PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

ESCUELA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Analisis de Variabilidad Fenotipica y Diversidad Genética de poblaciones
sinantropicas y silvestres de Rhodnius ecuadoriensis (Lent & Ledn) en dos

provincias endémicas para la Enfermedad de Chagas en Ecuador”

Disertacion previa a la obtencion del titulo de Doctor en Ciencias Bioldgicas

ANITA G. VILLACIS SALAZAR

Quito, 2011



Yo, Dr. Mario J. Grijalva Cobo, certifico que la disertacion de Doctorado en Ciencias
Bioldgicas de la candidata Anita Gabriela Villacis Salazar ha sido concluida de
conformidad con las normas establecidas; por tanto, puede ser presentada para la

calificacion correspondiente.

Quito, 26 de octubre de 2011

Atentamente,

s

Dr. Mario J. Grijalva Cobo

DIRECTOR DE LA DISERTACION



AGRADECIMIENTOS

Este proyecto fue posible gracias al apoyo de muchas personas e instituciones.
Primero, quiero agradecer a mis padres Gladys y Juan, ya que sin su apoyo no hubiera sido
posible la culminacion de esta meta, por inculcarme virtudes como la perseverancia y la
dedicacion en el trabajo. A mis hermanos Juan Esteban y Carolina, Gabriel y Felipe por
estar conmigo, como también a mis sobrinos Juan José y Joaquin, dos angelitos que
iluminan mi vida.

Un agradecimiento profundo a mi esposo, César Yumiseva, por sus consejos, amor,
comprension, paciencia y aliento en todos los momentos. Como también a mis suegros
Fernanda y César.

Mi maés sincero agradecimiento al Dr. Mario Grijalva, director de tesis, por su
apoyo incondicional, y por ensefiarme la importancia y el verdadero sentido de la
investigacion, buscando como meta fundamental ayudar a los demas.

Gracias a la Dra. Laura Arcos-Teran decana de la Facultad de Ciencias Exactas, por
el apoyo institucional, que ha sido fundamental en este proceso y a Olivier Dangles por sus
consejos y apoyo cientifico. Un agradecimiento especial al Dr. Romel Montafar por sus
recomendaciones. A los doctores William Romoser, Ed Rowland, Calvin James, Jaime
Costales, Sarah Wyatt, Marco Neira, S.J. Manuel Espinoza e Ing. Julio Sanchez por su
disponibilidad de tiempo para impartir sus clases de una manera desinteresada.

Mil gracias a mi guia y co-directora Dra. Silvia Catala, a quién admiro mucho por
su trabajo, carisma, entusiasmo y dedicacion y por transmitirme los conocimientos en el
area cientifica sobre los vectores de la enfermedad de Chagas. A mis queridas amigas, Dra.

Paula Marcet y Mst. Ana Troya que me brindaron su ayuda, sus consejos y ensefianzas en



Vi

el area molecular. Gracias a ustedes, que me han ayudado a cumplir uno de mis mas
grandes suefios.

A mi querida Familia CRILAR: Silvana Cheriy Hoffman, Maria Laura Hernandez,
Luciana Abrahan, Ivana Amelotti, David Gorla, gracias, muchas gracias por acogerme en

ese hermoso lugar. A mis queridos amigos Luis Rodriguez, Sofia Gordon y Miguel Pinto.

A mis compafieros y amigos que hacemos el Centro de Investigacion en
Enfermedades Infecciosas (CIEI) como nuestro hogar: Rosita Chiriboga, Sofia Ocafia,
Gabriela Cueva, Esteban Baus, Carolina Crespo, Alejandra Zurita, Pedro Pineda, Padl
Briones, quienes supieron darme fuerzas para continuar adelante en la realizacion de este

trabajo y por compartir conmigo su conocimiento.

Gracias al apoyo técnico, que hizo posible la realizacion de esta investigacion:
Maria Victoria Suarez, Sofia Mufioz, David Teran, Maria Fernanda Latorre, Andrea Zurita,
Marco Orozco, Josselyn Garcia del CIEI; a la Dra. Ellen Dotson, Gena Lawrence y Dr.
Mauricio Lascano del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) por

todo su tiempo y colaboracion.

A todos los estudiantes de la Universidad de Ohio que colaboraron afio a afio en la
recoleccion de informacién; un carifioso agradecimiento al personal de campo del Servicio
Nacional de Erradicacién de la Malaria (SNEM): Freddy Véliz, Edy Intriago, Yovany
Sanchez, Wilmer Rivas, Wilter Rivas, Néstor Soldrzano, Francisco Parraga, Yinmy Vélez,
Avristides Avila de Manabi; Giovanni Cumbicus, Hugo Jimenez, Victor Quizhpe, Santiago
Montafio, Fausto Azuero, Angel Gualan de Loja; Jairo Mera y Javier Vélez de Santo
Domingo de los Tsachilas a quienes agradezco de corazon por tan significativo aporte al

presente trabajo.



Vi

Un fraternal e inmenso agradecimiento a toda las personas de las comunidades de
Loja y Manabi, por su entrega, entusiasmo, hospitalidad que me ensefiaron el verdadero
significado de la vida, que la riqueza de las personas no se mide por la cantidad de cosas
materiales que se tiene, sino por la sencillez y humildad con que se vive a diario. Gracias

por abrirme sus puertas y corazones!!!

Finalmente, este proyecto se realizd gracias al financiamiento y apoyo de las
siguientes Instituciones: Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Programa especial para
la investigacion y entrenamiento en Enfermedades Tropicales (UNICEF/UNDP/World
Bank/WHO/TDR) por la beca concedida para la realizacion de los estudios de doctorado
(ID: A60148); al Instituto Nacional de Salud (DMID/IAND/NIH), EE.UU, al Instituto de
Enfermedades Tropicales de Ohio, EE.UU; al proyecto Chagas Epinet de la Union
Europea, a la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE); Centro Regional de
Investigaciones Cientificas y Transferencia Tecnoldgica (CRILAR), Anillaco-Rioja-
Argentina; Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC), Atlanta-Georgia-
EE.UU; Biotecnologia para Latinoamérica y el Caribe (UNU-BIOLAC) por la de beca
parcial concedida para la realizacion del a pasantia en el CDC; al Ministerio de Salud
Publica (MSP), al Programa Nacional de Control y Vigilancia de la Enfermedad de Chagas
en Ecuador (PNCh) (Dr. Prado, Dr. Quinde y Dr. Monroy) y al Servicio Nacional de
Erradicacion de la Malaria (Dr. Pefiaherrera, Dr. Riofrio, Dr. Guerrero, Dr. Guerra y Dr.

Peralta).



viii

TABLA DE CONTENIDOS

AQradeCimUENtOS. ... ...t v
Tabla de CONtENITOS. ... .ni e viii
LiSta de FIQUIAS. ... ..ot e e XVii
Lista de Tablas. ......ouinii i XXI
LiStA 08 ANEXOS. . ...ttt et XXIV
L RESUIMBN . ..ottt e e e e e e e 1
2. ADSEFACT. ...t 4
B INErOAUCCION. ..ot 7
3.1. Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas................ccooeviviiiiiiiinn.. 7
R B RN ool [ 1L 7
3.1.2. Trypan0Soma Cruzi ¥ REServorios. .......c.o.uvvirineiriirieiiiaietiieeeanannnns 9
3.1.3. Otras Vias de TranSmiSiON..........c.oviuiiiniiiiieee i eaeeaanns 11
3.1.4. ASPECtOS CHINICOS .....ve it 12
3.1.5. Diagnéstico y Tratamiento..........ouvviuiiiniiiiiiiie et ei e eneeeae e 13

3.2. Iniciativas de Control de la Enfermedad de Chagas en Paises del 15

ContineNte AMEIICAND. ... . et e

3.2.1 Iniciativa del Cono Sur (INCOSUR)......ccoiiiiiiiiiiiieii e, 16



3.2.2. Iniciativa de los Paises de América Central (IPCA)....

3.2.3. Iniciativa de los Paises Andinos (IPA)....................

3.2.4. Iniciativa de Vigilancia y Prevencion de la Enfermedad de Chagas en la

Amazonia (AMCHA)......ooiiii e

3.2.5. Situacidon de la Enfermedad de Chagas en Paises no Endémicos................

3.2.6. Situacion de la Enfermedad de Chagas en el Ecuador.............................

3.3. Insectos Transmisores de la Enfermedad de Chagas..

3.3.1. Clasificacion y Sistematica...........o.evvverenniennannnn.

3.3.2. Ciclo de Vida de 10S TriatOmInos. ....cuuunne ettt e e

3.3.3. Habitats de los Triatominos..........eeeeeeeeinnnnnnenn.

3.3.4. Distribucion de Poblaciones de Triatominos en el Ecuador......................

3.4. Rhodnius ecuadoriensis (Lenty Leon, 1958)............

3.4.1. Generalidades y Distribucion de R. ecuadoriensis......

3.4.2. Habitat de R. ecuadoriensiS. .......coveeeeeeeeaeeaan..

3.4.3. Morfologia y Ciclo de vida de R. ecuadoriensis.........

3.5. Genotipo Y FENOTIPO. .....eieeiei e

3.5.1. Patrones Morfoldgicos — Fenotipo.........................

3.5.1.1. Sistema Sensorial de los Insectos: Fenotipo Antenal

17

18

21

21

23

23

27

28

29

30

30

31

33

34

35

36



3.5.1.2. Morfometria .....

3.5.1.2.1. Morfometria Geométrica (MG) de Hemiélitro...............................

3.5.2. Plasticidad Fenotipica..........c.oouiiiiiiiiiii e

3.5.3. Cruces experimentales - Primera Generacion (F1)................ocoooiiiiini

3.5.4. Marcadores Moleculares — GENOtIPO...........cooviiriiiiiiiiiiiieie e,

3.5.4.1. Genética de Poblaciones en InSectos........oovvveiiiiiiii i,

3.5.4.2. Gen Mitocondrial (Mt Cytb).....o.ovuiiririiiiiie e

3.5.4.2.1 Caracteristicas..

3.5.4.2.2. Diversidad Genética o Variabilidad Genética............ccovveeiiiiiniin..

3.5.4.2.3. Indices de Diferenciacion Genética. ...........ooveeeeeeeeeeeieeeeeeien,

3.5.4.3. Microsatélites....

3.5.4.3.1. Caracteristicas.

3.5.4.3.2. Determinacion

de la Estructura Poblacional y Estadisticos F...............

3.6.Importancia de Investigar R. ecuadoriensis Transmisor de la Enfermedad

de Chagasen el ECUAOr..........ooiuiiii e

3.7. Objetivo General...

3.7.1. Objetivos ESPecifiCos. .....o.uvuiuiiitiiiiii i

4. Materiales y métodos

39

41

42

43

46

48

49

49

50

51

52

52

56

57

60

60

65



A0, Area de eStUIO. .. ov e,

4.1.1. Provincia de Manabi.........eoeeeiiee e

4.1.2. ProvinCia de Loja......c.oouiiiniiii e

4.2. Colecta de triatominos - R. eCUAAOIIENSIS. . . ... uunn e,

4.2.1. Recoleccion de Triatominos en el &rea Sinantropica (Domicilio-

Peridomicilio).......c.oouuiiiii i e

4.2.2. Recoleccion de Triatominos en el area Silvestre...................

4.2.3 Contaje de triatominos recolectados en el campo ..............cceovvviivinnnnnn..
4.3. ldentificacion Taxondémica y Analisis de Triatominos...........

4.4, Indices ENtOMOIOGICOS. ... ...uoveneeie e

4.5. Seleccién del tamafio de la Muestra para las Diferentes Técnicas............

4.6. Analisis del FENOtIPO........oviviii e

4.6.1. Analisis de Fenotipo Antenal..............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiie

4.6.1.1. Analisis Estadistico de Fenotipo Antenal..........................

4.6.2. Analisis del Hemiélitro Derecho: Morfometria Geométrica......

4.6.2.1. Procesamiento de datos: Superposicién de Procrusters en el Analisis del

Tamafio y Conformacion del ala...............oooiiiiiiiiiiiii e,

4.6.2.2. Analisis Estadistico de la Morfometria Geométrica.............

4.7. Obtencion de la Primera Generacion (F1) de R. ecuadoriensis

65

65

66

67

68

71

72

72

73

74

76

76

77

78

79

81

82

Xi



Xii

4.7.1. Analisis Estadistico de la Primera Generacion (F1) de R. ecuadoriensis....... 83
4.8. Analisis del GeNOtIPO.........ouiiiti e 84
4.8.1. Aislamiento y Purificacion del ADN de R. ecuadoriensis....................... 84
4.8.2. Gen Mitocondrial Citocromo B (mt Cytb)........ooevvvviviiiiiiiiiiiiiinn 85
4.8.2.1. Condiciones de Amplificacion...............ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 85
4.8.2.2. Andlisis de las Secuencias obtenidas mediante mt Cytb..................... 87
4.8.2.3. Variabilidad y Diferenciacion Genética...............cevvvevriiniereninnnnnn.n. 88
4.8.2.4. Flujo Génico (Nm) y EStimadores Fst........coovviiiiniiiniiiiieeieienenn, 90
4.8.2.5. Dendrogramas Filogenéticos. ... .......couiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 91
4.8.3. Marcador Nuclear — Microsat€lites. ...........coeveveiiieiiieieniiiiieianannnns. 92
4.8.3.1. Condiciones de Amplificacion..................ocoooiiiiiiiiiiii 93
4.8.3.2. Determinacion de AleloS.........o.vuiiiiiiiiiie e 94
4.8.3.3. Analisis de Microsatelites. .........ovuiiuiiiiiii i 94
4.8.3.4. indice de Heterocigocidad. ..............ooueiuueeie i 96
4.8.3.5. indice de Fijacion Fst y Diversidad Genética..................cccc.oeeeen... 97
4.8.3.6. Indice de ENAOGAMIa Fis..........uiireeeeee e 98
4.8.3.7. Analisis de Coordenadas Principales (PCOA)...........cccovviiiiiiinnnn... 99

4.8.3.8. Analisis de variancia Molecular (AMOVA).......cocoiiiiiiiiiiiiiiie, 99



4.8.3.9. Aislamiento por diStancCia...........ovueeeiiiiiieiii i

B RESUITATOS. . ..o e

5.1. Indicadores entomoldgicos en las Comunidades Escogidas en la Provincia

5.2. Indicadores entomoldgicos en las Comunidades Escogidas en la Provincia

A8 M ANADT .,

5.3.Analisis del Fenotipo Antenal de R. ecuadoriensis.......................co.ou....

5.3.1. Fenotipo Antenal de R. ecuadoriensis. ...........ccoovvriiiiiiiiiiiieeen .

5.3.1.1. Variacion Geografica de Fenotipo Antenal de R. ecuadoriensis...............

5.3.1.2. Dimorfismo Sexual en el Fenotipo Antenal de R. ecuadoriensis..............

5.3.1.3. Variacion por Hébitat de Fenotipo Antenal de R. ecuadoriensis..............

5.3.1.4. Comparacion en el Fenotipo Antenal entre tres especies del Complejo
PAIIESCENS. .. .t

5.4. Morfometria Geométrica del Hemiélitro Derecho de R. ecuadoriensis......

5.4.1. Variacion Geogréfica del Tamafio (CS) del Ala de R. ecuadoriensis..........

5.4.2. Dimorfismo Sexual del Tamafio de Alas de R. ecuadoriensis..................

5.4.3. Variacion del Tamafio (CS) de Alas de R. ecuadoriensis por habitat..........

5.4.4. Variacion Geogréafica y Sexual de la Conformacion de Alas de R.
Lo UF=To [0 =] 0 ] 1RO PRSPPI

5.4.5. Variacion de la Conformacion de Alas de R. ecuadoriensis por habitat.......

Xiii

101

102

104

104

105

105

106

107

108

108

108

108

109

109



Xiv

5.5. Cruces Experimentales - Primera Generacion (F1) de R. ecuadoriensis..... 111

5.5.1. Ciclo Reproductivo, tiempo de Pre-oviposicion, Viabilidad y tamafio de

111
huevos de R. ECUAOTTENSIS. .. ...ttt
5.5.2. Analisis Morfométrico de Alas de la Primera Generacion (F1)............. 112
5.6. Andlisis del Genotipo de R. ecuadoriensis. ............coevviiiiriiiiiiiianane.. 114
5.6.1. Gen Mitocondrial Citocromo B (mt Cyt b) de R. ecuadoriensis................ 114
5.6.1.1. Gen Mitocondrial Citocromo B (mt Cyt b) de R. ecuadoriensis en las

o ) 114
provincias de Manabi y Loja......c.ooiiiiiiiii i
5.6.1.2. Estimadores de la Variabilidad Genetica de Poblaciones de R.

