Amazonica y el clado andino K.
colombiensis + R. pallescens 1 R. ecuadoriensis, ambos con 70% bootstrap y el clado compuesto
por el grupo prolixus (R. prolixus + R. robustus + R. neglectus) junto con K. neivai con un 50%
bootstrap. El grupo prolixus mas relacionado al clado de los Psammolestes como observado por
Lyman et al. (1999) y Monteiro et al. (2000).

En relacion con Triatomini, no se recupera una tribu monofilética, lo cual contrasta con un
Triatomini monofilético recuperado con alto valor de boostrap (94%) por Hwang & Weirauch
(2012) y Hypsa et al. (2002), con 61% por el método de maxima parsimonia. Sin embargo, es
importante acotar que la filogenia de Hwang & Weirauch (2012) carece de muestras para los
géneros Belminus y Microtriatoma y la de Hypsa et al. (2002), adicionalmente no incluye la tribu
Cavernicolini, lo cual necesariamente incide en la topologia. Las incongruencias obtenidas para
Triatomini entre las diferentes reconstrucciones, simplemente advierte la necesidad de completar el
muestreo para la ejecucion de las nuevas reconstrucciones filogenéticas de la subfamilia.

Ahora bien, a pesar de la incompatibilidad presentada en la base del clado Triatomini (monofilética
vs. parafilética), la topologia al interior de Triatomini mostrada en este estudio es consonante con
previas filogenias publicadas, por ejemplo, en la divergencia exhibida por los Triatoma del norte y
los mesoamericanos con los Triatoma del Sur y la paratilia de este género respecto a Dipetaloguaster,
Eratyrus y Pansirongylus (Marcilla et al. 2001, Hypsa et al. 2002). También se destaca el alto valor
de bootstrap (92%) para el clado de las especies con presencia en el viejo mundo 7. rubrofasciata v
Linshcosteus y su anidamiento dentro de esa tribu (Hypsa et al. 2002, Patterson & Gaunt 2010). No

obstante, su posicion es inestable como lo mencionan Hypsa et al. (2002), algunas veces se ubica
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con los Triatoma de grupo profracta, y en otras con los Triatoma mesoamericanos (Paula et al.
2005), esta Gltima ubicacidn fue recuperada en nuestro caso.

Finalmente, la reconstruccion filogenética obtenida con el citocromo b en este estudio, es
congruente con la publicada para la subfamilia por Patterson & Gaunt (2010) con ese mismo
marcador, donde se recupera un Triatominae monofilético, sin embargo, como se menciono
anteriormente, los marcadores mitocondriales no son los mas indicados para el analisis de niveles
altos (géneros, tribus y subfamilias), debido a su alta tasa de evolucion, que tiende a recuperar
clados monofiléticos (Mas-Coma & Bargues 2009 ).

Auln asi, la topologia obtenida por el citocromo b al interior de Triatominae es congruente con
previas filogenias publicadas, donde se recupera un Rhodniini monofilético (Lyman et al. 1999,
Monteiro et al. 2000, Hypsa et al. 2002). Respecto a Triatomini, es poco lo que se puede decir por el
bajo muestreo que tenemos de géneros y tribus con este marcador, pero es clara la division entre los
Triatoma del norte y los mesoamericanos con los del sur (Marcilla et al. 2001). La ubicacion del
clado Belminus en esta topologia, refuerza la hipotesis de anidamiento dentro de Triatominae, y
filogenéticamente mas proximos a Triatomini que a Rhodniini como observado con el marcador

nuclear 28SD2.

7  Conclusiones

Se consideran estos resultados como preliminares debido a que principalmente se establecen sobre
un locus 28SD2 y a una relativamente pequea cantidad de caracteres, aproximadamente 810 pb.
Sin embargo, la congruencia topologica con otras filogenias publicadas, que analizan varios loci de
origen nuclear y mitocondrial y el considerable muestreo a nivel tribal, nos permite afirmar que el
género Belminus no es un grupo externo de Triatominae y en ese mismo sentido, su comportamiento
alimentario, no sustenta la hipotesis de un estado temprano en evolucion hacia la hematofagia. Por el
contrario, las dos reconstrucciones filogenéticas, asumiendo Unicamente el criterio topologico
(28SD2 y citocromo b) refuerzan la hipdtesis en la cual los Belminus se habrian adaptado a
hospedadores invertebrados (presas artrépodas) en un evento posterior a la evolucion de la

hematotagia en Triatominae.