115
ecuadoriensis en las provincias de Manabi y Loja................oooviiiiiiiiiinnn...
5.6.1.3. Neutralidad Selectiva Tajima’s D en poblaciones de R. ecuadoriensis...... 115
5.6.1.4. Haplotipos obtenidos en Poblaciones de R. ecuadoriensis en las provincias

) 116
de Man@Di Y LOja. ..o
5.6.1.5. Diferenciacion Genetica (Gsrt) y Flojo Génico (Nm)..............ccevvnvennn.. 118
5.7 MICKOSALEIITES. . ..t 119
5.7.1. Transferencia y Analisis de Microsatélites...............coooiviiiiiiiiiinnnnn. 119
5.7.2. Estructura Poblacional. ..o 122
5.7.3. indice de Heterocigocidad-Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW)................ 122
5.7.4. Indice de FiJacion (Fst).........ueiruneei e, 123

5.7.5.Indice de ENdOgamia (Fis).........uueeeneeeee e 125



5.7.6. Analisis de Variancia Molecular (AMOVA).........cccooviiiiiiiiiiiiiiie,

5.7.7. Efecto del Aislamiento Genético por Distancia en las provincias de Manabi

6.3. Analisis de Fenotipo de R. ecuadoriensis. .............coooeviiiiiiiiiniiiiin..

6.3.1. Andlisis de Fenotipo Antenal de R. ecuadoriensis.................c.cooeiennn.

6.3.2. Morfometria Geométrica Alar de R. ecuadoriensis. ........c.coeeeeeeeeneeein...

6.4. Primera Generacion (F1) de R. ecuadoriensis..............ccooeiiiieiiinnnnn,

6.5. Analisis del Genotipo de R. ecuadoriensis. ...........cccooviviiiiiiiiiiieanne,

6.5.1. Gen Mitocondrial B (mt Cyt b) de R. ecuadoriensis.....................c.oeeeee.

6.5.2. Microsatélites de R. eCUAOIIENSIS. ......oveeeeee e,

6.6. Comparacion de los Resultados Obtenidos mediante los indices
entomoldgicos, cruces experimentales, técnicas Fenotipicas y técnicas

MOIBCUIAIES. . e e,

T LIeratura Cilada. ..ot e

B FIQUI S, . . i

XV

125

126

127

129

132

136

137

141

144

149

149

155

159

166

193



XVi



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Mapa de riesgo de la transmision de la Enfermedad de Chagas (ECh) a
NIVEl MUNIAL... ... .
Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi en el insecto vector y en el

vertebrado Mamifero. .. ..ooovveiiiiii i,

Figura 3. Aparatos bucales.- Comparacion de los aparatos bucales dependiendo

del tipo de alimentacion...........oiuiiiiiii i e

Figura 4. Comparacion de las cabezas de los géneros Triatoma, Panstrongylus y

RNOANIUS. ..ot e e,

Figura 5. Largo del cuerpo (mm) de hembras de Rhodnius ecuadoriensis de las

Provincias de Lojay Manabi...........ooooiiiiiiiii

Figura 6. Mapa de las provincias (Manabi) y (Loja), en las que se colectaron los

especimenes de Rhodnius ecuadoriensis. ... ......ovveriiiiiiiiieeiee e,

Figura 7. Mapa de la provincia de Manabi (Centro-Costa), indicando la
localizacion de las comunidades en las que se recolectaron los especimenes de

RNOANTUS BCUAAOTTENSIS. . - coeeeeeee e et ee et et e see e st eeesesseaesees s aeseneeeeennsneseneessearaean

Figura 8. Mapa de la provincia de Loja (Sur-Andina), indicando la localizacion de
las comunidades en las que se recolectaron los especimenes de Rhodnius
LSToT =0 (0] 1= 1] TP PT TP
Figura 9. Recoleccion de Triatominos en el habitat sinantropico (domicilio y

PErTAOMICIIO). ...

Figura 10. Recoleccion de Triatominos en el habitat Silvestre.............ccccoovenrireineennes

XVii

194

195

196

197

198

199

200

201



Figura 11. Tipo de sensilla antenal en cada segmento de la antena de R.

BCUAOTIBNSES. . - e e ettt et ettt e e

Figura 12. Vista dorsal del hemiélitro o ala derecha de R. ecuadoriensis............

Figura 13. llustracion en barras de la variacion geogréfica de fenotipo antenal de
poblaciones R. ecuadoriensis (machos y hembras) recolectados en las provincias

de LojJay Manabi. ... ..o

Figura 14. Variacion a nivel geografico y por habitat de fenotipo antenal de

hembras de Rhodnius ecuadoriensis en las provincias de Manabi y Loja..............

Figura 15. Variacion a nivel geogréfico y por habitat del fenotipo antenal de

machos de Rhodnius ecuadoriensis en las dos provincias...................ceeeennn...

Figure 16. Dimorfismo sexual de fenotipo antenal de poblaciones de R.

ecuadoriensis en las provincias de Loja..........co.vieiiiiiiiiii

Figura 17. Analisis Discriminante y Distancias Fenéticas entre hembras del
habitat silvestre de Rhodnius ecuadoriensis (Manabi y Loja) R. pallecens y R.

COLOMBIBNSIS. . ..o,

Figura 18. Variacion geografica y sexual en el tamafio (CS) del hemiélitro

derecho de R. BCUAAONIENSIS. ..o e e e,

Figura 19. Dimorfismo sexual en el tamafio del ala (CS) en los especimenes

colectados en Lojay Manabi............cooiiiiiiiiiii

Figura 20. Variacion en tamarfio de ala (CS) de poblaciones R. ecuadoriensis por

Hébitat en las provincias de Lojay Manabi................ooiiiiiiiiiiiii e,

XViii

206

207

208

209

210

211

212



Figura 21. Loja Dendrograma UPGMA derivadas de las distancias de
Mahalanobis de las alas de hembras y machos en los tres habitats......................
Figura 22. Manabi Dendrograma UPGMA derivadas de las distancias de

Mahalanobis de las alas de hembras y machos de los tres habitats.....................

Figura 23. Primera Generacion (F1): Andlisis Discriminante y Distancias
Fenéticas de hembras de R. ecuadoriensis de las dos provincias (Manabi y Loja) y

las obtenidas durante el cruzamiento entre estas poblaciones......................ccco.e..

Figura 24. Primera Generacion (F1): Analisis Discriminante y Distancias
Fenéticas de machos de R. ecuadoriensis de las dos provincias (Manabi y Loja) y

las obtenidas durante el cruzamiento entre estas poblaciones.....................ccceuee.

Figura 25. Dendrograma de Haplotipos obtenidos en las 168 muestras de R.

BCUALOTIBNSES. « . e e e ettt ettt e

Figura 26. Red de Haplotipos obtenidos en las 168 muestras de R. ecuadoriensis...

Figura 27. Tamafio de los fragmentos en pares de pases (pb) en los locus L9 y

Figura 29. Tamafio de los fragmentos en pares de pases (pb) en los locus L47......

Figura 30. Tamafio de los fragmentos en pares de pases (pb) en los locus L13......

Figura 31. Distribucion de dos microsatélites polimdrficos (L13 y L47

amplificados en los 333 especimenes de R. ecuadoriensis.............coovvviinnnnnn,

XiX

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224



Figura 32. Frecuencia de Alelos obtenidos en el microsatélite L13 polimorfico de

R. ecuadoriensis en los tres habitats de la provincia de Loja.....................ceee.

Figura 33. Frecuencia de Alelos obtenidos en el microsatélite L13 polimorfico de

R. ecuadoriensis en los tres habitats de la provincia de Manabi.......................

Figura 34. Frecuencia de Alelos obtenidos en el microsatélite L47 polimorfico de

R. ecuadoriensis en los tres habitats de la provincia de Loja............................

Figura 35. Frecuencia de Alelos obtenidos en el microsatélite L47 polimorfico de

R. ecuadoriensis en los tres habitats de la provincia de Manabi........................

Figura 36. Andlisis de Coordinadas Principales (PCoA) de los dos microsatellites

polimdrficos en los tres diferentes habitats en la provincias de Loja y Manabi......

Figure 37. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) de los dos microsatellites
polimdrficos (L13, L47) de los tres habitats de las provincias de Loja y Manabi....
Figura 38. Estructura espacial y genética de R. ecuadoriensis en la provincia de
IMBNEDI. .. ..
Figura 39. Analisis de Coordinadas Principales (PCoA) utilizando dos
microsatellites polimdrficos en las comunidades de la provincia de Manabi..........

Figura 40. Estructura espacial y genética de R. ecuadoriensis en la provincia de

Figura 41. Analisis de Coordinadas Principales (PCoA) utilizando dos

microsatellites polimdrficos en las comunidades de la provincia de Loja.............

XX

226

228

229

230

231

232

233

234



XXi

LISTA DE TABLAS
Tabla 1. Localizacion Geogréafica de las poblaciones analizadas de Rhodnius

ToT N 10 (0] T ] P 236
Tabla2. Diez y seis cruces entre especimenes de R. ecuadoriensis de Lojay Manabi. 237

Tabla 3. Informacion de los Loci de Rhodnius pallescens para la evaluacion de

polimorfismo y anélisis de mircrosatélites en R. ecuadoriensis........................... 238

Tabla 4. indices entomoldgicos por Triatominos obtenidos en los habitats

sinantrépicos (domicilio y peridomicilio) en 13 comunidades de la Provincia de

Tabla 5. indices entomoldgicos de R. ecuadoriensis obtenidos en el habitat

domiciliar en 13 comunidades de la Provincia de Loja..........c.covveviiiiiiiniinann... 240

Tabla 6. indices entomoldgicos de R. ecuadoriensis obtenidos en el héabitat

peridomiciliar en 13 comunidades de la Provincia de Loja.................cooeeiniia. 241

Tabla 7. indices entomolgicos por Triatominos obtenidos en el héabitat silvestre en

5 comunidades de la Provinciade Loja..........coooviiiiiiiiiiiii e 242

Tabla 8. indices entomoldgicos por Triatominos obtenidos en los habitats
sinantropicos (domicilio+ peridomicilio) en 8 comunidades del Canton Portoviejo,

Provincia de Manabi.......cooovveiiiiiiiiii e, 243

Tabla 9. indice entomoldgicos de R. ecuadoriensis obtenidos en el héabitat

domiciliar en 8 comunidades del Canton Portoviejo, Provincia de Manabi.............. 244



XXii

Tabla 10. Indice entomoldgicos de R. ecuadoriensis obtenidos en el habitat 245

peridomiciliar en 8 comunidades del Canton Portoviejo, Provincia de Manabi..........

Tabla 11. Célculo de Indicadores entomoldgicos por Triatominos obtenidos en el

habitat silvestre en 2 comunidades de la Provinciade Manabi...................o.oo... 246

Tabla 12. Promedios y Desviacion estandar del nimero de fenotipos antenales de R.

ecuadoriensis separados por sexo Yy por habitat en la provincia de Loja...........c........... 24
Tabla 13. Promedios y Desviacion estandar del nimero de fenotipos antenales de R.
ecuadoriensis separados por sexo Yy por habitat en la provincia de Manabi.............. 248
Tabla 14. Promedios y Desviacion estandar del nimero de fenotipos antenales de R.
ecuadoriensis separados por SeX0 Y POr regiON..........c.oviiriiiiiiiiiiiieieeeienee, 243
Tabla 15. Promedios y Desviacion estandar del numero de fenotipos antenales de R.
ecuadoriensis de Loja y Manabi, R. colombiensis y R. pallescens........................ 250
Tabla 16. Disparidad Métrica (MD) de la conformacion alar de R. ecuadoriensis
entre los habitats y género de las dos provincias.............oeoevveriiiiiniiininreninennn, 1
Tabla 17. Resumen de la comparacion entre las variables fenotipicas de R.
ecuadoriensis a nivel geogréafico, habitats sinantropicos y selvatico y género........... 22
Tabla 18. Viabilidad, tamafio de huevos y tiempo de pre-ovoposicion obtenidos en
los diez y seis cruces entre especimenes de R. ecuadoriensis recolectados en Loja y
MANADI. ..o 23
Tabla 19. Resumen de los indices de diversidad genética del segmento del gene mt

254

Cyt b (670 pb) de R. ecuadoriensis colectados en las Provincias de Loja y Manabi....
Tabla 20. Resumen del Test de Neutralidad obtenido de las poblaciones Rhodnius 255

ecuadoriensis colectados en las Provincias de Loja y Manabi.............................



XXiii

Tabla 21. Haplotipos, Frecuencia y porcentaje (%) de la presencia de haplotipos de

R. ecuadoriensis colectados en las Provincias de Loja y Manabi..........................

256
Tabla 22. Calculos de diferenciacion genética e indice de fijacion entre poblaciones
: _— 259
y subpoblaciones de R. eCUadOrIENSIS. ... .....oviirit i
Tabla 23. Microsatélites de R. pallescens utilizados en poblaciones de R.
ecuadoriensis de las provincias de Lojay Manabi................cocooviiiiiiiiiininnnn.. 261
Tabla 24. Evaluacion de los dos microsatélites polimorficos (L13, L47)
amplificados en 333 especimenes de R. ecuadoriensis pertenecientes a Manabi y
262
57 N
Tabla 25. Distancias genéticas entre las dos poblaciones de R. ecuadoriensis en los
263
tres habitats estimadas por el método de Nei (1978)......cevviiiiiiiiiiiiiiien,
264

Tabla 29. Analisis de la Variancia Molecular. .........oooneeee e,



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento INfOrmado. ..........uuuunnnee e,

ANEX0 2. Encuesta de VIVIENA. ... neeee e

ANex0 3. Ficha EntomolOgiCa. ........couvuiiniiii i

ANEXO 4. FICha de VISIa. ..ottt e et

Anexo 5. Ficha de Blsqueda SIIVESLIe. ... ......c.ooviiiiiii e

Anexo 6. Ficha de Contaje de Triatominos recolectados en el ambiente

sinantrépico (domicilio — peridomicilio)...........ccooviiiiiiniiiiii i

Anexo 7. Ficha de Contaje de Triatominos recolectados en el ambiente silvestre...

Anexo 8. Origen, cadigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes

de R. ecuadoriensis analizados en este estudio de la provincia de Loja................

Anexo 9. Origen, cadigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes

de R. ecuadoriensis analizados en este estudio de la provincia de Manabi...........

Anexo 10. Resultados del anélisis de Fenotipo antenal de los Especimenes de R.

ecuadoriensis utilizados en este eStUAIO .....ooeeeee e

Anexo 11. Resultados del andlisis de Fenotipo antenal de los Especimenes del

“complejo pallescens” utilizados para el analisis de Fenotipo antenal.................

Anexo 12. Programa COOw permite ordenar la informacion y colectar los puntos

de referencia (landmarks) de las alas de Triatominos para estudios de morfometria.

XXiv

266

267

268

269

270

271

272

273

288

297

302

304



Anexo 13. El programa TETwin permite concatenar los datos, y verificar la
informacién para comenzar los analisis de morfometria geométrica alar de
L0001 10T T
Anexo 14. El programa MOGwin permite obtener el tamafio centroide (CS),
ademas de separar, trasladar y rotar los puntos para realizar el andlisis de

morfometria geométrica alar de Triatominos. ...........coeviviiniiiiiiiiiiiinnen,

Anexo 15. Protocolo de extraccion de ADN de Triatominos con el kit

LD AN 1

Anexo 16. Procedimiento de purificacion Millipore Multiscreen HTS................

Anexo 17. Protocolo a seguir para el proceso del ciclo de secuenciacion o cycle

SBOUBNCING . .t ettt et et et et et et et e et et et e e e e

Anexo18. Protocolo a seguir en el proceso de purificacion Centri-SEP...............

Anexo 19.- Programa SegMan permite ensamblar y alinear las secuencias

(Forward y Reverse) para andlisis de gen mitocondrial (mt Cytb).....................

Anexo 20. Programa Bioedit que permite alinear las secuencias obtenidas para el

analisis de gen mitocondrial (Mt Cytb)........ooiiiiiiiiiiii e,

Anexo 21. Programa GeneMapper permite la genotipificacion y provee el tamafio

y alelos del fragmento de ADN que se desea determinar en cada especimen.........

Anexo 22. Continuacion del Programa GeneMapper permite la genotipificaciéon y
provee el tamafio y alelos del fragmento de ADN (pares de base) que se desea

determinar en cada eSPECIMEN. .. ... ..ottt e

XXV

305

306

307

309

310

311

313

314

315

316



XXVi

Anexo 23. Tamafio del fragmento en pares de bases (pb) de los alelos de 317

individuos de R. ecuadoriensis de Manabi y Loja

Anexo 24. Lista de publicaciones realizadas durante los cinco afios de doctorado

(2008-2011). .o, 328



1. RESUMEN

Los estudios de morfometria, como los analisis moleculares, son herramientas que
contribuyen al conocimiento de la estructura genética de los triatominos y generan
informacion valiosa que ayuda a establecer estrategias de control. La informacion
disponible de Rhodnius ecuadoriensis ha sido muy limitada. Durante los ultimos afios, el
hallazgo de esta especie colonizando diferentes micro-ambientes en dos provincias del
Ecuador (Loja y Manabi) con condiciones climaticas totalmente distintas, ha despertado el
interés de ampliar su conocimiento y comprender su proceso de adaptacion. Este estudio
comparo las poblaciones de R. ecuadoriensis encontradas en diferentes micro-ambientes
(silvestre, peridomiciliar y domiciliar) en dos provincias endémicas para la Enfermedad de
Chagas en el Ecuador, utilizando como herramientas de investigacion: fenotipo antenal,
morfometria geométrica alar, cruces experimentales y marcadores moleculares (mt ADN -
Cyt b- y microsatélites). En cuanto al fenotipo se evidencio los siguientes aspectos: (i) Un
marcado dimorfismo sexual en el tamafio alar en todas las sub-poblaciones (p < 0.001),
presentando un mayor tamafio en las alas de las hembras. (ii) En el fenotipo antenal, el
dimorfismo sexual solo fue evidente en hembras del habitat domiciliar de Loja (p < 0.006).
(iii) La geometria alar y el fenotipo antenal diferenciaron claramente las dos poblaciones
geograficas de R. ecuadoriensis (p < 0.001). En cuanto al cruzamiento entre las dos
poblaciones, se demostraron resultados: (i) Exito en los cruces de un 87,5%. (ii) Viabilidad
de un 32% de los huevos puestos por cruce. (iii) EI tamafio alar de especimenes de Manabi,
tanto en hembras y machos, fue mayor que los de Loja (parentales) y en la primera
generacion (F1) se encontr6 un tamafio alar compartido con los parentales (52% en
hembras y 82% en machos). Referente a la estructura y variabilidad genética, los

resultados del mt Cyt b, muestran: (i) Existencia de una moderada diferenciacion genética



Gst = 0.05460 entre las poblaciones de las dos provincias. (ii) Evidencia de flujo génico,
Nm = 2,24, (iii) 36 haplotipos, 15 exclusivos en Loja y 18 en Manabi y tres haplotipos
compartidos entre las dos poblaciones. (iv) Una tercera poblacion bien marcada
conformada con individuos de un solo cantén (Catamayo, Loja). En cuanto a los resultados
de los microsatélites, solo dos microsatélites fueron polimérficos (L13 y L47), y
obtuvieron: (i) Un indice de fijacion Fst = 0,191; con un Ndmero de migrantes (Nm) que
oscila entre 1 y 2 individuos por generacion entre las dos provincias. (ii) Existe una
pequefia diferenciacion entre las subpoblaciones (habitats). Los resultados a nivel del
fenotipo sugieren las siguientes conclusiones: (i) Las poblaciones de R. ecuadoriensis de
Manabi y Loja estan geograficamente aisladas. (ii) Tienen diferente grado de adaptacion al
domicilio humano por la presencia de colonias intradomiciliares en Loja a diferencia que
en Manabi. (iii) La regla de Bergmann no se aplica en este estudio. Respecto a los
resultados del cruzamiento entre las dos poblaciones de R. ecuadoriensis, sugiere que
puede existir (i) Interferencia en el desarrollo embrionario. (ii) Infertilidad ya sea de
machos o de hembras. (iii) Esterilidad del hibrido, y/o (iv) Aislamiento geografico. A nivel
de estructura genética poblacional de R. ecuadoriensis, se concluye que existe flujo génico
entre las dos provincias (Nm y la diferenciacidn genética-Gst), que implicaria la influencia
antropogénica (transporte pasivo) en la dispersién del vector, y muestra una tercera
poblacion bien marcada genéticamente en la provincia de Loja. Finalmente, en este estudio
se observa claramente que el ambiente influye en la diferenciacion del fenotipo, sin la
necesidad de actuar sobre el genotipo de esta especie en las dos provincias. Esta
investigacion sobre el fenotipo y genotipo de R. ecuadoriensis junto con estudios de ciclo
de vida, habitos de alimentacion y defecacion, y comportamiento, sustenta la hipétesis de
una selecciodn disruptiva que actua sobre las poblaciones de esta especie y probablemente

el aislamiento geogréafico y las rutas de dispersion nos permite sefialar a R. ecuadoriensis



como un vector de gran importancia epidemioldgica, y considerarla como especie primaria

en ambas regiones.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, Estructura poblacional, Fenotipo antenal,

Microsatélites, Morfometria geométrica, mt Cyt b, Rhodnius ecuadoriensis, Ecuador.



2. ABSTRACT

Morphometric and molecular analyses contribute to generate knowledge about the
relationships between different populations of triatomines, and generate valuable
information for the design and evaluation of Chagas Disease control strategies. The
information about Rhodnius ecuadoriensis has been very limited. During the past few
years, the finding of this species colonizing different micro-habitats in two provinces of
Ecuador (Loja and Manabi) with different climatic conditions, prompted the interest to
understand the capacity of this vector to adapt at the different habitats and the relationships
between populations between and within two Ecuadorian provinces. This study compared
the populations of R. ecuadoriensis found in different habitats (sylvatic, peridomicile and
domicile) in two Chagas disease endemic provinces in Ecuador by analyzing antennal
sensilla phenotype, wing geometric morphometry, molecular markers (mt DNA Cyt b - and
microsatellites) and experimental crosses. In this study, we demonstrated that in the
phenotype: (i) Noticeable sexual dimorphism in the size of the wing in all the sub-
populations (p < 0,001), displaying that the females wings presented a larger size. (ii) In
the antennal phenotype, a sexual dimorphism was evident only in the females of Loja
domicile (p < 0,006), (iii) the phenotypic variability (wing geometry and antennal
phenotype), differentiated clearly the two geographic populations of R. ecuadoriensis (p <
0,001). As far as, the crosses between the two populations demonstrated that: (i) 87.5% of
the crosses were successful; (ii) a 32% of the eggs were viable; and (iii) the wings of both
gender (females and males) from Manabi were larger than in those from Loja (parental),
and in the first generation (F1), presented a sharing size (52% in females and 82% in
males) between the both populations. The genetic structure analyses of mt Cyt b, showed

that (i) a moderate genetic differentiation (Gst = 0,05460) between the populations of the



two provinces; (ii) evidence of genetic flow (Nm= 2.24); (iii) 36 haplotypes, 15 exclusive
in Loja and 18 in Manabi, and three shared haplotypes between the two populations; and
(iv) a third genetically different group within Loja province (Catamayo county) was
found. As far as the results of the microsatellites, only two microsatellites were
polymorphic (L13 and L47), and showed (i) a fixation index Fst = 0,191; with a number of
migrates (Nm) that oscillates between 1 and 2 individuals per generation; (ii) A small
genetic difference between the subpopulations (habitats) was showed. These results
suggest that the R. ecuadoriensis populations from Loja and Manabi (i) are geographically
isolated; (ii) show a different adaptive capacity to the human environment, showing this
behavior in Loja province, but not in Manabi; (iii) Bergmann rule, didn’t apply in to these
populations. The results of the crosses between the two populations of R. ecuadoriensis,
suggests that can exist (i) interference in the embryonic development, (ii) infertility of the
males or females, (iii) sterility of the hybrid, and/or (iv) a geographic isolation. The
population structure of R. ecuadoriensis suggests (i) that introgression exists between the
two populations (Nm- genic flow and the genetic differentiation -Gs), that could be
explained with the anthropogenic influence (passive transport) in the dispersion of the
vector. And showed the existence of a third genetically different group within the Loja
province. Altogether, these data indicates that the environment influences the
differentiation of the phenotype, without the necessity to act on the genotype of these two
populations. The results obtained to date regarding the phenotype, genotype, lifecycle,
feeding and defecation patterns, and the behavior of R. ecuadoriensis support the
hypothesis of disruptive selection acting upon populations of this species, probably due to
geographical isolation and routes of dispersion, and point out that this species is at present

the main vector of Chagas Disease in these two provinces.



Key words: Chagas Disease, Population structure, Antennal Phenotype, Microsatellites,

Geometric Morfometric wing, mt Cyt b, Rhodnius ecuadoriensis, Ecuador.



3. INTRODUCCION

3.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

3.1.1. ANTECEDENTES

La Enfermedad de Chagas (ECh), fue nombrada en honor al médico brasilero
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1879-1934) quién describié en 1909 (Chagas, 1909)
todos los elementos de la transmision de esta enfermedad en un mismo tiempo,
contribuyendo de esta manera a la ciencia médica del siglo XX en Ameérica Latina
(Moncayo y Silveira, 2009). Esta enfermedad también se la conoce como Trypanosomiasis
Americana, ya que su transmision vectorial es exclusiva del continente Americano. Es una
enfermedad parasitaria, causada por el protozoario flagelado, Trypanosoma cruzi
(Moncayo, 2004), es transmitido a humanos y otros mamiferos (hospederos-reservorios)
principalmente a través de la deyeccion de insectos hemipteros hematofagos (vectores),
pertenecientes a la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (Coura, 2007) conocidos en

Ecuador como ‘“chinchorros” 0 “chinches”.

Originalmente, la ECh fue considerada como una enfermedad enzodtica y, como
tal, existe en el medio natural (ambientes silvestres) (Abad-Franch, 2007). Para ser
considerada como enfermedad enzooltica, se cree que tuvieron que haber pasado las
poblaciones humanas precolombinas por dos modalidades (i) las poblaciones némadas se
introdujeron en los ecotopos de la enfermedad y las personas resultaron infectadas, al
entrar en contacto con los vectores en su movimiento continuo en busqueda de alimento

(Guhl et al., 2000), y en la otra modalidad, (ii) se piensa que tuvo que haber ocurrido



cuando las poblaciones humanas se hicieron sedentarias y construyeron sus viviendas de
una manera semi-permanente 0 permanente; en esos casos, comenzaron con un conjunto de
modificaciones en el medio ambiente, ya que la sedentarizacién significaba construccion
de viviendas, existencia de animales domésticos y un proceso de deforestacion de tierras
para el cultivo de alimentos; facilitando de esa manera posibles formas de transmision
vectorial ya sea la primera de manera intermitente, en la cual los vectores pueden acercarse
temporalmente a las viviendas en busca de alimentos sin colonizarlas (invasion o visita
esporadica); y segunda por colonizacion de las viviendas por parte de los vectores, donde
hacen de la vivienda humana un lugar de permanencia (Bricefio-Leon, 2009) en busca de

alimento, refugio y reproduccion.

Cien afios despues de su descubrimiento se han hecho grandes avances en el control
de la enfermedad, pero también han aparecido nuevos problemas. Los cambios que se dan
en la sociedad y en el ambiente han producido cambios en la epidemiologia de la

enfermedad (Sanmartino, 2009).

La ECh constituye uno de los problemas de salud publica méas graves de América
Latina y es considerada como una de las enfermedades parasitarias mas serias del
continente Americano (Schofield, 2001). Sin embargo, no se cuenta actualmente con cifras
confiables que reporten la magnitud real del problema, estimando que existen al menos 8
al0 millones de personas infectadas y de 28 millones en riesgo (Rassi y Marin-Neto,
2010). Su transmision vectorial se distribuye desde el sur de Estados Unidos hasta el Sur

de Argentina (Moncayo y Silveira, 2009) (Figura 1).



Para que ocurra la transmisién vectorial, el mecanismo mas comun de transmision,
se requiere de un conjunto de condiciones ambientales y sociales que permitan que esos
tres factores (parasito, vector, hospedero - reservorio) puedan encontrarse (Coura, 2007;
Bricefio-Leon, 2009). El parésito, T. cruzi, es un protozoario hemoflagelado, que se
encuentra en el intestino de insectos triatominos hematofagos, conocidos en el Ecuador
como ‘“chinchorros” o “chinches”, éste es transmitido a mamiferos (reservorios)
incluyendo a humanos, principalmente a través de la deyeccién del vector (WHO, 2002),
permitiendo que el parasito entre al hospedero por el sitio de la picadura del insecto o por
las membranas mucosas (Kirchhoff et al., 2005). Otro parasito Trypanosoma rangeli, no es
patogénico, sin embargo, puede producir confusion en el momento del diagnostico. Se
encuentra cercanamente relacionado con T. cruzi y pueden localizarse los dos en un mismo

vector (De Moraes et al., 2008).

3.1.2. Trypanosoma cruzi Y RESERVORIOS

T. cruzi presenta un ciclo vital complejo, normalmente necesita de dos huéspedes:
(i) invertebrado (insecto triatomino) y (ii) el vertebrado (mamifero reservorio) en los que
pueden diferenciarse cuatro estadios morfoldgicos: (i) Epimastigotes: que son formas
replicativas en el intestino medio de los vectores; (ii) Trypomastigotes metaciclicos: que
son las formas infectantes no replicativas en el intestino posterior del vector; (iii)
Trypomastigotes circulantes en sangre periféerica de los huéspedes mamiferos: formas
extracelulares, no replicativas, que son ingeridas por los insectos al alimentarse de sangre;
(iv) Amastigotes: formas intracelulares replicativas presentes en varios tejidos de los

huéspedes (WHO, 2002) (Figura 2).
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La infeccion de T. cruzi, ha sido documentada en mas de 150 especies de 24
familias de mamiferos domésticos y silvestres, junto con el humano (Gaunt y Miles, 2000;
Rozas et al., 2007; Pinto et al., 2006). Entre los principales reservorios y hospederos
domeésticos y silvestres encontramos perros, gatos, cabras, cerdos, cuyes, cOnejos,
zarigueyas, ratas, ratones, armadillos, murciélagos, primates, entre otros, al igual que el ser
humano (WHO, 2002). Didelphis marsupialis (la zarigieya comdn, zorro o raposa) es el
principal reservorio (probablemente ancestral) de T. cruzi, y puede también actuar como
vector, ya que el paréasito es capaz de completar su ciclo vital en las glandulas anales de
estos marsupiales, postulandose que en la antigiiedad la glandula anal y la orina de este
animal habrian permitido la transmision de T. cruzi entre los marsupiales silvestres (Deane
et al., 1984; Schofield, 2000a; WHO, 2002). En ambientes silvestres éstos y otros
mamiferos se encuentran infectados y viven en estrecho contacto con los triatominos, entre
los cuales el ciclo de parasito se mantiene por la via vectorial o cuando estos animales
ingieren triatominos infectados (Orellana-Halkyer y Arriaza-Torres, 2010); o las heces de
los triatominos son depositadas en el pelo del animal, ingiriendo los tripomastigotes

metaciclicos en el momento del aseo (Diotaiuti et al., 1995).

En cuanto a la asociacion entre T. cruzi con el reservorio y con el vector, éste se
clasifica en algunos linajes, como ejemplo de la existencia de estas asociaciones tenemos:
(i) Tcl es el predominante tanto en vectores como reservorios, incluyendo al ser humano
(Bosseno et al., 2002; Afiez et al., 2004; Pennington et al., 2009) y marsupiales del género
Didelphis (Yeo et al., 2005; Ocafia et al., 2010) como también roedores Rattus rattus; y
vectores del género Rhodnius (Yeo et al., 2005; Ocafia et al., 2010). En cuanto a la
patologia de la ECh, se asocia la presencia de Tcl con la cardiopatia y no con lesiones

digestivas (megaesdfago y megacolon) en el norte de America del Sur (Miles, 2009); como
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también asociados a los diferentes ciclos de transmisién (domicilio, peridomicilio y
silvestre) (Herrera et al., 2007; Falla et al., 2009). (ii) Tcll y Tclll son los principales
agentes de la ECh en el Cono Sur, y estan asociados al vector Triatoma infestans, y a casos
de megaesdfago y megacolon (Miles, 2009), no obstante, parece que tienen relacion con
mamiferos de habitats terrestres (Yeo et al., 2005). (iii) El linaje Tclll tiene una amplia
distribucion a lo largo de América desde el este de Venezuela hasta el Chaco Argentino
(Llewellyn et al., 2009), y esta asociado con armadillos (Dasypus, Euphractus) (Yeo et al.,
2005; Marcili et al., 2009) y también con vectores de los géneros Panstrongylus y

Triatoma (Miles, 2009).

La presencia de aves como gallinas, palomas favorece la colonizacién de vectores
en ambientes silvestres y domiciliares, las mismas que son reconocidas como importantes
fuentes de alimento y refugio para los triatominos. No obstante, las aves no se infectan con
el paréasito, debido a que son refractarias al mismo (T. cruzi es destruido por medio del

sistema del complemento) (WHO, 2002; Carcavallo et al., 1998 a y b).

3.1.3. OTRAS VIAS DE TRANSMISION

Existen otras vias alternativas de transmision que se deben tomar en cuenta, debido
a la aparicion de nuevos casos reflejando un mayor riesgo de contraer la enfermedad,
tenemos: transmision transfusional, transmision congeénita, transmision por ingestion de
comida contaminada (via oral) (Schofield, 2000a), y en menor importancia, con pocos
casos registrados se encuentran los accidentes de laboratorios, mantenimiento de animales

(posibles reservorios) y trasplantes de 6rganos (Coura, 2007).
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3.1.4. ASPECTOS CLINICOS

En cuanto a la sintomatologia de la ECh, el proceso de invasion celular es
progresivo y lento, y que posteriormente dafara los tejidos. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) considera dos principales fases sucesivas: (i) aguda y (ii) la cronica. La fase
aguda dura entre unos seis a ocho semanas después de la infeccion, los sintomas no son
especificos (fiebre, inflamacién en los nddulos linfaticos, reaccion inflamatoria en el sitio
de la picadura). Durante la infeccion inicial, la multiplicacion del parasito puede causar
una lesién cutanea u ocular, signo de Romafia (WHO, 2002) que se hace evidente en el
sitio de entrada del parasito para luego, éste difundirse por el organismo (Miles, 2009).
Cuando el paciente se encuentra en esta fase, no hay dafio en los érganos y T. cruzi puede
ser detectado usando métodos de diagnosis clinicos estdndar y parasitologicos
(microscopia directa); ya que en esta etapa los parasitos se encuentran circulando en la

sangre e invadiendo varios tipos de células nucleadas (Tarleton et al., 2007).

La fase cronica de la enfermedad se inicia con una caida del nivel de parasitemia en
la sangre a niveles no detectables, esta fase se manifiesta de cuatro formas: indeterminada,
cardiaca, digestiva y nerviosa. La forma indeterminada aparece después de la fase aguda,
ésta se caracteriza por no presentar sintomas y los parasitos no son detectables por
microscopia directa. Entre el 50 al 70% de los pacientes permanecen en esta fase
indeterminada toda la vida (WHO, 2002). Sin embargo, estos pacientes pueden ser
considerados como reservorios y fuente de transmision de T. cruzi, ya que pueden

mantener cierto nivel de parasito circulando por el torrente sanguineo.
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Las formas cardiaca y digestiva, aparecen después de algunos afios (5-20 afios
después de la fase aguda), en esta fase entre el 20 y 35% de los pacientes crénicos
desarrollan lesiones irreversibles; los pacientes pueden manifiestar problemas cardiacos,
del megacolon y megaesofago (Moncayo y Silveira, 2009). Se desconoce las razones por
las que algunos pacientes presentan sintomas y otros no. Sin embargo, se cree que
caracteristicas geneticas de los parasitos, asi como la respuesta inmune del paciente podria
ser algunos factores que influyen en la presencia de ciertas manifestacion clinicas (Tarleton

et al., 2007; Ocafia, 2010).

3.1.5. DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

En la actualidad los métodos de diagndstico en la fase aguda (hemocultivo o
xenodiagnostico o la amplificacion de los acidos nucléicos, DNA o RNA, mediante la
reaccion en cadena de polimerasa) se orientan a la identificacion del parasito en la sangre
periférica, éste método se basa en la deteccion de los mismos mediante observacién
microscopica; mientras que en la fase cronica, por el contrario, hay escasez de parasitos en
sangre y alta cantidad de anticuerpos dirigidos contra antigenos de T. cruzi, no obstante, la
existencia de falsos positivos y falsos negativos puede ser comin, lo cual dificulta su

diagndstico definitivo (WHO, 2002; Abad-Franch y Aguilar, 2003; Schijman et al., 2011).

Una de las estrategias que se ha utilizado para detectar casos crénicos de la
enfermedad es el uso de pruebas rapidas. Sin embargo, este tipo de pruebas han mostrado
varios niveles de desempefio por lo que no se recomienda como prueba de diagnostico. No
obstante, en ciertos estudios congénitos y de campo resultd este test como una buena

alternativa para deteccion de anticuerpos (Luquetti et al., 2003; Ponce et al., 2005; Brutus



14

et al., 2008; Sosa-Estani et al., 2008). Es imprescindible que cuando se vaya a diagnosticar
la enfermedad en un paciente, no sea por medio de un solo test serologico, la OMS
recomienda el uso de al menos dos pruebas serologicas diferentes para establecer un
diagnostico confirmatorio (WHO, 2002). El establecer un estricto sistema de control de
calidad y de evaluacién periddica externa de los procedimientos de laboratorio, es muy
importante para (i) captar tempranamente los nuevos casos, (ii) comunicar asertivamente
esta situacion especialmente a las instancias que toma las decisiones y (iii) proporcionar un

manejo médico integral a los que padecen esta enfermedad.

Si el diagndstico de la ECh es un tema arguido, el tratamiento también requiere de
atencion. Para esto, es fundamental que los centros de salud locales desarrollen técnicas
necesarias para un adecuado manejo del paciente con ECh. Este manejo incluye
tratamiento médico (antiparasitario especifico), informacion, orientacion y educacion con
su respectivo seguimiento y apoyo psicoldgico (Amato-Neto, 1999; Meneghelli, 1999;

Sosa-Estani y Segura, 1999; Coura y de Castro, 2002; WHO, 2002).