Se hace necesario que las proximas reconstrucciones filogenéticas de la subfamilia se respalden

sobre una gama mas amplia de marcadores moleculares y secuencias en las cuales se represente
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también a los géneros Alberprosenia, Bolbodera y Parabelminus, en principio para evaluar con

mayor confiabilidad el relacionamiento tribal y porque sin estos taxones las relaciones tilogenéticas

de la subfamilia aun permanecen sin resolver.
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Capitulo VL. Discusion general

En la literatura de Triatominae es posible encontrar a partir de trabajos muy tempranos, como el de
Brumpt (1914) y recientes como el de Garrouste (2009), el recurrente sefialamiento en las especies
de los géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus de la presencia de algunos comportamientos
alimentarios alternativos a la hematofagia. Estos comportamientos que abarcan fenémenos como el
canibalismo, la cleptohematofagia y la hemolinfagia (Ryckman 1951, Herrer et al. 1954, Phillips
1960, Miles et al. 1981, Piflero et al. 1988, Lorosa et al. 2000, Garrouste 2009, Noireau & Dujardin
2010), han merecido poca atencion o han sido abordados en muchos de los casos, si se quiere, de
manera supetficial, quiza por suponerse derivados del linaje predador del ancestro reduviido
(Noireau et al. 2005). No obstante, es bien sabido que la importancia y las consecuencias bioldgicas
de estas practicas en Triatominae son desconocidas, y generalmente se atribuye a condiciones
ambientales desfavorables (Noireau & Dujardin 2010). Es por ello, que la presencia de estos
comportamientos alternativos en la subfamilia, pasan a ser un fendomeno aparentemente accidental y
de limitado valor adaptativo.

Sin embargo, son los trabajos publicados por nosotros, Sandoval et al. (2000, 2004, 2010) que
empiezan a sefalar de una manera consistente la existencia de especies de Triatominae con un
comportamiento principalmente predador. Si bien estos trabajos ampliaron el conocimiento del
género Belminus, aln estaban lejos de definir sin ambigiiedad el comportamiento predador en por lo
menos alguna de las especies de este género. Lo cual se ha prestado a diversas interpretaciones,
algunas de ellas con serias implicaciones para la sistematica de la subfamilia.

En virtud de la problematica taxondmica que plantea el comportamiento alimentario (predador) de
especies como B. peruvianus, B. herreri y B. ferroae para la subfamilia Triatominae. La primera
aproximacion metodoldgica empleada en el segundo capitulo de esta tesis, persiguio definir en la
especie B. ferroae, si la alimentacion sobre cucaracha era un fenémeno esporadico o podria estar
relacionado con un proceso adaptativo. Los resultados de este estudio, demuestran que los
artropodos (cucarachas), pueden ser considerados como los principales hospedadores naturales de B.
Jerroae, basados en un mayor y estadisticamente significativo fitness demografico (ry)) cuando
alimentado con ese hospedador, en comparacion, con el hospedador vertebrado (roedor). Lo cual
confirmo el valor adaptativo que posee esa estrategia de alimentacion. Un segundo y no menos

importante hallazgo que se desprende del seguimiento de los estadisticos vitales, es la demostracion
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inequivoca de la existencia de un Triatominae, B. ferroae, sin un comportamiento hematofagico
obligado.