Los medicamentos para el tratamiento de la ECh comenzaron su utilizacion a
finales de los afios 60 y son: (i) nifurtimox (un derivado nitrofurano) y (ii) benznidazol
(imidazolico), conocidos con nombres genéricos como Lampit (Bayer®) vy
Rochagan/Radanil (Roche®) respectivamente (LoOpez-Antuiiano et al., 2000; Ocaiia,
2010). Inicialmente, se aplicaba el tratamiento a los pacientes que se encontraban tanto en
fase aguda y como en la crénica (Cerisola, 1977). Sin embargo, a partir de los afios 80s, el
tratamiento se dejo de aplicar a enfermos cronicos, debido la escasa evidencia de la
disminucion de infeccidn (Sosa-Estani, 2009). La aplicacion de tratamiento de benznidazol

y nifurtimox en pacientes en la fase aguda, con infecciones crénicas recientes, en nifios
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menores a 12 afos, y pacientes con infecciones congénitas (Coura y de Castro, 2002) ha
presentado resultados satisfactorios en un 70% de los pacientes tratados (Marin-Neto et al.,

2009).

Es de gran importancia la deteccidon temprana, el seguimiento y supervision médica
durante el tratamiento de infecciones tanto congénitas y otras formas de transmision,
debido a que los medicamentos pueden ser severos, de eficacia limitada y altamente
toxicos (con efectos secundarios) que requieren atencion especializada, de modo que, su
indicacion debe ser evaluada cuidadosamente (Pinto Dias et al., 2002; WHO, 2002; Abad-
Franch y Aguilar, 2003). El seguimiento no debe ser solo a corto, sino a mediano y largo
plazo, tomando en cuenta, que los pacientes que padecen la ECh habitan en zonas
endémicas y de extrema pobreza, para quienes la utilizacion de estos medicamentos es

muy dificil.

Dadas las caracteristicas de contexto donde esta enfermedad existe, se trata de un
problema complejo y profundamente socio-econdémico que supera los limites de la biologia
y medicina, para lo cual, se requiere de mucha investigacion, prevencién, control y
tratamiento como respuesta para frenar la transmicion de este mal (Bricefio-Ledn y

Galvan, 2007).

3.2.  INICIATIVAS DE CONTROL DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN

PAISES DEL CONTINENTE AMERICANO

Tomando en cuenta lo anteriormente dicho sobre el origen, epidemiologia,

sintomas, diagndstico y tratamiento de la ECh en América Latina, la preocupacion se ha
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ido incrementando de tal forma que se ha formulado medidas preventivas a traves de
Iniciativas como: (i) Iniciativa del Cono Sur (INCOSUR), (ii) Iniciativa de los Paises de
Ameérica Central (IPCA), (iii) Iniciativa de los Paises Andinos (IPA), y (iv) la Iniciativa de
Vigilancia y Prevencion de la ECh en la Amazonia (AMCHA), que buscan (a) Mantener y
consolidar el control de la enfermedad mediante la implementacion de programas para la
vigilancia eco-epidemioldgica; (b) promover y proveer una efectiva atencion médica y
social a las personas que padecen la Enfermedad y (c) realizar investigaciones que guien y
sustenten las dos primeras areas antes mencionadas (Pinto Dias et al., 2002) en los

diferentes paises involucrados.

3.2.1. INICIATIVA DEL CONO SUR (INCOSUR)

La primera iniciativa, fue la Iniciativa del Cono Sur (INCOSUR). Esta se inici6 en
julio de 1991, y es considerada como una respuesta cientifica a un problema ain poco
abordado politicamente, los programas nacionales no brindaban ni asumian las coberturas
y continuidades necesarias a la poblacion involucrada (pobre, rural, politicamente no
expresiva), por la falta de recursos humanos y financieros, como también debido a la
inmadurez politica y las sucesivas discontinuidades gubernamentales (Pinto Dias et al.,
2002). Es uno de los mas importantes programas de cooperacion internacional contra la

ECh.

Esta iniciativa abarca siete paises (Argentina, Brasil, Chile, Uruguay, Paraguay,
Bolivia y Peru), donde se localizan mas de dos tercios de los portadores de esta
enfermedad en el continente americano (WHO, 2002). Esta Iniciativa tuvo el apoyo del

Banco Mundial y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), ademaés de la unidad y
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el consenso de los investigadores dedicados a la ECh de todos los paises implicados. Su
principal objetivo fue la eliminacion del principal vector Triatoma infestans de los habitats
sinantrépicos (domiciliar y peridomiciliar) como también la interrupcién de la transmision
transfusional mediante el mejoramiento de la red de bancos de sangre y su eficiente
tamizaje a nivel regional (Dias y Schofield, 1999; WHO 2002; Reyes y Vallejo, 2008).
Catorce afios después de su creacion y actividad, los gobiernos locales de los paises
involucrados anunciaron la eliminacién o reduccion dréstica de T. infestans, y declararon
ciertas areas libres de transmision por este vector en Uruguay (1997) y Chile (1999), en 13
estados de Brasil (2000-2005), en seis provincias de Argentina (2002- 2004), y un
departamento en Paraguay (Dias, 2007). Adicionalmente, se fortalecio a los programas de
control nacional; como también los procesos de control en calidad a nivel serolégico en
laboratorios de referencia de la region, se mejoré los sistemas de evaluaciones de
donadores en los bancos de sangre, y desarrollaron proyectos de control con el apoyo de la

OPS (Technical Coorperation-TCC) (Dias, 2007).

3.2.2. INICIATIVA DE LOS PAISES DE AMERICA CENTRAL (IPCA)

La segunda iniciativa es la Iniciativa de los Paises de América Central (IPCA), en
la cual la Comision Intergubernamental de la Iniciativa de los Paises de Centroamérica se
cred para la Interrupcion de la Transmision Vectorial y Transfusional y la Atencion
Médica de la ECh. Esta Iniciativa se inicio a la par de la IPA (1997) en la ciudad de
Tegucigalpa, Honduras; con el apoyo técnico y financiero de la OPS y la Agencia de
Cooperacion Internacional del Japon (JICA). Esta iniciativa incluye a paises
Centroamericanos como Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, México,

Nicaragua y Panama. En esta region existen 26 millones de personas que viven en areas de
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riesgo y 3.5 millones de infectados (Moncayo, 1997). Adicionalmente, en esta region, las
poblaciones de triatominos no son al parecer estrictamente domiciliares, por lo que, las
estrategias de control deben adaptarse a las caracteristicas entomologicas locales. El
control se centra a tres especies: Rhodnius prolixus, R. pallescens y Triatoma dimidiata.
Entre los principales avances obtenidos por esta iniciativa estd la interrupcion de la
transmision por R. prolixus en Guatemala, Honduras, El Salvador y Nicaragua y la
cobertura del 100% de donantes en los bancos de sangre de Belice, EI Salvador y Honduras

(Moncayo y Silveira, 2009).

3.2.3. INICIATIVA DE LOS PAISES ANDINOS (IPA)

La tercera es la de los Paises Andinos (IPA). Esta iniciativa se cre6 en 1997 con la
finalidad de interrumpir la transmision vectorial y transfusional en los paises Andinos,
como son: Colombia, Ecuador, Per y Venezuela. En los paises involucrados se calcula 25
millones de personas viviendo en areas de riesgo y 2.8 millones de individuos ya
infectados. Uno de los principales objetivos de esta iniciativa es el de controlar las
poblaciones de R. prolixus y T. dimidiata. Como resultado de las reuniones, se tomo en
cuenta los adelantos de cada uno de los paises, enfocandose a las necesidades propias de
cada uno de ellos (Guhl, 2007). En el caso del Ecuador, se establecio un programa para el
Control y Vigilancia epidemiolédgica de la ECh. Sin embargo, segun reportes se dio
importancia solamente a estudios de T. dimidiata como el principal insecto transmisor en
las provincias de la costa del Pacifico (EI Oro, Guayas y Manabi), no obstante, T.
dimidiata es un vector introducido de importancia, pero no se puede descartar la relevancia
de la presencia de otras especies, llamense secundarias que podrian ir adquiriendo

importancia epidemioldgica. La falta de indices de infestacion por provincia y de indices
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de prevalencia por edad, como también, la falta de un programa establecido de control y
vigilancia sistematica es una situacion que debe ser tomada en cuenta como crucial y
emergente. R. ecuadoriensis, ha sido considerado como vector secundario en algunas
provincias y vector de importancia en otras. EI Centro de Investigacion en Enfermedades
Infecciosas (CIEI) ha venido desarrollando algunos estudios de esta especie, que deben ser
consideradas para definir, disefiar y formular propuestas para el Control y Vigilancia
epidemioldgica de la enfermedad en el pais (Grijalva et al., 2005a; Villacis et al., 2008;
Grijalva y Villacis; 2009; Suarez-Davalos et al., 2010; Grijalva et al., 2010; Villacis et al.,

2010; Grijalva et al., 2011).

3.24. INICIATIVA DE VIGILANCIA Y PREVENCION DE LA

ENFERMEDAD DE CHAGAS EN LA AMAZONIA (AMCHA)

Por ultimo, la Iniciativa de Vigilancia y Prevencion de la ECh en la Amazonia
(AMCHA). Esta iniciativa es la mas reciente, en Brasil en el 2002 se establecid pautas para
la investigacion, vigilancia y evaluacion de las posibles estrategias de control de la ECh
enfocadas en un area extensa, 7°275.300 km? de biodiversidad que abarca el bosque
himedo tropical de la Amazonia y con una densidad poblacional de 1.24 habitantes/km?
(Aguilar et al., 2007). La situacion eco-epidemiologica de la ECh en esta region difiere
mucho con otras areas endémicas, debido a que la transmision vectorial es esporadica al
ser humano, muchas de las especies transmisoras habitan principalmente en el ambiente
silvestre, que no pueden establecer, ni formar colonias en los ambientes sinanatropicos
(domicilio y peridomicilio). Adicionalmente, la mayoria de comunidades amazonicas son
constituidas por indigenas, que han ido colonizando poco a poco zonas rurales, periurbanas

y urbanas, es por esta razon, que se debe tomar en cuenta las actividades socio econdémicas
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de la poblaciones humanas como son: las silviculturales, turismo, consumo (transmision
oral) de frutos de palmeras donde habitan los triatominos, como también la ingestion de
sangre y de carne cruda o semi-cruda de reservorios de T. cruzi como remedio y/o practicas
culturales por parte de indigenas y colonos que ha ido aumentado los casos de infeccion
con T. cruzi. Los paises involucrados en esta Iniciativa son: Brasil, Colombia, Ecuador,
Per(, Bolivia, Venezuela, Guyana Francesa, Guyana y Surinam (Guhl y Schofield, 2004).
Esta Iniciativa tiene el apoyo de OPS/ OMS como la Secretaria Técnica (Aguilar et al.,

2007).

La sostenibilidad de cualquiera de las Iniciativas exige y demanda la participacion
de los sistemas locales de salud y de las propias comunidades (Dias, 1991, Bryan et al.,
1994; Espino et al., 2004). Con estas Iniciativas se han obtenido avances que han
permitido dar un paso adelante y poner atencién a otros factores, como resaltar la
importancia de especies secundarias que podrian ir invadiendo los nichos ocupados por las
especies primarias, como también desarrollar resistencia a los insecticidas por parte de los
triatominos. Adicionalmente, es necesario estimular a las comunidades rurales a la
realizacion rutinaria de examenes seroldgicos principalmente a la poblacion infantil como
también a madres embarazadas (Chagas congénito) en zonas endémicas. Finalmente, se
debe enfatizar las campafas de prevencion en escuelas y colegios (educacion para la
salud), promoviendo la participacion en talleres donde se integren planes relacionados con

la salud, que deben realizarse de manera continua y permanente (Dias, 2007).
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3.25. SITUACION DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN PAISES NO

ENDEMICOS

La prevencion y el tratamiento de la ECh en paises no endémicos representan un
nuevo reto para el sistema de salud publica de paises principalmente europeos (Mufioz et
al., 2009). Estudios realizados por grupos de investigadores implicados en la prevencion y
tratamiento de la ECh en paises endémicos se ha podido profundizar en las medidas de
intervencion que son necesarias para hacer frente de esta enfermedad. El diagndstico de la
ECh se ha realizado principalmente en mujeres embarazadas latinoamericanas y sus hijos.
Europa es desde hace afos, el lugar de acogida de inmigrantes provenientes de todo el
mundo, y Espafia, a partir de los afios 80, pasa a ser también un pais que acoge
inmigrantes, importando esta parasitosis procedente de paises endémicos (Flores-Chavez et
al., 2008). El primer caso conocido de transmisién fue por trasplante de médula, en 1984
(Villalba et al., 1992). Sin embargo, desde 2005 se han reportado 5 casos de personas con
ECh debido a transfusiones sanguineas (Forés et al., 2007; Pérez de Pedro et al., 2008).
Estudios realizado por Mufioz et al., (2009) en Barcelona, detect6 infeccion por T. cruzi en
el 41 % de personas adultas latinoamericanas testadas, y de este porcentaje, la mayoria

representaban a mujeres embarazadas de origen boliviano.

3.26. SITUACION DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS (ECh) EN EL

ECUADOR

La prevalencia general de la infeccion por T. cruzi probablemente alcanza el 1,38%
de la poblacién general. Las encuestas seroldgicas en areas consideradas endémicas

reportan prevalencias de 3,03% en todas las regiones. En la Costa 2,3%; en la Region
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Andina 3,25% Yy en la Amazonia 2,91%. Entre 165.000 y 170.000 personas son
seropositivas en el pais, donde las mayores tasas se reporta en las provincias de Loja y El
Oro (> 5%). En ausencia de medidas preventivas, se creeria que unas 4.400 personas
adquieren la infeccidn cada afo, calculando una incidencia aproximada de 36 personas por
cada 100.000 habitantes por afio. Los perfiles de mortalidad son de 7.7 muertes por 1.000
seropositivos por afio. Unos 33.500 pacientes sufren formas crénicas sintomaticas, de entre
ellas se creeria que 31.700 padecen de problemas cardiacos y méas de 1.670 personas
padecen de problemas digestivos (Aguilar et al., 1999; Abad-Franch y Aguilar, 2003;
Aguilar et al., 2007). El Ecuador consta de 24 provincias, las cuales abarcan 203 areas de
salud quienes informan la presencia de casos y deben proporcionar un informe al Programa
Nacional de Chagas (PNCh). Sin embargo, estos datos no son cifras totalmente certeras,
debido a que esta enfermedad es considerada como una enfermedad olvidada, y todavia no
se ha hecho un analisis y una encuesta epidemioldgica global a nivel del pais para obtener

una mayor informacion de la misma (Dr. Prado, Jefe del PNCh, comunicacién personal).

El Programa Nacional de Control y Vigilancia de la ECh en el Ecuador se creo el
31 de Octubre del 2003 mediante el Acuerdo Ministerial N°. 0632 (MSP, Ecuador), sin
embargo, recién en el 2005 recibi6 financiamiento. En 1999, la OPS establece el tamizaje
obligatorio para cinco marcadores serologicos, incluyendo la ECh, en donantes y
receptores de sangre y sus componentes (OPS/OMS, 1999); mientras que el 22 de
diciembre del 2006 se promulga una legislacion, segun la Ley Organica de Salud Art. 73,
capitulo VI, que sefiala que “Los hemocentros, bancos, depositos y servicios de transfusion
de sangre, deben mantener programas de gestion y control de calidad interna y externa asi
como cumplir con las normas y disposiciones que para el efecto dicte la autoridad sanitaria

nacional”. El Ministerio de Salud Publica (MSP) establece el Programa de Evaluacion
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Externa del Desempefio (PEED) como mecanismo de control en los Servicios de Sangre
del pais, el cual estd a cargo del Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas
(CIEI) de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE) (PEED, 2011). Su
objetivo fundamental es mantener un sistema seguro para donantes y transfusiones de
sangre en el Ecuador, que intenta evaluar y monitorear de forma independiente la
presentacion de los examenes serologicos que pertenecen al Sistema Nacional de Bancos
de Sangre del Ecuador, por medio de la identificacion de procesos de rastreo e

implementacidn de acciones correctivas (Grijalva et al., 2005b).

Las cargas social y econdmica asociadas pueden cuantificarse en términos de (i)
pérdidas econdmicas (gastos médicos y pérdidas de productividad), que probablemente
alcanzan los 23 millones de dolares al afio, y (ii) pérdidas de afios de vida por discapacidad
(muertes prematuras y discapacidad asociada a las formas cronicas) (Abad-Franch y

Aguilar, 2003).

3.3.  INSECTOS TRANSMISORES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

3.3.1. CLASIFICACION Y SISTEMATICA

Los primeros relatos historicos sobre la existencia y habitos de los triatominos en
America fueron desde el siglo XVI (Neghme, 1982; Zeleddn, 1983). De acuerdo a los
aspectos historicos, la palabra “vinchuca”, es uno de los términos méas usados en el cono
sur para referirse a los triatominos, derivado del quechua “huinchuco”, lo que se creeria
que en épocas precolombinas éstos insectos ya eran conocidos (Neghme, 1982). Los
triatominos poseen diversos hombres comunes o denominaciones populares dependiendo
del pais en el que se encuentren. En el idioma espafiol, se los conoce como “chinches

hocicones” y “cacarachuelos” en México; “pitos” en Colombia; “chinches mamones” y
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“chinches de monte” en Panama; “pitos” y “chipos” en Venezuela; “hitas” en Bolivia,
“barbeiros” en Brasil; “vinchucas” en Argentina, Chile, Uruguay, Bolivia y otras partes de
Sudameérica, en Perl como: “chinches”, “chinchones” y “chirimachas” (Moncayo, 1999) y
en el Ecuador se lo denomina como “chinchorros”, “chinche caballo”, “guaro” en ciertas
partes de de la provincia de Loja, y “machaca” en otros lugares de la provincia de Manabi
(Observaciones por parte del CIEI). En el idioma inglés se lo conoce como “conenose bug”

or “kissing-bug” (Lent y Wygodzinsky, 1979; Galvao et al., 2003).

Los vectores de T. cruzi son insectos del orden Hemiptera, suborden Heterdptera,
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (Tartarotti et al., 2006). Hasta la fecha la
revision de Lent y Wygodzinsky (1979) sigue siendo la mas utilizada, apoyada con la de
Carcavallo et al., 1998a, para la clasificacion taxondémica del grupo. Los insectos ubicados
en el suborden Heteroptera (del griego heteros-diferente) presentan 73 familias, poseen
alas anteriores, denominadas hemiélitros, con la mitad basal membranosa 0 mas delgada
que la otra mitad distal, la cual es mas coriacea. Adicionalmente, poseen un rostrum o
aparato succionador que sale desde la parte frontal de la cabeza (Borror et al., 1989;

Kendall, 2007).