La segunda aproximacion metodoldgica plasmada en el tercer capitulo, permitio a través del
reconocido fenomeno de la plasticidad fenotipica en los Triatominae, evidenciar, la expresion de dos
fenotipos de la conformacion alar, uno asociado con el hospedador artropodo y otro al hospedador
vertebrado. Sin embargo, mas alla de la importancia de demostrar el fenomeno de la plasticidad
fenotipica en los Triatominae, en relacion con un factor ambiental ecologicamente relevante como lo
es el hospedador (Nattero et al. 2003), lo es el hallazgo de una mayor similaridad, la cual fue
estadisticamente significativa, entre el fenotipo de laboratorio criado por hemolinfagia (cucaracha) y
el fenotipo de los insectos capturados dentro de los domicilios, que con el fenotipo de los insectos
criados por hematofagia (roedor). Lo cual refleja varias cosas, la primera que el ciclo de B. ferroae
en la naturaleza (domicilios) es viable con el hospedador artropodo. La segunda, es la
correspondencia de este hallazgo con el perfil alimentario mostrado por esta especie, donde la
mayoria de los contenidos intestinales reaccionaron al antisuero de hemolinfa de Periplaneta
americana, 1o que da respaldo a la hipotesis, que sugicre a las cucarachas como los principales
hospedadores de B. ferroae dentro de los domicilios por Sandoval et al. (2010). La tercera es la
amplitud ecologica que la plasticidad fenotipica le confiere a esta especie, si bien el fenotipo alar
asociado al hospedador vertebrado no es comun en la naturaleza (domicilios), y probablemente
presente un bajo fitness como mostrado en el segiindo capitulo de esta tesis, puede ser una fuente
alternativa de alimentacion en aquellas ocasiones, en las cuales el hospedador artrépodo no esta
disponible. Esta ultima afirmacion se respalda, en la practica de la hematotagia dentro de los
domicilios por B. ferroae, tal como lo demuestra el estudio del perfil alimentario, donde se detecta
un 7% de los contenidos intestinales con sangre de humano, perro y roedor (Sandoval et al. 2010).
Una consecuencia importante desde el punto de vista epidemioldgico, que conlleva la practica de la
hematofagia por parte de B. ferroae en los domicilios, es que su potencial papel como vector de 7.
cruzi no puede ser desestimado, a pesar de la exigua hematofagia exhibida por esta especie. Un
estudio previos realizado por Sandoval (2007) demostrd la susceptibilidad de esta especie a la
infeccion por 7. cruzi con porcentajes de metaciclogénesis entre 18 y 77% vy tasas de infeccion que
oscilaron entre 33 y 75%, similar a lo reportado en especies de los géneros Triatoma, Rhodnius 'y

Panstrongylus (Perlowagora-Szumlewicz et al. 1994, Carvalho - Moreira et al. 2003).
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La tercera aproximacion metodolégica, basicamente persiguié poner a prueba la hipotesis que
explica el comportamiento alimentario de las especies como B. ferroae y B. herreri como una
adaptacion temprana a la hematofagia propuesta por Schotield & Galvido (2009). Los resultados de
ambas reconstrucciones filogenéticas con los marcadores 28SD2 y citocromo b, coincidieron en
recuperar el clado Belminus, pero, anidado dentro de los Triatominae. Esto significa, que no
encontramos evidencia que sugiera que es un grupo externo a Triatominae. Por lo tanto, el
comportamiento alimentario exhibido por algunas especies de Belminus, no encaja con la
interpretacion de una adaptacion temprana a la hematofagia, y por consiguiente, este resultado no
fortalece la hipdtesis propuesta por Schofield & Galvido (2009), que sugiere un origen polifilético
para la subfamilia.

Entonces, las hipdtesis que podrian sugerirse para explicar el comportamiento predador de los
Belminus, dentro del contexto que nos proveen los resultados de las reconstrucciones filogenéticas
de esta tesis son: i. que las especies de Belminus sean un vestigio del proceso evolutivo que dio
origen a la subfamilia y estar frente a un grupo basal de Triatominae, es decir, muy cercano al
ancestro. ii. que los Belminus no sean un grupo basal de Triatominae y su comportamiento
probablemente derive de la plasticidad ancestral conservada por las especies de esta subfamilia con
relacion al hospedador (vertebrado/artropodo). En todo caso, el anidamiento del clado Belminus
dentro de Triatominae, indica que el género Belminus es un taxén valido de esta subfamilia, a pesar
que algunos de sus miembros no exhiban una hematofagia obligada, y fortalece las hipotesis de un
origen monofilético para la subfamilia propuesta por Usinger (1944) y Lent & Wygodzinsky (1979)
o de un origen parafilético como propuesto por Hwang & Weirauch (2012).

Los resultados del capitulo cuatro son congruentes con los hallazgos de las reconstrucciones
filogenéticas de la subfamilia, en relacion con la morfologia del huevo de las especies del género
Belminus, mas proxima a la mostrada por la especies de la tribu Triatomini que Rhodniini. A su vez,
la homologia estructural y funcional entre los huevos de las especies de la tribu Rhodniini,
Cavernicolini y del Bolboderini Microtriatoma trinidadensis soporta bien el clado Rhodniini -+
(Cavernicolini '+ Microtrialoma), pero por otra parte, cuestiona el ordenamiento tribal de los
Bolboderint propuesto por Usinger (1944) y Lent & Wygodzinsky (1979).