Este aparato picador/succionador les permite alimentarse de diversos liquidos en
la naturaleza, caracteristica por las cuales se agrupa en (i) fitéfagos, se alimentan de savia
vegetal, (ii) entomofagos o predadores, succionan fluidos de otros artropodos; y (iii)
hematofagos, necesitan de la sangre de vertebrados para alimentarse, desarrollarse y

reproducirse (Figura 3) (Borror et al., 1989; Abad-Franch et al., 2001a; Kendall, 2007).
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La familia Reduviidae, consta de 31 subfamilias, entre las cuales tenemos a los
Triatominae, que difieren entre ellas principalmente por un rostrum tri-segmentado que se
fija sobre el surco estridulatorio en el proesterno (Lent y Wygodzinsky, 1979; Borror et al.,
1989). Adicionalmente, son considerados como hematdfagos obligados (Galvéo et al.,
2003). Sin embargo, es importante recalcar que los triatominos no son los Unicos
heterdpteros de habitos hematofagicos, sino que también existen integrantes de las
familias Cimidae “chinches de cama” (Cimex sp.) y Polyctenidae (ectoparéasitos de

murciélagos) (Galvao et al., 2003; Coura, 2008).

Los Triatominos como subfamilia de los Reduviidae, se clasifican en 6 tribus y 18
géneros: (i) Alberproseniini - Alberprosenia, (ii) Bolbodernini - Bolbodera, Belminus,
Microtriatoma, Parabelminus, (iii) Linshcosteusinii - Linshcosteus, (iv) Cavernicolini-
Cavernicola, (v) Rhodniini- Rhodnius, Psammolestes y (vi) Triatomini - Triatoma,
Meccus, Hermanlentia, Eratyrus, Mepraia, Dipetalogaster, Panstrongylus, Nesotriatoma,
Paratriatoma (Lent y Wygodzinsky, 1979; Carcavallo et al., 2000; Sandoval et al., 2000;
Galvdo et al., 2003; Forero et al., 2004; Poinar, 2005; Galvao y Angulo, 2006). Schofield y
Galvao (2009) reportan 140 especies, de las cuales alrededor de 109 son endémicas del
Nuevo Mundo (Galvéo et al., 2003; Forero et al., 2004; Poinar, 2005; Galvdo y Angulo,
2006). Sin embargo, para llegar a esta clasificacion, basicamente se han basado en
caracteristicas morfologicas, como también en comparacion de caracteres citogenéticos y
moleculares, donde se han presentado algunos problemas para llegar a una clasificacion

unificada y estable (Schofield y Galvao, 2009).

La distribucion geogréafica de los triatominos a nivel mundial se extiende entre los

paralelos 55 Norte y 55 Sur. En el Continente Americano esta subfamilia se distribuye
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entre los paralelos 46 Norte y 46 Sur. La especie Triatoma rubrofasciata, que se ha
registrado en el este de Asia (desde China hasta el norte de Australia) es de ubicacion
cosmopolita-tropical, la cual se cree que fue dispersada mediante barcos alrededor del
mundo, considerada por lo tanto, como el ancestro de las especies asiaticas (Schofield,
2000b; Tartarotti et al., 2006; Schofield y Galvdo, 2009). Adicionalmente, especies del
género atipico, Linshcosteus, con seis especies descritas, son conocidas en el subcontinente
Indio (Tartarotti et al., 2006). Estudios moleculares muestra que Linshcosteus y T.
rubrofasciata son grupos hermanos y forma un solo clado (Hypsa et al., 2002; Schofield y
Galvdo, 2009), a partir de un ancestro comun, que se supone fueron Reduvideos
predadores que se adaptaron a la hematofagia (Gaunt y Miles, 2000; Tartarotti et al.,
2006). Una de las grandes interrogantes que aun genera discusiones y controversias entre
los cientificos, es conocer si esta subfamilia es de origen monofilético o polifilético

(Galvao et al., 2003; Tartarotti et al., 2006).

Los géneros Triatoma y Panstrongylus (tribu Triatomini) estan cercanamente
asociados y se encuentran filogenéticamente distantes del género Rhodnius (tribu
Rhodniini) (Gaunt y Miles, 2000). Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus son los principales

géneros transmisores de la ECh en Latinoamérica (Figura 4) (CDC, 2011).

Dentro de la tribu Triatomini y Rhodniini se encuentran los principales géneros y
especies de importancia en salud publica (Marquardt et al., 2005), estas dos tribus
(Triatomini y Rhodniini) poseen caracteres convergentes, que pareceria que se encuentran
asociados dependiendo del tipo de alimentacidn; sin embargo, tienen diferencias en
patrones sensoriales (Catald y Schofield, 1994; Schofield, 1994; Catala, 1997) y en la

fisiologia de sus glandulas salivales (Ribeiro et al., 1998; Soares et al., 2000). De acuerdo,
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a comparaciones morfométricas (alas y cabezas), junto con andlisis moleculares (Garcia et
al., 1998; Lyman et al., 1999) sustentan la idea del origen polifilético y se pensaria que
estas dos tribus se originaron probablemente de formas predadoras diferentes (Schofield,

2000D).

3.3.2. CICLO DE VIDA DE LOS TRIATOMINOS

Los triatominos son hemimetabolos (presentan una metamorfosis sencilla, sus
larvas presentan una morfologia similar a los adultos). De huevo pasan por cinco estadios
ninfales, larvas sin alas y un estadio imaginal; adultos alados, sexualmente maduros, con
los genitales completamente desarrollados. Para completar su ciclo bioldgico, requieren un
tiempo aproximado de 3 meses a 2 afios dependiendo de la especie, y de las condiciones
ambientales (Caceres, 2005; Marquardt et al., 2005; Villacis et al., 2008). La obtencion de
sangre en los triatominos es indispensable para la muda y la continuacién de su desarrollo
(Abad-Franch et al., 2001a; Caceres, 2005; Villacis et al., 2008). Los huevos son
colocados entre 10 y 15 dias después de la cépula (Villacis et al., 2008). Algunas hembras
no apareadas pueden poner algunos huevos, pero éstos seran infértiles (Caceres, 2005). El
namero de huevos puestos por hembra y la frecuencia de la ovipostura depende
principalmente de la cantidad de sangre ingerida (Friend et al., 1965; Patterson, 1979),
como también de la especie (Marquardt et al., 2005). Una hembra puede producir hasta
1.000 huevos durante su vida, pero el promedio es de 200-300 cada afio, sin embargo,
algunas especies pueden poner entre 100 y 600 huevos a lo largo su vida reproductiva, los
cuales pueden colocarlos individualmente o en grupo, ya sea en la tierra, madera, o en
diferentes lugares donde puedan adherirse (Abad-Franch et al., 2001b; Caceres, 2005;

Weiss et al., 2011). Los huevos son de forma oval, mas o menos elipticos, presentan un
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opérculo en uno de sus extremos, por el cual emerge la ninfa I. A la puesta, los huevos son
de color blanco-perla o gris, posteriormente cambian a rosado o rojizo a medida que el
embrion se desarrolla (Schofield, 1994; Céaceres, 2005; Marquardt et al., 2005; Villacis et
al., 2008). El tiempo que transcurre desde la puesta de los huevos hasta que eclosiona la
ninfa | varia dependiendo de la especie (Céaceres, 2005; Villacis et al., 2008).
Transcurridos de dos a tres dias después de emerger, las ninfas ya estan listas para
alimentarse; de no conseguir alimento, pueden pasar varias semanas en ayunas (Friend et
al., 1965; Patterson, 1979; Céaceres, 2005). Si las condiciones de alimentacidn son buenas,
las ninfas pueden ingerir sangre hasta nueve veces su peso, mientras que los adultos,

aproximadamente, de 2 a 4 veces (Céaceres, 2005; Villacis et al., 2008).

3.3.3. HABITATS DE LOS TRIATOMINOS

Los triatominos se pueden encontrar en tres habitats que son: el silvestre,
peridomicilar y domiciliar. El habitat silvestre, abarca algunos microhabitats como
palmeras, arboles huecos, rocas, nidos de vertebrados; cuevas habitadas por murciélagos,
madrigueras de mamiferos, lugares propicios donde algunos mamiferos oportunistas, como
roedores y marsupiales son considerados como fuente y alimento estable de alimento para

los triatominos.

Definir el habitat peridomiciliar ha sido una tarea dificil. Gdrtler, (1999) define al
peridomicilio como el area alrededor de los dormitorios donde se realiza la actividad
humana cotidiana y se alojan los animales domésticos, pudiendo abarcar un radio de hasta
150 m alrededor de los domicilios; este habitat es el lugar que probablemente brinda una

mayor cantidad de refugios, por la amplia superficie que comprende. En este ambiente
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encontramos, acumulaciones de objetos como lefia, ladrillos, tejas y productos agricolas

(Zeledon et al, 1977; Abad-Franch et al., 2001a; Villacis et al., 2010).

En el habitat domiciliar, se pueden encontrar en las grietas de las paredes, debajo de
la cama, detras de cuadros, en acumulaciones de objetos como cartones con ropa, y nidos
de gallinas o cuyeras, si éstas se encuentran dentro de la vivienda (WHO, 2002; Grijalva et

al., 2011).

3.3.4. DISTRIBUCION DE POBLACIONES DE TRIATOMINOS EN EL

ECUADOR

La presencia de al menos 16 especies de triatominos ha sido reportada en el
Ecuador (Abad-Franch et al., 2001b; Grijalva et al., 2005a; Grijalva et al., 2010; Villacis et
al., 2010; Grijalva et al., 2011). De estas 16 especies, siete parecerian estar involucradas en
la transmisién de T. cruzi a personas en diferentes partes del pais: Las dos especies
vectoras mas importantes del pais son: Triatoma dimidiata (Guayas, Manabi, Los Rios, El
Oro y Santo Domingo de los Tséachilas; Napo y Sucumbios deben ser confirmadas)
(Aguilar et al., 1999) y Rhodnius ecuadoriensis (Guayas, Manabi, Los Rios, El Oro, Loja 'y
Santo Domingo de los Tsachilas); Triatoma carrioni en Loja (Grijalva et al., 2005a;
Grijalva et al., 2010; Villacis et al., 2010); Rhodnius pictipes, Rhodnius robustus y
Panstrongylus geniculatus en la cuenca Amazonica (Aguilar et al., 1999; Abad-Franch et
al., 2001b). Panstrongylus rufotuberculatus y P. chinai en zonas més restringidas (Abad-
Franch et al., 2001b) como Loja (Grijalva et al., 2005) y P. howardi, especie endémica de
la provincia de Manabi, de importancia epidemioldgica (Grijalva et al., 2011) por tener un

indice de infeccion de ~ 78,6 % (Grijalva et al., 2011). Otras especies que muy poco se



30

conoce sobre su comportamiento e importancia epidemiologica son P. herreri, Eratyrus
mucronatus, E. cuspidatus, Cavernicola pilosa, Triatoma venosa y T. dispar (Aguilar et

al., 1999; Abad-Franch et al., 2001b).

En cuanto a su distribucion general en el Ecuador, los triatominos se localizan en
zonas de vida que se encuentran entre el nivel del mar hasta los 2.650 msnm en Loja, que
corresponde a un registro de Triatoma carrioni (Lent y Wygodzinsky, 1979; Abad-Franch
et al., 2001b, Grijalva et al., datos no publicados). Adicionalmente, ocupan areas con un
amplio rango climatico, incluyendo zonas con pluviosidad anual desde 62.5-125 mm/afio
en zonas de desierto tropical hasta 2 000-4 000 mm/afio en zonas de bosque lluvioso, y
temperaturas medias anuales desde 12-18 °C en el bosque montano bajo hasta 24-26 °C en

zonas costeras de bosques secos tropicales (Abad-Franch et al., 2001a).

3.4. Rhodnius ecuadoriensis (Lenty Ledn, 1958)

3.4.1. GENERALIDADES Y DISTRIBUCION

Rhodnius ecuadoriensis es considerado como un derivado evolutivo de R.
pallescens, representado por una serie de poblaciones en el limite sur de un gradiente de
especies norte-sur (Lopez y Moreno, 1995). Estas dos especies, junto a R. colombiensis,
conforman el grupo “pallescens” de la cordillera de los Andes, en el noroeste de América
del Sur (Schofield y Dujardin 1999). Las tres especies son casi exclusivamente arbdreas y
colonizan las palmeras (Barrett, 1991), por ejemplo, R. colombiensis esta asociada a las
palmas de vino (Attalea butyraceae), en la region central de Colombia (Moreno et al.,

1999). R. pallescens, también se encuentra asociado a palmeras del género Attalea pero en
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un area geografica mayor (Pizarro y Romafia,1998). Hasta ahora las especies del grupo
pallescens son consideradas de importancia secundaria como vectores de la ECh, debido a
que muestran baja capacidad para colonizar viviendas, donde los adultos vuelan
frecuentemente a las viviendas, y pueden transmitir la enfermedad a animales domésticos y
seres humanos, como es el caso de R. pallescens en Panama. Sin embargo, R.
ecuadoriensis se encuentra ampliamente distribuida en el centro y el sur del Ecuador como
también en el norte del Per(, aunque en este ultimo su distribucion es netamente domiciliar
(Abad-Franch et al., 2001b, Cuba-Cuba et al., 2002, Grijalva et al., 2005a). Existe la
hipotesis que poblaciones domiciliares del norte del Pert han sido importadas desde el sur del
Ecuador (Schofield y Dujardin, 1997), pero no hay suficiente estudios para asegurar esta

hipétesis.

Esta especie se la ha considerado como el segundo vector de ECh en el Ecuador. La
presencia de R. ecuadoriensis se ha registrado en mas de 110 localidades del pais,
correspondientes a seis provincias (Santo Domingo de los Tsachilas, Manabi, Guayas, Los
Rios, ElI Oro y Loja) de las veinte y cuatro, y es considerado como vector primario en los
valles interandinos de Loja y el Oro. Esta especie puede ocupar zonas entre 0 y 900 m de
altitud (>2000 msnm), donde la pluviosidad anual es de 125-4000 mm y temperaturas
promedio que oscilan entre 18°C y 26°C (Abad-Franch et al., 2001a; Abad-Franch, 2002;

Cuba-Cuba et al., 2002; Villacis et al., 2010; Grijalva et al., datos no publicados).

3.4.2. HABITATS DE Rhodnius ecuadoriensis

Rhodnius ecuadoriensis, es una especie que se encuentra en los tres habitats

(domiciliar, peridomiciliar y silvestre) (Grijalva et al., 2010; Villacis et al., 2010); en el
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ambiente silvestre se encuentra relacionado con palmeras del género Phytelephas
aequatorialis, las cuales se consideraba como el primer ecotopo de este triatomino
(Aguilar et al., 1999, Abad-Franch et al., 2001a, Abad-Franch et al., 2005b, Cuba-Cuba et
al., 2002). P. aequatorialis tiene una gran importancia econdmica en el oeste del Ecuador,
ya que se utilizan sus frutos para la manufacturacion de artesanias y las hojas para la
construccién de techos en las viviendas (Henderson et al., 1995, Southgate, 1997, Abad-
Franch et al., 2005). A esta palma se la conoce como “palma de tagua o cade”, y son
abundantes en el bosque himedo de las provincias de Manabi y Santo Domingo de los
Tséachilas, en el centro—oeste de Ecuador. Su presencia va disminuyendo hacia el sur,
siendo menos frecuente en la provincia del Oro y ausente en los valles interandinos de la
provincia de Loja (Cuba-Cuba et al., 2002), donde la vegetacion cambia a bosque seco. Sin
embargo, estudios han demostrado que R. ecuadoriensis en la provincia de Loja y Manabi
se encuentra asociada a nidos de ardillas (Sciurus stramineus) (Grijalva y Villacis, 2009;
Suarez-Davalos et al., 2010; Villacis et al., 2010; Grijalva et al., datos no publicados), y en
la provincia de Guayas asociado con el ave, Campylorhynchus fasciatus (Troglodytidae)
(Grijalva et al., 2010); y en la provincia de los Rios, a esta especie se le ha encontrado
asociado con Elaeis guineensis o palma africana de aceite (Cuba-Cuba et al., 2002), la cual
es cultivada principalmente en la parte costera como también en la region Amazénica del

Ecuador.

Rhodnius ecuadoriensis, se encuentra en los habitats domiciliar principalmente en
las tablas de las camas, detras de cuadros, en grietas en las paredes de adobe o bareque,
ademas se puede encontrar en cuyeras o nidos de gallina si éstas se encuentran dentro de la
vivienda (Villacis et al., 2010). En el ambiente peridomiciliar, esta especie se encuentra,

especialmente en nidos de gallina (construidos con hojas de platano), cuyeras, y en
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acumulaciones de madera y lefia, lugar propicio para que puedan anidar los roedores y otro

mamiferos oportunistas (Villacis et al., 2010; Grijalva et al., datos no publicados).

3.4.3. MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA DE Rhodnius ecuadoriensis

Rhodnius ecuadoriensis es un triatomino pequefio, de color marrén claro arenoso,
con marcas 0 manchas irregulares distribuidas por diferentes zonas del cuerpo. La cabeza
es corta y ancha de aspecto rugoso en comparacién con otras especies del mismo género,
sus o0jos son pequefios. El cuello es claro en su parte basal y oscuro en los laterales. El
escutelo es de color claro (Lent y Ledn, 1958). Los hemiélitros son de color arenoso,
incluyendo la venacidn; los espacios entre las venas muestran bandas y manchas oscuras
irregulares. Sus patas son de color marron claro amarillento o arenoso, con un patrén de
manchas irregulares mas oscuras especialmente conspicuo en los fémures (Lent y Leon,
1958), esta caracteristica comparte con otras especies del mismo género, como R.
pallescens (Abad-Franch, 2002). En cuanto a su tamafio, la longitud total de los adultos,
los machos miden 12,5 — 13,5 mm, mientras que las hembras son de 14,5 mm (Lent y
Ledn, 1958). Sin embargo, estudios realizado por Villacis et al., 2008, al comparar
poblaciones de R. ecuadoriensis de Loja y Manabi, encontrd diferencias entre los machos y
hembras de R. ecuadoriensis 13,82 + 0,36 mm, y 16,59 + 0.32 mm de respectivamente en
Manabi; mientras que en Loja los machos presentaron un tamario de 12,53 + 0,33 mm, y
las hembras 14,72 + 0,39 mm (Figura 5), se pensé que estas diferencias podrian deberse a
consecuencia de la adaptacion a factores como el clima, el ciclo de vida, disponibilidad de
alimento (sangre), esta situacion es diferente en habitats silvestre (Zarate, 1983; Schofield,
1985; Cabello et al., 1987, Guarneri et al., 2000a,b; Martinez-lbarra et al., 2003, Arévalo

et al., 2007; Villacis et al., 2008).
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Segun Villacis et al., 2008, el ciclo de vida de R. ecuadoriensis se cumple en
aproximadamente seis meses desde que son huevos hasta adultos, se demoran 15 dias hasta
el momento en que eclosiona la ninfal I (NI). Para completar todo el ciclo, necesitan por lo
menos ingerir una cantidad representativa de sangre durante cada estadio ninfal hasta llegar
a ser adulto y completar su ciclo. Los especimenes de R. ecuadoriensis de Manabi
presentaron un mayor tamafio de ingesta que los de Loja, registrando una correlacion con
el tamafio del cuerpo, siendo méas grande los individuos de Manabi que los de Loja, tanto

en hembras como machos (Figura 5).