Para culminar, los resultados de este estudio ponen de manifiesto la problematica taxondmica que
representa la existencia de una especie con un habito principalmente predador en la subfamilia

Triatominae, ya que la principal caracteristica bioldgica que los define es su obligado

182



comportamiento hematdfago (Lent & Wygodzinsky 1979). Esto sugiere la conveniencia de ajustar o

ampliar la definicion de la subfamilia, de manera tal, que permita incluir a especies como B. ferroae,

con un comportamiento principalmente predador.

£
L2

Referencias

Brumpt E 1914. Importance du cannibalisme et de la coprofhagie chez les Réduvidés
hématophages (Rhodnius, Triatoma) pour la conservation des Trypanosomes pathogénes en
dehors de I'hote verteébré. Bull Soc Pathol Exot 7: 702-705.

Carvalho- Moreira, Spata MCD, Coura JR, Garcia ES, Azambuja P, Gonzalez, Mello CB
2003. In vivo and in vitro metaciclogénesis test of two strains of Trypanosoma cruzi in the
triatominae vectors Trialoma pseudomaculata and Rhodnius neglectus: short and long term
and comparative study. Exp parasitol 103: 102-111.

Garrouste R 2009. La premiere observation in natura de ["entomophagie de Panstrongylus
geniculatus (Latreille 1811) hématophage vecteur de la maladie de Chagas (Hemiptera:
Reduviidae). Ann Soc Entomol Fr 45:302-304.

Hwang WS, Weirauch C 2012. Evolutionary History of Assassin Bugs (Insecta: Hemiptera:
Reduviidae): Insights from Divergence Dating and Ancestral State Reconstruction. PLoS
ONE 7(9): €45523. doi:10.137 1/journal .pone.0045523 Epub 2012 Sep 28.

Herrer A, Lent H, Wygodzinsky P 1954. Contribucion al conocimiento del género Belminus
Stal, 1859 (Triatominae, Reduviidae, Hemiptera). An Inst Med Reg Univ Tucumdn 4: 85-
106.

Lent H, Wygodzinsky P 1979. Revision of the Triatominae (Hemiptera, Reduviidae), and
their significance as vectors of Chagas disease. Bull Am Mus Nat Hist 163 123-520.

Lorosa ES, Jurberg J, Souza AL, Vinhaes MC, Nunes IM 2000. Hemolinfa de Dictyoptera na
manuten¢do do ciclo biologico silvestre de Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843) e
Triatoma circummaculata (Stal, 1859) (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae). Entomol Vect
7:287-296.

Miles MA, de Souza AA, Pévoa M 1981. Chagas' disease in the Amazon basin IlI. Ecotopes
of ten triatomine bug species (Hemiptera: Reduviidae) from the vicinity of Belém, Para

State, Brazil. J Med Entomol 18: 266-278.

183



9.

10.

16.

Nattero J, Malerba R, Rodriguez CS, Crocco L 2013. Phenotypic plasticity in response to
food source in Triatoma infestans (Klug, 1834) (Hemiptera, Reduviidae: Triatominae).
Infection, Genetics and Evolution 19: 38 44.

Noireau F, Carbajal de la Fuente AL, Lopes CM, Diotaiuti L. 2005. Some considerations

about the ecology of Triatominae. An Acad Bras Cienc 77: 431-436.

. Noireau F, Dujardin JP 2010. Biology of Triatominae. En Telleria J, Tibayrenc M, American

Tripanosomiasis Chagas Disease. One Hundred Years of Research. En Elsevier, London, p

848.

. Perlowagora-Szumlewicz A, Carvalho Moreira S 1994. In vivo differentiation of

Trypanosoma cruzi. 1. Experimental evidence of the influence of vectors species on

metaciclogénesis. Mem Inst Oswaldo Cruz 89: 603- 618.

. Phillips NR 1960. Experimental studies on the quantitative transmission of Trypanosoma

cruzi: aspects of the rearing, maintenance and testing of vector material, and of the origin

and course of infection in the vector. Ann Trop Med Parasitol 54: 397-414.

.Pifiero DF, Carcavallo RU, Fernandez E 1988. Canibalismo y transmisidon directa de

Trypanosoma cruzi entre ninfas de Rhodnius prolixus. Chagas 5. 18-22.