El estudio de los habitos de alimentacion y defecacidn tanto en los adultos como
en las ninfas de R. ecuadoriensis demostraron que defecan durante o inmenditamente
después de la alimentacidn (post-prandial). Mas aun, las hembras adultas parecen tener una
mayor capacidad vectorial que los otros estadios, lo que ha sido reportado en algunas
especies de triatominos como también en R. ecuadoriensis (Rabinovich et al., 1979;

Crocco y Catald 1996; Nogueda-Torres et al., 2000; Nattero et al., 2002).

3.5, GENOTIPOY FENOTIPO

El fenotipo es la expresion del genotipo en un determinado ambiente. Los rasgos
fenotipicos incluyen rasgos tanto fisicos como conductuales. Cada individuo es un ser
unico que expresa en sus formas, colores, proporciones y tamafio, donde se entrelazan los
genes y el ambiente (Catald y Dujardin, 2007a). Mientras que el genotipo se lo define
como el conjunto de genes o informacidn genética que posee un organismo en particular,

en forma de ADN (Hartl, 2000).
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3.5.1. PATRONES MORFOLOGICOS - FENOTIPO

La morfologia es una disciplina que estudia el fenotipo en todos sus aspectos, ésta
permite interpretar relaciones funcionales y adaptaciones al habitat por parte de las
distintas especies de triatominos (Catala y Dujardin, 2007a). La expresién genética
interacta con la variabilidad ambiental para dar origen a la diversidad fenotipica. El
individuo adulto es el resultado de tal interaccién que se presenta a lo largo de su

desarrollo (Jaramillo, 1999).

La morfologia cuantitativa, permite expresar numéricamente la diversidad
bioldgica, que es el resultado de la interaccion del genotipo con el medio ambiente, ya sea,
a nivel eco-geografico, adaptacion al habitat y/o preferencia a un hospedero (Dujardin et
al., 2009). Existen algunas técnicas que permiten cuantificar la variacion morfologica, pero

las mas utilizadas son los fenotipos antenales y la morfometria geométrica.

Segun Catald y Dujardin (2007a), existen algunas causas de variacion morfologica,
como por ejemplo (i) fisiologicas, el crecimiento de un organismo, en el que se cambia las
dimensiones anatémicas de un determinado 6rgano o unidad funcional, afectando el
producto final (geometria), (ii) patologicas, que afectan o producen inestabilidad en el
crecimiento o desarrollo de un organismo, modificando la morfologia del espécimen; éstas
pueden ser inducidas por mutacion, o por intoxicacion (insecticidas), siendo detectable al
examinar la simetria del individuo; (iii) genéticas, el crecimiento del organismo se produce
principalmente durante la morfogénesis, y el control genético regula la secuencia que

influye en el crecimiento y desarrollo de cada érgano.
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Es importante también conocer que la estructura poblacional y, en especial, el
aislamiento poblacional puede generar variaciones morfoldgicas intra-especificas debidas a
la deriva genética. Este es un mecanismo frecuente de variacion genética entre poblaciones
de una misma especie, que no es precisamente por mutacion genética, sino por un cambio
en la frecuencia de los genes. En la medida en que la estructuracién poblacional tenga un
papel en la formacion de las especies, tales cambios morfoldgicos se pueden llamar
variaciones micro-evolutivas (Catald y Dujardin, 2007a). Las causas adaptativas se refieren
a la seleccién de genotipos adaptados a un ambiente externo particular. Tipicamente, son
modificaciones asociadas a las regiones geogréaficas diferentes, y en ecotopos diferentes.
Las variaciones climaticas o ecoldgicas no seleccionan directamente a los genotipos, pero
seleccionan a los fenotipos. Los fenotipos "optimos™ sobreviven y se reproducen (Dujardin

et al., 2009).

3.5.11. SISTEMA SENSORIAL DE LOS INSECTOS: FENOTIPO

ANTENAL

El sistema sensorial de los insectos, ha evolucionado con numerosas
especializaciones que les han permitido detectar y monitorear ciertas caracteristicas del
medio que les rodea. EI inmenso nimero de especies de insectos y la variedad de habitats
en los que ellos puede vivir y adaptarse adecuadamente, ha despertado el interés de
conocer mas sobre este sistema, que les permite responder ante las presiones selectivas de

manera eficiente y sobrevivir ante adversidades.

La antena es un organo imprescindible para el triatomino (Catala y Schofield 1994;

Catala 1997), y constituye el mayor sistema sensorial (sensores de ambiente) (Dujardin et
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al., 2009). El sensillum (plural sensilla) es la unidad estructural en la que derivan la
mayoria de los drganos sensoriales de insectos. Esta consiste basicamente de una estructura
cuticular en forma de cerda o pelo, esta estructura esta formada de una o méas neuronas
sensitivas y una 0 mas células acompafantes que reciben estimulos que alcanzan los
nervios y desde alli al cerebro. Estos sensilla reciben estimulos: (i) mecanicos (bristles —
BR), (ii) quimicos (basicénicos - BA, y las sensillas tricoideas: tricoides de pared fina -
TPF y tricoides de pared gruesa - TPG); (iii) higrotérmicos (coeloconicos), (iv) receptores
infrarojos (cave organ) y (v) los propioreceptores (campaniformes). Los tres altimos son
poco conocidos para estudios de triatominos (Catala y Schofield, 1994; Catald, 1998;

Lorenzo-Figueiras y Lazzari, 1998; Lorenzo et al., 1999).

Estos receptores sensoriales estan localizados especialmente en antenas, piezas
bucales, genitalia y patas pero también es posible hallarlos en otras partes del cuerpo
(Catalda y Schofield, 1994). Mediante estos receptores pueden captar olores del habitat, a
los deméas miembros de la poblacion (ferormonas) y buscar hospederos para el proceso de
alimentacion (Schofield, 1994). Estudios realizados con otras especies, indicaron, que la
temperatura y algunos estimulos quimicos como: CO,, amoniaco, acido lactico, piravico y
butirico son atrayentes para que sean percibidos por los triatominos (Lorenzo Figueiras y
Lazzari, 1998; Lorenzo et al., 1999). Adicionalmente, mediante receptores se pueden
percibir sonidos, corrientes de aire y movimientos en general y calor (Lorenzo Figueiras y

Lazzari, 1998; Lorenzo et al.,1999).

El nimero de sensilla de cada tipo y su distribucion sobre un 6rgano constituyen el
patron de sensilla o fenotipo antenal. El fenotipo antenal pareceria que esta estrechamente

vinculado a las necesidades especificas en una etapa del ciclo vital, sexo, especie 0
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poblacién. Los estudios de fenotipo antenal (tipo y nimero de sensilla presentes en las
antenas) han sido muy Utiles para diferenciar géneros, especies y sexo en los triatominos,
actualmente se esta utilizando en la comparacion de la adaptacion de las poblaciones de
una misma especies a diferentes habitats, y distribucién geogréafica (Catala y Schofield
1994; Catala, 1997; Gracco y Catala 2000; Carbajal de la Fuente y Catala 2002; Moreno et
al., 2005; Catald y Dujardin 2007b; Carbajal de la Fuente et al., 2008). Los tipos de
receptores presentes en cada segmento de la antena estan definidos genéticamente para
cada especie, no obstante, el fenotipo antenal pueden estar influenciado por las condiciones
ambientales (Catald y Dujardin, 2001; Carbajal de la Fuente y Catala, 2002; Villela et al.,
2005; Arroyo et al., 2006; Esteban et al., 2006). Cada muda que sufre un triatomino en su
desarrollo significa un cambio de la estructura de la antena. Al formarse una nueva cuticula
en cada estadio, aumenta el namero de sensilla antenales, de ésta manera, se facilitan las
necesidades sensoriales del insecto. Las mayores modificaciones del fenotipo antenal
ocurren en la ultima muda (Gracco y Catala 2000). Durante la vida ninfal de los
triatominos, las actividades que desempefian son basicamente la bdsqueda de alimento y
refugio (Catala y Schofield, 1994), mientras que los adultos incorporan otra actividad
ademas de las antes mencionadas, que es la necesidad de encontrar un compariero sexual;
en el caso de las hembras, buscan un lugar adecuado para la ovoposicion y la capacidad de
dispersarse mediante el vuelo a la basqueda de nuevos habitats y hospederos (Mclver,
1987; Catala y Schofield, 1994). Sin embargo, para la realizacion de todas estas

actividades necesitan energia, y esa energia es adquirida por medio del alimento (sangre).
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3.5.1.2. MORFOMETRIA

La morfometria es la descripcion cuantitativa, andlisis e interpretacion de la forma
y la variacion de la misma en Biologia (Rohlf, 1990). Tradicionalmente las variables
usadas en los analisis morfométricos son las coordenadas de los puntos o distancias entre
puntos, al seleccionar las variables reducimos el volumen de datos, sin perder la habilidad
de representar la forma de las estructuras de una manera adecuada (Rohlf, 1990). Se
pueden encontrar dos tipos de Morfometria, (i) la Tradicional (MT) y (ii) la Geométrica
(MG). La MG es una técnica que preserva la informacion de la geometria del organismo,
mientras que la MT es una aplicacion de métodos estadisticos multivariados a colecciones

arbitrarias de variables de tamafio o conformacién (Jaramillo, 1999).

La Morfometria proporciona un conjunto de técnicas analiticas para cuantificar la
variacion morfométrica y de esta manera, dividir los componentes ya sea el genético o el
ambiental de los rasgos examinados, es decir, estudiar por separado la conformacién vy el
tamano, relacionando con el entorno interno y externo de las poblaciones, asumiendo que
ambos pueden ser modificados por razones bioldgicas diferentes (Jaramillo et al., 2002;
Villegas et al., 2002). EI componente (conformacion) presenta mayor estabilidad y se
supone que su analisis informa sobre la variacion genética (Jolicoeur, 1963; Pimentel,
1992); mientras que el componente (tamafio) es mas sensible a variaciones ambientales
(Dujardin y Le Pont, 2000). En los analisis morfométricos es importante contestarnos si los
cambios morfométricos que se observan en las poblaciones son de naturaleza genética o
ambiental. Sin embargo, la informacion que se pueda extraer de la variacion morfométrica

ayuda a responder de manera preliminar a la pregunta de las causas de la variacion, no
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obstante, se necesita complementar y comparar con estudios moleculares (Dujardin y Le

Pont, 2000).

De acuerdo a Dujardin (2000), se pueden definir matematicamente dos tipos de
crecimiento (i) la alometria, la cual es cualquier cambio de conformacién con el tamafio, es
decir, cambios de forma en funcion del tamafio. Este tipo de crecimiento es de
comportamiento comun en la naturaleza y se da cuando la velocidad de crecimiento de una
parte del organismo es diferente a la de otra parte o a la del cuerpo como un todo
(Jaramillo, 1999). Jarrin (2005), describe el efecto alométrico como la “variacion
intraespecifica, no geografica™, y reconoce que el ambiente puede afectar mas facilmente el
tamafo que la estructura en las formas bioldgicas. Los efectos de la presion selectiva
impuesta por el ambiente como: requerimientos fisioldgicos, interacciones competitivas,
dimensionalidad del nicho ecoldgico, estatus social, competitividad reproductiva, entre
otros factores, influyen en la dindmica evolutiva de poblaciones y especies, e interactian
en forma compleja y poco comprendida con la variabilidad en tamafio, ya sea de forma
directa o indirecta a través de correlaciones con la estructura biologica. La variabilidad de
tamafo y la interaccion con las estructuras bioldgicas, generan variacién que puede dar a
lugar a procesos de especiacién y adaptacion evolutiva. (ii) El crecimiento isométrico se
presenta cuando la velocidad de crecimiento es la misma que la del crecimiento global.
Este tipo de crecimiento es una excepcion en la naturaleza (Jaramillo y Dujardin, 2002). La
causa mas frecuente de diferencias de tamafio entre individuos de la misma especie es
fisiolOgica, es decir, el crecimiento desigual. Pero las diferencias de tamafio resultan tanto
de causas ambientales como geneticas: la divergencia causada por el aislamiento

geografico (diferenciacion geografica) y la seleccion natural de genotipos que expresan un
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fenotipo de tamaiio ligado a caracteres con mayor eficacia biologica (“fitness”) (Dujardin,

2000).

35.1.2.1. MORFOMETRIA GEOMETRICA (MG) DE HEMIELITRO

En 1993 se cred el acceso a nuevas herramientas conocidas como “morfometria
geométrica” (MG), que es una técnica novedosa, en la cual se utiliza como informacion
principal la posicion relativa de puntos anatémicos de referencia que son homélogos de un

individuo al otro (Rohlf y Marcus, 1993).

La morfometria se usa en estudios taxondmicos, genéticos y ecoldgicos, ha sido
utilizada en muchos campos como: citologia, antropologia, geologia, paleobiologia,
nematologia y entomologia (Rohlf, 1990). Actualmente, la morfometria se ha utilizado
como un marcador fenético en los triatominos, aplicandose a diferentes campos tales como
filogenética, diferenciacion de ecotopos, diferenciacion geogréafica, entre otros (Casini et
al., 1995; Schofield et al., 1996; Dujardin et al., 1999; Monroy et al., 2003; Bustamante et
al., 2004). De igual manera, se ha utilizado para estudios en taxonomia y sistematica
filogenética (Dujardin et al., 1999; Gumiel et al., 2003), diversidad biolégica (Adams et
al., 2004), biologia evolutiva (Foottit and Sorensen, 1992) y diferenciacion sexual en las

distintas especies de triatominos (Matias et al., 2001, Villegas et al., 2002).

La MG ademéas ha permitido estimar la estructuracion espacial como también
caracterizar las poblaciones en distintos habitats (Gumiel et al., 2003; Schachter-Broide et
al., 2004; Feliciangeli et al., 2007), esto ha sido probado para los principales transmisores

de la ECh como Triatoma infestans (Catala y Dujardin 2001; Hernandez et al., 2008;
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Abrahan et al., 2008; Herndndez et al., 2011), Triatoma dimidiata (Catala et al., 2005,
Arroyo et al., 2006), Panstrongylus megistus (Villela et al., 2005) y Rhodnius prolixus

(Esteban et al., 2006).

3.5.2. PLASTICIDAD FENOTIPICA (PF)

Para los estudios de la variacion intraespecifica, es importante entender la
definicion de plasticidad fenotipica (PF), la cual es la habilidad de un genotipo para
producir mas de una alternativa en la morfologia, estado fisiolégico y/o comportamiento en
respuesta a las condiciones ambientales. La PF juega un papel determinante en los
procesos de especiacion dentro de los cambios morfoldgicos dentro de una misma especie
(West-Eberhard, 1989). Sin embargo, la PF no ha sido considerada como un factor
importante en la evolucién ya que evolucion en general se define como un cambio en las
frecuencias génicas, por lo que las variaciones asociadas con las condiciones ambientales
no se consideran evolucién, no obstante, el ambiente no es un agente de seleccion es un
agente de desarrollo, el cual influencia el rango de fenotipos que seran producidos por un
genotipo (Dujardin, 2000). Los cambios fenotipicos son los primeros que ocurren en el
proceso de la llegada de una poblacion a un nuevo habitat o nicho (West-Eberhard 1989).
Las poblaciones y las especies se pueden solapar cuando los caracteres son estudiados
individualmente, pero pueden convertirse en identidades distintas cuando muchos

caracteres juntos son considerados (Foottit y Sorensen, 1992).

Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de informacion que pueden proporcionar
los marcadores fenéticos, estos deben estar apoyados con estudios de marcadores

moleculares, que permitan conocer la variacion genética de una especie en particular. La
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aplicacion de técnicas moleculares han sido utilizadas para conocer las causas Yy
consecuencias de cambios historicos en las poblaciones naturales, como también la
cantidad y distribucién de la variabilidad genética dentro y entre las poblaciones (flujo

génico) (Troya, 2006).

3.5.3. CRUCES EXPERIMENTALES - PRIMERA GENERACION (F1)

En los ultimos afos se han aplicado diversidad de técnicas moleculares y
morfomeétricas con el fin de llevar a cabo la identificacién de especies. Recientemente se
ha sugerido el uso de herramientas complementarias a estas técnicas para el estudio de la
sistematica de insectos en general y de los triatominos en particular (Dujardin, 2006). Los

cruzamientos experimentales de diferentes poblaciones o especies son una de ellas.

Los genes de cada poblacion se integran en complejos coadaptados y su ruptura
puede modificar patrones de conduca simple y compleja (Godoy-Herrera, 2001). Cuando
los seres vivos se reproducen sexualmente, sus descendientes desarrollan rasgos diferentes,
que son heredados de cada uno de sus padres. Existen algunas teorias que han sido
formuladas para explicar como se heredan las caracteristicas (Hartl, 2000). Las leyes de
Mendel explican y predicen como van a ser las caracteristicas de un nuevo individuo,
partiendo de los rasgos presentes en sus padres y abuelos. Las caracteristicas se heredan de
padres a hijos, pero no siempre de forma directa, puesto que pueden ser dominantes o
recesivos. Los caracteres dominantes se manifiestan siempre en todas las generaciones,
pero los caracteres recesivos pueden permanecer latentes, sin desaparecer, para

manifestarse en generaciones posteriores (Hartl, 2000).
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Los principios establecidos por Mendel (1822-1884) fueron los siguientes:

(i)

(ii)

(iii)

Primera ley de Mendel o ley de la uniformidad. Establece que si se cruzan dos
razas puras para un determinado caracter, los descendientes de la primera
generacion son todos iguales entre si (igual fenotipo e igual genotipo), e iguales (en

fenotipo) a uno de los progenitores.

Segunda ley de Mendel o ley de la segregacion. Establece que los caracteres
recesivos, al cruzar dos razas puras, quedan ocultos en la primera generacion (F1) y
reaparecen en la segunda (F2), en proporcion de uno a tres respecto a los caracteres
dominantes. Los individuos de la F2 que resultan de los hibridos de la F1 son
diferentes fenotipicamente unos de otros; esta variacion se explica por la
segregacion de los alelos responsables de estos caracteres, que en un primer
momento se encuentran juntos en el hibrido y que luego se separan entre los

distintos gametos.

Tercera ley de Mendel o ley de la independencia de caracteres. Establece que
los caracteres son independientes y se combinan al azar. En la transmision de dos o
mas caracteres, cada par de alelos que controla un caracter se transmite de manera
independiente de cualquier otro par de alelos que controlen otro caracter en la

segunda generacion, combinandose de todos los modos posibles.

El principal enfoque que se ha utilizado para los estudios de cruces experimentales

es el de la hibridizacion entre especies; sin embargo, también se ha aplicado para estudios

de poblaciones geograficas, que con anterioridad habian sido consideradas dentro de una
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misma especie. Los estudios de hibridizacion en Triatominos permite la formulacion de
hipdtesis concernientes al origen y divergencia de las especies como tal (Belisario et al.,
2007) o cripticas (Panzera et al., 2006). Debido a la similitudes morfoldgicas, la mayoria
de especies de Triatominos pueden ser agrupadas en complejos especificos (Carcavallo et
al., 2000), los cuales han sido muy discutidos en el contexto de re-evaluar la distincion de
las especies y establecer términos precisos para su identificacion (Belisario et al., 2007). El
aislamiento reproductivo es el mejor criterio para evaluar el estatus taxonomico de una

determinada poblacién (Costa et al., 2003; De Souza et al., 2008).

Los estudios utilizando cruces experimentales en insectos parten del concepto de
especie propuesto por Dobzhansky (1937): “Una especie es un grupo de individuos
completamente fértiles, pero reproductivamente aislados de otros grupos similares debido a
sus caracteristicas fisioldgicas, produciendo incompatibilidad parental, hibridos estériles o
ambos”. Muchas especies de Triatominos, morfolégicamente similares o no, genéticamente
cercanas 0 no, se conoce que producen hibridos bajo condiciones tanto naturales como

experimentales (Noireau et al., 1998; Belisario et al., 2007; Costa et al., 2009).

Diferentes estudios sugieren que los factores ecoldgicos podian influenciar en el
proceso de especiacion en los Triatominos y que la diferenciacion morfologica podria ser
mas rapida que la instalacion de barreras reproductivas o genéticas (Usinger et al., 1966;
Pereira et al., 1996; Dujardin et al., 1999). Asi, la especie morfoldgica seria una “especie
ecologica”, una vision que se ajusta al concepto de “unidades evolutivas” en el que dos
poblaciones se convierten en especies diferentes si siguen diferentes destinos evolutivos,

aun cuando fuesen genéticamente muy préximas (Dujardin et al., 1999).
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El concepto de aislamiento reproductivo, como definicion de especies debe ser
interpretado no solo como la posibilidad biolégica de tener descendencia feértil, sino a
través de barreras geogréaficas o ecoldgicas que hacen que el apareamiento sea imposible
entre poblaciones que no son genéticamente incompatibles (Carcavallo et al., 2000). Los
eventos de hibridizacion son usualmente consideradas como punto final de la evolucién, ya
que, frecuentemente resultan en progenie no viable o infertil; sin embargo, un enfoque
alternativo, asume que la hibridizacion guia a la produccion de nuevas combinaciones de
genes, asi como, a nuevos alelos, por medio de la creacion de condiciones genéticas
favorables para que ocurran cambios evolutivos rapidos y mayores (Pérez et al., 2005). Sin
embargo, en este estudio es importante conocer que es una poblacion, la cual, se la
considera como un conjunto de organismos de la misma especie que se cruzan entre si y

habitan en una area geografica en particular en un tiempo determinado (Odum, 1986).

Se ha sugerido los estudios de cruces en R. ecuadoriensis, ya que pueden ser de
mucha utilidad para dilucidar la importancia epidemiolégica de las poblaciones, asi como,
para contribuir su correcta clasificacion taxondmica, apoyando los resultados que se han

obtenido con otras herramientas (fenotipicas y genotipicas).

3.5.4. MARCADORES MOLECULARES - GENOTIPO

La biologia molecular es una herramienta que ha brindado nuevas posibilidades
para dilucidar interrogantes en los campos de la historia natural, la Evolucién y la Biologia
de la Conservacion, aplicables a la preservacion de los recursos genéticos y los procesos

evolutivos (Avise, 1994; Abad-Franch y Monteiro, 2005).
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Las técnicas moleculares ofrecen una vision complementaria a los estudios
tradicionales (Avise, 1994, 2000; Zhang et al., 2001). El desarrollo de marcadores
moleculares ha tenido un gran impacto en el estudio de la genética de animales y plantas
(Saiki et al., 1988), y se definen como fragmentos especificos del &cido
desoxirribonucleico, ADN, que pueden ser identificados en todo el genoma. Se usan para
“marcar” la posicion de un gen en concreto o0 a la herencia de una caracteristica en
particular. Los primeros marcadores se desarrollaron a finales de los afios 70, los que se
basaron en la identificacion de proteinas o isoenzimas (Bergmann, 1971; Bergmann et al.,
1989). El analisis del genoma y la creacién de mapas genéticos de alta resolucion se estan
desarrollando a gran velocidad gracias al uso de estos marcadores. A finales de los afios 80
aparece la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual ha permitido el
desarrollo de los marcadores moleculares basados en ADN (Saiki et al., 1985; Schl6tterer,

2004).

La caracterizacion genética de las poblaciones naturales se realizd en primera
instancia, a través del estudio de polimorfismos genéticos de isoenzimas, que permiten
detectar una caida en la heterocigosis poblacional (Allendorf y Leary, 1986).
Posteriormente, empezaron a utilizarse marcadores moleculares del ADN, tales como
RFLP (Anélisis de polimorfismos para la longitud de fragmentos de restriccion) y RAPD
(Analisis al azar de polimorfismos del ADN), huellas digitales del ADN y secuenciacion
del ADN mitocondrial (Soltis et al., 1998). Dado que el polimorfismo es un fenémeno muy
comun en insectos y que muchas veces solo puede ser detectado mediante electroforesis de
alozimas o secuenciacion de ADN mitocondrial, estas técnicas resultan fundamentales para
el monitoreo de sus poblaciones (Samways, 1994). Los resultados obtenidos a partir de

estas técnicas contribuyen a definir los limites de las poblaciones, estudiar su estructura,
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revelar patrones de migracion, estimar el flujo génico interpoblacional, detectar la posible
declinacion de las mismas, debido a diferentes factores de disturbio del ambiente (Avise y
Hamrick, 1996); conocer la estructura y heterogeneidad genética entre las diferentes
especies y poblaciones de distinto origen geografico (Avise, 1994; Williams et al., 1990;
Moritz y Hillis, 1996), adicionalmente, también se utiliza en la diferenciacion de
individuos, discriminacion entre clones, analisis filogenéticos y taxondmicos, mapeo de
genomas, cuantificacion de variabilidad génica intra e interespecifica, localizacién de

resistencia y dispersion de especies (Avise, 1994; Williams et al., 1990; Troya, 2006).

Los marcadores genéticos mas utilizados son los basados en clonacién y
secuenciacion de fragmentos de ADN, mientras que otros, mas aleatorios, se basan en la
deteccidn de polimorfismos al azar (fingerprint markers) (Dodgson et al., 1997). Existen
una serie de técnicas que han sido desarrolladas para estimar la diversidad genética, sin
embargo, el utilizar una sola técnica no es lo ideal, ya que cada una manifiesta fortalezas
como debilidades (Sunnucks, 2000; Troya, 2006). Esto es porque cada gen puede tener una
historia evolutiva que no representa la del organismo en cuestion, puede sesgar resultados.
Es por esto, que se estudian varios genes independientes, con el fin de combinar su poder

resolutivo y discriminatorio para construir una historia evolutiva mas confiable.

3.5.1. GENETICA DE POBLACIONES DE INSECTOS

Desde la primera mitad del siglo XX, la genética de poblaciones aport6 las bases
tedricas y metodoldgicas para cuantificar los cambios producidos en la estructura de las
poblaciones naturales, por mutacion, seleccion natural y/o deriva génica (Wright, 1978;

Harlt, 2000). Las poblaciones de plantas, animales e insectos, son grupos de individuos de
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la misma especie que viven en un ambiente en particular. Todas presentan variaciones en
el fenotipo de los individuos, aunque algunas pueden presentar diferencias mas marcadas
que otras. La genética de poblaciones cuenta con diversas técnicas que permiten estudiar la
estructura y la historia evolutiva de las poblaciones, mediante la obtencion de datos que

luego son analizados estadisticamente y/o filogenéticamente (Avise, 2000).

3.5.42. GEN MITOCONDRIAL - CITOCROMO B (mt Cyt b)

3.5.4.2.1. CARACTERISTICAS

El andlisis de las secuencias de los genes mitocondriales se realiza examinando los
haplotipos. Los haplotipos se definen como la combinacion de alelos de diferentes loci de
un cromosoma, que son transmitidos juntos. Un haplotipo puede ser un locus, varios loci, o
un cromosoma entero dependiendo del nimero de eventos de recombinancion que han
ocurrido entre un conjunto dado de loci; o es un conjunto de polimorfismos de nucle6tido
simple (SNPs) en un cromosoma particular que estan estadisticamente asociados (Normark
y Lanteri, 1998). EI nimero de haplotipos presentes en una especie o poblacion brinda una
estimaciéon de su diversidad genética y permite realizar inferencias sobre su historia
evolutiva, la ventaja de estos genes es facil secuenciar, y es de herencia uniparental
(GOomez-Zurita et al., 2000; Juan et al., 2000). Los datos de secuencias pueden analizarse
mediante algoritmos de simplicidad ("parsimony”) o de maxima verosimilitud (“maximum
likelihood™), a partir de los cuales se obtienen arboles filogenéticos (Soltis et al., 1998). La
tasa de mutacion es elevada con respecto a la de otros genes (nucleares o ribosomales) y
por lo tanto, es adecuada a niveles especifico e infraespecifico; ademas resultados de
estudios con mtADN, nos permite conocer la posibilidad de introgresién (Abad-Franch y

Monteiro, 2005).
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Las filogenias de los organismos proveen una descripcion de la biodiversidad, dado
que brindan informacion acerca de cémo se distribuye la diversidad genética (expresada en
caracteres) entre los taxones estudiados (Moritz, 1994). Se pueden reconstruir filogenias de
individuos de una poblacion, con el objeto de obtener informacion sobre la dinamica
histérica de dicha poblacion, o filogenias de especies o poblaciones, que aportaran
evidencias sobre como ocurrio la evolucion de un grupo (Harvey y Steers, 1999). Dado que
los caracteres morfolégicos son en muchos casos insuficientes para delimitar especies,
subespecies, linajes o biotipos, y para reconstruir su filogenia, la evidencia molecular
resulta particularmente importante, pues permite ampliar el conocimiento sobre la

diversidad genética del grupo (Silva et al., 1999).

3.5.4.2.2. DIVERSIDAD GENETICA O VARIABILIDAD GENETICA

La variabilidad genética o diversidad genética en sentido amplio es el componente
mas basico de la biodiversidad y se define como las variaciones heredables que ocurren en
cada organismo, entre los individuos de una poblacion y entre las poblaciones dentro de
una especie. El resto de la biodiversidad se deriva de los procesos evolutivos que operan

sobre esas variaciones.

Existen varios estimadores de la variabilidad genética que se emplean cuando se
trabaja con secuencias de ADN, las mas comunes son: Diversidad genética (H), Diversidad
de Nucleotido m, Frecuencia de haplotipo, Diversidad haplotipica (Hd). La variabilidad
genética puede ser reducida en poblaciones pequefias y una escasa variabilidad genética
disminuye la capacidad de una poblacion a adaptarse a cambios ambientales, generando

una disminucién de la capacidad de adecuacion por parte de los individuos; por esto, el
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mantenimiento de las poblaciones requiere la preservacion de la variabilidad genética

(Tajima, 1983; Nei, 1987).

En el analisis de secuencias donde existen diferencias entre haplotipos de una sola
base se consideran diferentes por lo que generalmente los valores de H obtenidos de
secuencias son altos. Si los valores de H obtenidos a partir de secuencias son cercanos a
uno, no es posible diferenciar loci o subpoblaciones, por lo que esta medida pierde valor
para interpretacion bioldgica (Tajima, 1983; Nei, 1987). Es decir, si hay mucha variedad

dentro de los haplotipo, estos no se pueden diferenciar.

Los cuellos de botella se producen cuando una poblacion o especie ha sufrido un
dréstico descenso en el nimero de miembros en algin momento, llegando en algunos casos
al borde de la extension. Los cuellos de botella son un indicador de pérdida de diversidad
genética y por ende una amenaza (endogamia y deriva génica), por eso, se debe tomar en
cuenta a las especies que a pesar de estar aumentando en nimero no han recuperado su

diversidad genética, o no ha habido una recuperacion demogréfica (Pifiero et al.,2008).

3.5.4.2.3. INDICES DE DIFERENCIACION GENETICA

Si dos poblaciones se encuentran aisladas por periodos de tiempo significativos,
podrian llegar a un aislamiento reproductivo, donde se puede producir un cambio
cualitativo y cuantitativo de las frecuencias alélicas, ya sea por mutacion, deriva genica y/o
endogamia, las cuales no estarian sujetas necesariamente a seleccion, ni recombinacion
(Giles et al., 1980; Anderson et al., 1981; Cann et al., 1987), ya que el ADN mitocondrial

no estd sujeta a seleccion. Si un par de poblaciones no se encuentran aisladas
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reproductivamente, y existe intercambio de al menos un organismo migrante que se
reproduzca por generacion, no es posible que ocurran procesos de diferenciacion genética
(Cann et al., 1987). Es posible, por tanto, estimar la cantidad flujo génico (Nm) a partir de
diferenciacion genética entre dos poblaciones, para estimar la diferenciacion genética
mediante el Fst que es obtenida por un analisis molecular de varianza (AMOVA). Los
valores de Fsr representan como se encuentra distribuida la variacién genética entre
poblaciones y toma valores de entre 0 y 1. Los valores del estimador Fsr de 0 a 0,05
indican poca diferenciacion genética, de 0,05 a 0,15 una diferenciacion moderada, de 0,15
a 0,25 una alta diferenciacion, y los valores de mas de 0,25 representan una diferenciacion

genética muy alta (Wright, 1978).

Adicionalmente, se calcula el Gsr, que es el indice de diferenciacion genética
promedio entre poblaciones (Nei, 1973). Sus valores oscilan entre 0.00 a 0.05; 0.05 a 0.15;
0.15 a 0.25 y > 0.25 que nos ensefian si existe una pequefia, moderada, alta y elevada
diferenciacion genética respectivamente (Wright, 1978). La diferenciacion genética entre
sub-poblaciones es un indicador de la conectividad y es producida en gran parte por la
diversidad de ambientes. El impacto de la fragmentacién debida a actividades humanas se
refleja en la estructura y en la cantidad de variacidn genética de las poblaciones (Marcilla

et al., 2002).

3.543. MICROSATELITES

3.5.4.3.1. CARACTERISTICAS

También denominados STRs (short tandem repeats) (Hancock, 1999). Los

microsatélites son secuencias repetitivas de ADN constituidas de 2-6 nucleo6tidos (Armour
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et al., 1994). Estas secuencias se encuentran distribuidas en el genoma y se caracterizan
por su alta variabilidad (Tautz y Schotterer 1994; Hancock, 1999). Se desconoce todavia el
significado funcional de estas secuencias, aunque la hipotesis mas aceptada apunta a que
estan relacionados con el empaquetamiento y condensacion del ADN en los cromosomas
de los eucariotes (Vanhala et al., 1998). Los microsatélites pueden ser utilizados como
marcadores moleculares (Ellegren et al., 2004). La variacion en el nimero de repeticiones
es lo que constituye los multiples alelos, transformandolos en marcadores muy
polimorficos (Tautz, 1989; Gibbs et al., 1997). Su andlisis esta basado en la amplificacion
por PCR, de modo que se realiza de forma facil, rapida, a bajo costo y la cantidad de ADN
necesaria para su realizacion es minima (Cheng et al., 1995, Luikart y England, 1999). El
numero de microsatélites por genoma esta relacionado con el tamarfio del genoma (Ellegren
et al., 2004). Los microsatélites pueden analizarse empleando geles de poliacrilamida y
tincién de nitrato de plata o bromuro de etidio, mediante autorradiografia o, lo mas
habitual, mediante sistemas automatizados de electroforesis con marcaje fluorescente

(electroferogramas).

Actualmente, en el area de estructura poblacional, es donde mas se ha utilizado este
tipo de marcadores. El estudio de estos marcadores permite la identificacion de cada alelo
por locus, y obtener datos poblacionales de una determinada especie, tal como las
frecuencias alélicas, ademas permiten estimar distancias geneticas entre poblaciones
(Bowcock et al., 1994; Ponsuksili et al, 1999). Para ello, se han desarrollado nuevos
métodos estadisticos, que se ajustan a los datos generados por estos marcadores (Slatkin
1995; Goldstein et al., 1995a y b; Luikart y England, 1999). Son muchos los ejemplos de

estudios de calculo de polimorfismo y distancias genéticas entre poblaciones cercanas.
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En triatominos (Rhodniini) se han realizado algunos estudios con microsatélites
(Harry et al., 1998; Fitzpatrick et al., 2008), estudios de dispersion y anélisis de procesos
de re-infestacion en Triatoma infestans (Marcet et al., 2006), T. dimidiata (Anderson et al.,
2002); T. pseudomaculata (Harry et al., 2008a). Adicionalmente, estudios para analizar la
estructura genética, eventos de recolonizacion, existencia de flujo génico, aislamiento
génico y deriva génica fueron desarrollados por Harry et al., 1998a para la especie R.
pallescens al comparar poblaciones sinantropicas (peridomiciliares y domiciliares) vs.
silvestres, ya sea a nivel local, como también entre poblaciones geograficamente distantes.
Estos microsatélites fueron probados en otras especies del género Rhodnius, incluyendo la
especie R. ecuadoriensis, con resultados satisfactorios de amplificacion de seis
microsatélites de los diez obtenidos (Harry et al., 1998a; 2008b), y R. prolixus de

Venezuela (Fitzpatrick et al., 2008; 2009).