.Ryckman RE 1951, Recent observations of cannibalism in  Zriatoma (Hemiptera:

Reduviidae). J Parasitol 37: 433-434.

Sandoval CM, Duarte R, Gutierrez R, Rocha Dda S, Angulo VM, Esteban L., Reyes M,
Jurberg ). Galvido C 2004. Feeding sources and natural infection of Belminus herreri
(Hemiptera, Reduviidae, Triatominae) from dwellings in Cesar, Colombia. Mem [nst

Oswaldo Cruz 99: 137-140.

.Sandoval CM 2007. Observaciones sobre aspectos biologicos y morfologicos de Belminus

sp. de Toledo Norte de Santander, Colombia. Maestria en protozoologia. Universidad de los

Andes, Mérida, Venezuela, 62 pp.

.Sandoval CM, Ortiz N, Jaimes D, Lorosa E, Galvdo C, Rodriguez O, Scorza JV, Gutiérrez R

2010. Feeding behaviour of Belminus ferroae (Hemiptera: Reduviidae), a predaceous
Triatominae colonizing rural houses in Norte de Santander, Colombia. Med Vet Entomol 24:
124-131.

.Usinger R 1944, The Triatominae of North and Central America and the West Indies and

their public health significance. Public health tech monogr US 288: 1-81.

184



Men inst Oswaldo Cruz, Rio de Janciro, Vol. 106(6): 769-772, September 2011 769

Description of the cave organ in three species
of the genus Belminus (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae)
by optical and scanning electron microscopy
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The cave organ is a sensory receptor in the antenna pedicel of some Reduviidae. This paper describes this organ
Jor the first time in three species of the genus Belminus, Belminus corredori, Belminus ferroae and Belminus herreri.
by opiical and scanning electron microscopy. The structures presenied a general pattern similar to one reported for

other species of Triatominae.

Key words: sensory organs - pedicellar structure - antenna

The cave organ was originally described in the pedicel
of the antenna of Trictoma infestans by Barth (1952) but
under the name of cova das cerdas because of the presence
of numerous digitiform prolongations covering the inter-
nal surface (Catala et al. 1998). This organ was defined by
Barth (1932) as a cuticular invagination formed by a closed
ellipsoidal cavity in the pedicel, with a thin connecting
channel open at the invagination. Among the Triatomi-
nae. descriptions of this structure have been reported for
I8 specices of the genera Triatoma Laporte, 1832, Rhod-
nius Stal, 1859, Panstrongylus Berg, 1879, and Eratyrus
Stal, 1839 (Barth 1952, Catalg 1994, Catala et al. 1998,
Weirauch 2003), but no description has been published for
the genus Dipetalogaster Usinger, 1939 (Weirauch 2003).
In other subfamilies of Reduviidae, such as Peiratinae,
Reduviinae and Stenopodainae, the description of the
cave organ has been reported by Weirauch (2003) and this
structure is becoming a structure of value in the study of
phylogenetic systematics of Reduviidae. This organ has
not been recorded in the genus Belminus Stal, 1859, and
here we describe this pedicellar structure in three species:
Belminus herreri Lent and Wygodzinsky, 1979, Belminus
corredori Galvdo and Angulo 2006 and Belminus ferroce
Sandoval, Pabon, Jurberg and Galvao 2007.

We used specimens of the three species of Belminus
from laboratory colonies kept at a temperature of 24°C +
3°C and a relative humidity of 60% + 10%. The insects
were fed on Dictyoptera of the genus Blaberus Serville,
1831. The parental specimens of these colonies were cap-
tured in the following localities in Colombia: B. corre-
dori in San Gil, department of Santander, in 2003, B.
herreri in San Martin, department of Cesar. in 2001, and
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B. ferroce in Toledo, department of Northern Santander,
in 2004 (Sandoval et al. 2004, 2010, Galvio & Angu-
lo 2006). The antennae were removed at the scape for
study by optical microscopy (OM), clarified with 10%
w/v KOH for 1-2 h at 50°C, washed with plenty of water,
dehydrated in ethanol and immersed in phenol for hall
an hour. Five antennae were examined in each nymphal
stage and in adults of both sexes for the three species
under study. Drawings of the cave organ were made in
under camera lucida at 40X. Even though T infestans
Klug, 1834 was not analysed in this paper, we included a
drawing of its cave organ for the purpose of comparing
it with the Belminus species cave organs studied here.
For scanning electron microscopy (SEM), antennae of
adults of both sexes were removed and directly mounted
in a lateral position on a double-sided tape onto a metal
support and then metallised with gold for 2 minin a SPI-
Module™ operated at 10 mA, The micrographs were
taken with a Hitachi S-2500 electron microscope oper-
ated at 20 kV.

The species of Triatominae for which the cave or-
gan has been studied are shown in Table 1. This sensory
structure was observed only in adults of both sexes in
the three species of the genus Belminus; there was no
apparent sexual dimorphism. The cave organ is located
in the external lateral region, near the distal trichoboth-
ria, as reported for other Reduviidae (Barth 1952, Catala
1994, Catali et al. 1998, Weirauch 2003). Under OM,
the cave organ shows three clearly differentiated areas:
the opening, the tunnel and the main cavity (Fig. [). In
these three species, the opening is clearly sclerotised
and is larger in size in B. ferroace (Fig. 2A, B). A heav-
ily sclerotised tunnel is also observed, sometimes bent,
which narrows down towards the end that connects to
the main chamber: this chamber is clearly sub-spherical
(Fig. 1). These characteristics contrast with those of spe-
cies of Rhodnius, Triatoma and Panstrongylus which
have a main chamber that is clearly enlarged (Catala
et al. 1998). By SEM, differences in the opening were
also observed: B. corredori and 8. herreri were smooth,
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Triatominae) by optical and scanning electron microscopy
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Abstract

The external morphology ol cges of the species Belminus corredori Galvao & Angulo. 20006. Belminus herreri 1.ent &
Wygodzinsky. 1979 and Belminus ferroae Sandoval. Pabon. Jurberg & Galviio. 2007 is deseribed for the first time using
scanning clectron microscopy (SEM). Females lay one cgg at a time; the shape ol the cgg is oval with lateral {lattening. a
rounded caudal area and a true and simple convex operculum. The average size of the egg among these species is 0.5 1—
0.58 mm-in length and 0.36-0.4 mm in width. As a generic character we highlight the discovery of a chorion rim with one
to four grooves always joined to the micropyles. All species present a clear polygonal pattern only in the operculum and
in the egg’s cephalic region. while the median and caudal regions show a smooth appearance. [catures that arc shared only
with the cggs of the genus dlberprosenia. A diseriminant analysis ol the polygonal design of the operculum proved to be
useful for the identification of the specics.

S

Key words: chorion sculpturing, polygonal cells, operculum, eggshell, S1:M

Introduction

The ultrastructure of the chorion of insect eggs is related to morphological, physiological and taxonomic properties
{Hinton 1981; Suludere ¢/ ¢/, 1999; Candan 1999). In Heteroptera, including the Triatominae Jeannel, 1919, stud-
ies of the egg stage have enabled the identification of characters important for determining classification and phy-
logenetic relationships (Barata 198 1; Obara e/ al. 2007a; Gonzalez et al. 2009; Matesco ef al. 2009). There are 111
species of Triatominae (Schofield & Galvio, 2009; Jurberg es al. 2009), some of which are regarded as important
vectors of Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), the etiologic agent of Chagas disease. Pinto (1924) and Galliard
(1935) were pioneers in addressing the external morphology of eggs in this subfamily. The former described the
external morphology of the egg of 7riatoma brasiliensis Netva, 1911 and the latter showed that the architecture of
the exchorion in Triatominae is useful in distinguishing among species. These studies have led to many documents
addressing the description of the macroscopic and microscopic aspects of numerous triatomine species (Abalos &
Wygodzinsky 1951; Barth & Muth 1958; Foratinni & Barata 1974; Lent & Wygodzinsky 1979). Barata (1981),
Costaefal. 1991 and Jurberg er al. (1993) defined the characteristics for the genera Rhodnius Stél, 1859, Caverni-
cola Barber, 1937 and Dipetalogaster Usinger, 1939. Barata (1998) extended this analysis by describing and defin-
ing egg traits of taxonomic value in the genera Alberprosenia Martinez & Carcavallo, 1977, Cavernicola,
Dipetalogaster, Fratyrus Stéal, 1859, Microtriatoma Prosen & Martinez, 1952, Panstrongylus Berg, 1879, Psammo-
lestes Bergroth, 1911, Rhodnius and Triatoma Laporte, 1832, More recently, studies have been motivated by the
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Demographic fitness of Belminus ferroae (Hemiptera: Triatominae)
on three different hosts under laboratory conditions
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Triatominae are widely recognised for their role as vectors of Trypanosoma cruzi. One of the main biological
characteristics of this subfamily is iheir obligaie haematophagous condition. However, previous studies on Belmi-
nus herreri and Belminus ferrone suggested that cockroaches are their principal hosts in domiciles. Due (o this
peculiar behaviour, the aim of this study was fo analvse several demographic and reproductive paramelters of B.
fervoae fed on three different hosts (mice, cockroaches and Rhodnius prolixus) and relate B. ferroae fitness to these
alternative hosts. The cohorts were reared under constant conditions. The egg hatching rate was similar for cohorts
Jed on cockroaches (69.4%) and R. prolixus (63.8%), bul was much lower Jor the cohort Jed on mice (16%). The de-
velopment tine firom the nymph to adult stage and the average age of first reproduction (o) presented lower values in
the cohort fed on cockroaches, ywhich is consistent with the higher population growth rate associated with this host.
Demographic paramelters [intrinsic rate of natural increase. finiie rate of populaiion growih, net reproductive rate
and damping ratio] showed statistically significant differences between the cohorts. Analysis of the life history of
B. ferroae revealed a higher fitness related to the cockiroach. The implications of these results for the origin of the
subfamily are discussed.

Key words: Triatominac - Belminuys - population parameters - life-history iraits - demography

The Triatominae are a subfamily of the Reduviidae
(Hemiptera: Heteroptera) with 143 formally recognised
species (Ayala 2009, Jurberg et al. 2009, Schofield &
Galvio 2009, Rosa et al. 2012). One of the main biologi-
cal characteristics of the Triatominae is their obligate hae-
matophagous condition: they depend on vertebrate blood
to complete their life cycle (Lent & Wygodzinsky 1979).

The genus Belminus belongs to this subfamily and
is composed of eight species (Belminus rugulosus Stal,
1839, Belminus costaricensis Herver, Lent & Wygodz-
nsky, 1954, Belminus peruvianus Herver, Lent & Wy-
godzinsky, 1954, Belminus herreri Lent & Wygodz-
insky, 1979, Belminus pitiieri Osuna & Ayala, [993,
Belminus laporiei Lent, Jurberg & Carcavallo, 1995,
Belminus corredori Galvdo & Angulo, 2006 and Belmi-
nus ferroae Sandoval, Pabon, Jurberg & Galvio). The
geographic range of these species includes the territories
of Mexico, Costa Rica, Panama, Colombia. Venezuela,
Peru and Brazil (Sandoval et al. 2007).

This genus is considered wild and is mainly found in
association with bromeliads, tree bark and hollow trees
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as well as opossums and reptiles, whereas its members
are only rarely found in human domiciliary or peridomi-
ciliary habitats (Lent & Wygodzinsky 1979, Gaunt &
Miles 2000). However, cases of domiciliation in Peru
and Cotombia have been reported (Herrer 1955, San-
doval et al. 2010).

Laboratory and field observations of 8. peruvianus
and B. herreri have indicated a diet based on a wide
range of hosts, including arthropods, reptiles, birds and
mammals. Furthermore, the feeding behaviour of these
species is variable, ranging from cannibalism to clep-
tohaematophagy, haemolymphagy and haematophagy
(Herrer et al. 1954, Gaunt & Miles 2000, Sandoval et al.
2000, 2004).

Although the Belminus genus has been recognised
since 1859, vital statistics and demographic parameters
have not been estimated for this group. A previous study
(Sandoval et al. 2000) provided estimates for the devel-
opment time and mortality of eggs and nymphs of B
herreri, but not for demographic parameters. This lack
of information can be attributed to the sporadic capture
of this species, as well as the low number of specimens
collected in the field and the difficulty of rearing colo-
nies fed on vertebrate hosts (Herrer et al. 1954, Schofield
& Galvio 2009).

Preliminary observations bave indicated the possibil-
ity of rearing B. peruvianus by feeding it on nymphs of
other Triatominae (Herrer el al. 1954). Although Rhod-
niwus prolixus is not considered a natural host of Belminus
species, using this species as a food source allows labo-
ratory colonies of B. herreri to be reared, though in low
numbers (Sandoval et al. 2000). A study of the intestinal
contents of domiciliary-captured individuals of B. fei-
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