Algunos factores pueden disminuir el poder y la sensibilidad de los microsatélites
como marcadores de eleccion, o pueden ser fuente de error que disminuya su utilidad en
los estudios genéticos. Los dos principales factores son (i) alelos nulos, que es cuando un
alelo no puede ser amplificado, debido, principalmente, a una mutacién en el punto de
hibridacion del cebador. Ese alelo no amplifica y el individuo es catalogado como
homocigoto (Dawson et al., 1997). La existencia de alelos nulos es especialmente dificil de
detectar cuando su frecuencia es baja. EI método para sospechar la presencia de alelos
nulos es el calculo de la Deficiencia de Heterocigotos para el equilibrio Hardy-Weinberg
(EHW), (Mundy y Woodruff, 1996; Dawson et al., 1997) y (ii) homoplasia, es el hecho de
que dos alelos tengan el mismo tamario pero no debido a que sean idénticos, sino a que los
tomamos como idénticos por tener el mismo tamafo, pero existen diferencias en su

estructura, inserciones de una parte y delecciones de otra, cambios de bases (Primmer y
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Ellegren, 1998). Este es un tipo de polimorfismo que se puede detectar (inicamente por
secuenciacion. Sin embargo, este marcador puede ser fuente de error en estudios
poblacionales o de evolucion, porque la tasa de mutacion de los microsatélites esta
relacionada de forma compleja con el tamafio y composicion del alelo, y, por ejemplo, los
alelos interrumpidos o compuestos conllevan con mas frecuencia a casos de homoplasia.

(Tautz y Schlétterer, 1994).

La riqueza alélica puede verse afectada por el tamafio de la muestra, si el tamafio es
grande, habrd un mayor nimero de alelos, este problema puede ser solucionado al
contabilizar el nimero de alelos unicos dentro de una poblacion dada (Kalinowski, 2004;
Mufioz, 2011). El equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) describe el contenido genético de
poblaciones diploides en términos de frecuencias alélicas. Estima la frecuencia o
proporcion (p y q) de dos alelos (dominante A y recesivo a) en una generacion que es el
resultado de una reproduccion parental aleatoria y que se refleja en las siguientes
proporciones: AA= p? Aa = 2pqg, aa = ¢° (Hartl, 2000; Page y Holmes, 1998; Ocafia,
2010). Para que este principio se cumpla, debe darse las siguientes condiciones: (i) el
apareamiento debe ser al azar (panmixia), (ii) la poblacion es infinitamente grande (deriva
génica), (iii) no se agregan genes desde el exterior de la poblacion (flujo génico o
migracion), (iv) los genes no cambian de una forma alélica a otra (mutacion), (v) todos los
individuos tienen las mismas probabilidades de sobrevivir y reproducirse (seleccion).
Cuando una poblacidon presenta los genotipos de las frecuencias muy similares de la
generacion anterior, se sugieren que la poblacion ha alcanzado una poblacion estable o un
EHW. Sin embargo, en condiciones naturales, estos supuestos no son reales y estas
desviaciones puede indicar varios eventos de endogamia, asociacion, estratificacion dentro

de la poblacion (Frankham et al., 2002; Wigginton et al., 2005) y de esta manera, afectar el



56

valor de la heterocigocidad observada (Ho) (Hartl, 2000; Page y Holmes, 1998; Ocafa
2010). Adicionalmente, ayuda a entender la teoria de la seleccion natural y de la evolucion

genética en organismos sexuales.

3.5.4.3.2. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA POBLACIONAL Y

ESTADISTICOSF.

La estructura poblacional se refiere solamente a las poblaciones de una misma
especie. Teoricamente, las poblaciones de una especie en particular pueden cruzarse
libremente. Sin embargo, las poblaciones en estado natural son mas complejas, no tienen
una estructura definida y no se distribuyen, ni geografica, ni genéticamente en forma
uniforme. Las poblaciones suelen agruparse y formar subpoblaciones que estan aisladas
unas de otras, el efecto mas importante es que se evita que se produzca la panmixia (cruce
libre y aleatorio). A pesar del relativo aislamiento de las poblaciones, los genes suelen
moverse de una subpoblacién a otra por medio del flujo génico, el cual introduce
variabilidad genética en la poblacion y evita la especiacion, debido a que tiende a
homogenizar las frecuencias de alelos. En la naturaleza, las poblaciones estan expuestas a
un balance entre dos fuerzas opuestas: (i) la disminucién de la diversidad dentro de las
poblaciones con un incremento de diversidad entre ellas causada por la deriva genica, y (ii)
el incremento de la diversidad dentro de las poblaciones con una reduccion de diversidad
entre ellas causadas por el flujo génico (Page y Holmes, 2008; Ocaria, 2010). El analisis de
la genética de poblaciones es util para clasificar individuos de una muestra dentro de
poblaciones y asi definir hasta subpoblaciones (Pritchard et al., 2000). Existen indices que
facilitan la comprension de la estructura poblacional, con informacién obtenida a través de

los microsatelites (Fitzpatrick et al., 2008). La medida de la frecuencia de ocurrencia de
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estas variaciones son los estadisticos F. Los estadisticos asumen 3 niveles de estructura: en
una poblacion individual (1), subpoblaciones o en micro ambientes (S), y poblacion total
(T). La combinacidn de estos tres niveles da una descripcion detallada de la estructura de la

poblacién (Page y Holmes, 2008).

Los estadisticos mas comunes son: (i) El estadistico Fst es un indice de fijacion,
que se usa para medir el grado de subdivision, es decir, medir la diferenciacion genética
entre poblaciones en funcion de las frecuencias alélicas y conocer sobre la estructura de las
subpoblaciones. Adicionalmente, nos indica si existe flujo génico (Freeland, 2005),
divergencia, y si esta se mantiene a través del tiempo (Mufioz, 2011). Se utiliza también
para estudios de extincion y recolonizacion (Whitlock, 1998). Su rango se encuentra entre
0 y 1. Cuando este indice es 0, nos indica que los individuos entre las subpoblaciones se
distribuyen aleatoriamente. Mientras que, si este valor es +1 es indicativo de separacion,
divergencia génica y fijacion de alelos en cada poblacién (Freeland, 2005; De Meeus et al.,
2006). (ii) El estadistico Fis que mide el nivel de endogamia como resultado de una
desviacidn del valor esperado de la panmixia (cruce al azar); este valor puede variar entre -
1 (todos los individuos son heterocigotos), 0 (distribucion aleatoria de alelos dentro del
individuo) y +1 (todos los individuos son homocigotos) (De Meeus et al., 2006; Ocafia,

2010).

3.6. IMPORTANCIA DE INVESTIGAR Rhodnius ecuadoriensis TRANSMISOR

DE LA ECh EN EL ECUADOR

La falta de informacion sobre la morbilidad y mortalidad de la Enfermedad dificulta
el desarrollo de adecuados programas de control en el pais. La falta de conocimiento

sobres las distintas especies de insectos transmisores no ha permitido desarrollar
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programas de Control adecuados en cada zona considerando caracteristicas propias de cada
region. Adicionalmente, uno de los principales retos con los que se enfrentan los paises con
presencia de triatominos son la presencia de focos residuales, en el domicilio y
peridomicilio; y la presencia de triatominos silvestres que pueden llegar a las viviendas,

visitarlas o recolonizarlas después de la aplicacion del insecticida (Marquardt et al., 2005).

Hasta este momento, se tiene estudios acerca del ciclo de vida y los patrones de
alimentacion y defecacion de R. ecuadoriensis (Villacis et al., 2008). Sin embargo, por su
amplia distribucion geogréafica es indispensable llevar a cabo una investigacion que
profundice el conocimiento de esta especie y que pueda servir de base para actividades de

vigilancia efectivas.

La importancia de los triatominos en la Salud Publica radica en su condicién de ser
insectos transmisores de la ECh, tanto a nivel silvestre como en los ambientes
sinantrépicos (peridomiciliar-domiciliar), donde algunas especies transmiten la enfermedad
a humanos y/o sus animales domésticos. Adicionalmente, las especies de mayor
importancia epidemioldgica son aquellas que tienen la capacidad a adaptarse a vivir en
estrecho contacto con el hombre, colonizando viviendas rurales (Schofield y Galvéo,
2009). Primitivamente, los triatominos del género Rhodnius se encontraron en ambiente
silvestre asociados a palmeras, por ejemplo R. pallescens y R. colombiensis se encuentran
asociados con Attalea butyracea (Susunaga et al., 1991, Lopez y Moreno, 1995) y R.
ecuadoriensis a la palma de cade (Phytelephas aequatorialis). En las palmeras estos
triatominos se encuentran relacionados con hospederos vertebrados y ocupan nidos de
mamiferos (Rattus rattus, Sciurus stramineus) y aves (Camphylorhynchus fasciatus) (Cruz-

Lopez et al., 2001, Suarez-Davalos et al., 2010; Grijalva et al., 2010; Grijalva et al., 2011).
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Debido al proceso de destruccion y deforestacion por parte del ser humano, los Rhodniini
se fueron adaptando hacia ecotopos artificiales. Este fendmeno dinamico y actual se ve
reflejado en la existencia de numerosas especies que invaden y colonizan la vivienda

humana y sus alrededores (Zeledon et al., 1977).

Recientemente, se estan explorando los probables efectos del incremento de la
temperatura debido al cambio climatico global. Se ha sugerido que los cambios de
temperatura podrian extender la distribucion geogréafica de los vectores silvestres, tanto en
altitud como en latitud (Carcavallo, 1999). EI aumento de la humedad relativa podria
también extender la distribucién de las especies existentes en los bosques tropicales y
subtropicales (Giojala et al., 1990). Considerando que si la temperatura aumenta dentro de
las viviendas a consecuencia del cambio climatico, los vectores domiciliados podrian
desarrollar ciclos de vida mas cortos, aumentar la densidad poblacional (Vazquez-
Prokopec et al., 2003) y por ende, permitiria una transmision del parasito, T. cruzi, de una
manera mas eficiente, que en el caso de de R. ecuadoriensis seria un problema grave. El
estudio de ésta especie ha despertado el interés de ampliar el conocimiento y comprender
el proceso de adaptacion que ha permitido su establecimiento en los diferentes hébitats,
particularmente en el domicilio humano, donde encuentran la estabilidad, disponibilidad de

alimento y refugio.

Dentro de este marco tedrico se compararon y se cuantificaron las diferencias a
nivel fenotipico vs. el nivel del genotipo, entre dos poblaciones de R. ecuadoriensis
pertenecientes a dos provincias del Ecuador, situadas en dos regiones distintas (i) Centro-
Costa (Manabi) y (ii) Sur-Andina (Loja), esta comparacion se la realizO mediante

marcadores fenotipicos (fenotipos antenales y morfometria geométrica de alas), cruces
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experimentales entre individuos de las dos poblaciones y marcadores moleculares (mt Cyt
b y microsateélites). Este estudio busca conocer si existen o no diferencias en el fenotipo y
genotipo como también si se encuentran aisladas reproductivamente estas dos poblaciones
de R. ecuadoriensis. ElI conocimiento que se necesita obtener es a tres niveles: (i) nivel
geografico (Loja y Manabi), (ii) micro ambiental o de habitats (domiciliar, peridomiciliar y
silvestre) y (iii) sexual (machos y hembras). Adicionalmente, se quiere conocer si los
resultados obtenidos a nivel del fenotipo y genotipo estan influenciados a nivel del
ambiente 0 es por accién de procesos evolutivos como la seleccion natural y/o la deriva

genética, entre otros.

3.7. OBJETIVO GENERAL

° Comparar las poblaciones de R. ecuadoriensis encontradas en diferentes habitats
(silvestre, peridomiciliar y domiciliar) en dos provincias endémicas para la enfermedad de
Chagas en el Ecuador, utilizando como herramientas de investigacion: fenotipo antenal, la
morfometria geométrica alar, cruces experimentales y marcadores moleculares, mt DNA

(cyt b) y microsatélites.

3.7.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los siguientes objetivos especificos se plantearon con sus respectivas hipotesis:

1. Determinar si existen diferencias fenotipicas entre poblaciones de R. ecuadoriensis

recolectadas en las provincias de Loja y Manabi, utilizando el anélisis de fenotipo

antenal y la morfometria geometrica alar.
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Hi: Las poblaciones de R. ecuadoriensis presentan diferencias fenotipicas (fenotipo

antenal y morfometria de ala) entre las dos provincias.

Ho: La poblacion de R. ecuadoriensis de la provincia de Loja no presenta diferencias
fenotipicas (fenotipo antenal y morfometria de ala) con respecto a la poblacién encontrada

en la provincia de Manabi, Ecuador.

2. Determinar si existen diferencias fenotipicas entre poblaciones de R. ecuadoriensis
recolectadas en los diferentes micro-ambientes [sinantropicas (peridomiciliar y
domiciliar)] vs. silvestres en las dos regiones, Costa-Centro (Manabi) y Sur-Andina

(Loja) del Ecuador.

Hi: Las poblaciones de R. ecuadoriensis recolectadas en los diferentes micro ambientes
habitats (silvestre, peridomiciliar y domiciliar) presentan diferencias fenotipicas (fenotipo

antenal y morfometria de ala) dentro de cada region (Costa-Centro y/o Sur-Andina).

Ho: La poblacién de R. ecuadoriensis recolectada en los diferentes micro-ambientes
(silvestre, peridomiciliar y domiciliar) no presenta diferencias fenotipicas (fenotipo antenal

y morfometria de ala) dentro de cada region (Costa-Centro y/o Sur-Andina).

3. Determinar si existen diferencias fenotipicas entre machos y hembras de
poblaciones de R. ecuadoriensis recolectadas en los diferentes micro-ambientes en

las provincias de Loja y Manabi del Ecuador.
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Hi: Existe dimorfismo sexual en el fenotipo antenal y morfometria de ala en R.
ecuadoriensis recolectados en los diferentes micro-ambientes de las dos provincias (Loja y

Manabi).

Ho: No existe dimorfismo sexual en el fenotipo antenal y morfometria de ala en R.
ecuadoriensis recolectados en los diferentes micro ambientes de las dos provincias (Loja y

Manabi).

4. Determinar si existe aislamiento reproductivo entre las poblaciones de R.
ecuadoriensis recolectadas en las dos regiones, Costa-Centro (Manabi) y Sur-

Andina (Loja), utilizando cruces experimentales.

Hi: Existen barreras reproductivas entre las dos poblaciones de R. ecuadoriensis
manifestada en la baja fertilidad y viabilidad de huevos producidos en los cruces

experimentales.

Ho: No existen barreras reproductivas entre las dos poblaciones de R. ecuadoriensis,
manifestada en la baja fertilidad y viabilidad de huevos producidos en los cruces

experimentales.

5. Analizar y comparar la estructura genética entre poblaciones de R. ecuadoriensis
recolectadas en las diferentes comunidades de las provincias de Loja y Manabi,

utilizando marcadores moleculares como mt Cyt b y microsatélites.
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Hzi: La poblacién de R. ecuadoriensis de Loja presenta diferencias genéticas con respecto a

la poblacion recolectada en la provincia de Manabi- Ecuador.

Ho: Las poblaciones de R. ecuadoriensis de Loja (Sur-Andina) y Manabi (Centro-costa) no

presentan diferencias genéticas.

6. Analizar y comparar la estructura genética entre poblaciones de R. ecuadoriensis
recolectados en los diferentes micro-ambientes o habitats (silvestre, peridomiciliar
y domiciliar) en las dos regiones, Costa-centro (Manabi) y Sur-Andina (Loja) del

Ecuador, utilizando el marcador molecular (mt Cyt b).

Hz1: Las poblaciones sinantropicas (domiciliares y peridomiciliares) de R. ecuadoriensis de

Loja y Manabi constituyen una fraccion aleatoria del pool genético silvestre.

Ho: Las poblaciones sinantropicas (domiciliares y peridomiciliares) de R. ecuadoriensis de
Loja y Manabi no constituyen una fraccién aleatoria del pool genético silvestre, al
contrario, existen genotipos asociados con la capacidad de infestar los ambientes

sinantrépicos (domiciliares y peridomiciliares).

7. Evaluar los microsatélites previamente disefiados para Rhodnius pallescens, en
poblaciones de R. ecuadoriensis de la provincia de Loja y Manabi en estudios de

genética de poblaciones.

Hi: Los seis microsatélites disefiados para R. pallescens son informativos tanto para las

poblaciones de R. ecuadoriensis de Loja como de Manabi- Ecuador.
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Ho: Algunos microsatélites disefiados para R. pallescens no son informativos tanto para las

poblaciones de R. ecuadoriensis de Loja como de Manabi- Ecuador.

8. Comparar los resultados obtenidos con las técnicas de estudio del fenotipo vs. los

resultados obtenidos con las técnicas de estudio del genotipo.

Hz1: Los andlisis moleculares y morfométricos nos permiten llegar a similares conclusiones
respecto a las poblaciones de R. ecuadoriensis de diferentes habitats (silvestre,

peridoméstico y domestico) en las dos regiones del Ecuador.

Ho: Los resultados obtenidos a nivel molecular y morfométrico arrojan diferente
informacidn respecto a las poblaciones de R. ecuadoriensis, en diferentes habitats en las

dos regiones del Ecuador.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. AREA DE ESTUDIO

Se escogieron dos provincias (Loja y Manabi), las cuales son consideradas como
endémicas para la Enfermedad de Chagas (Figura 6). El estudio se llevo a cabo en 21
comunidades rurales, ocho comunidades en Manabi y trece en Loja (Tabla 1; Figuras 7 y

8).

4.1.1. PROVINCIA DE MANABI

La provincia de Manabi, se localiza al noroccidente del Ecuador continental, entre
los paralelos 0 al norte y 2 al sur, y los meridianos 79 al oriente y 81 al occidente. Esta
provincia se caracteriza por poseer una mezcla de clima subtropical seco y humedo. Tiene
una superficie aproximada 18.878 Km? y esté al oeste del Océano Pacifico, posee 350 km
de playa. Tiene una altitud promedio de 60 [metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m)] y una
temperatura promedio de 25 °C. Su pluviosidad anual es de 563 mm (INAMHI, 2011). Esta
provincia esta dividida en 22 cantones. En la Tabla 1 y Figura 7 se muestran las ocho
comunidades que fueron visitadas en el Cantdn Portoviejo, que se encuentran dentro de la
zona ecologica que corresponde a bosque deciduo (Sierra, 1999). Sin embargo, Manabi
comprende ocho zonas ecoldgicas que se encuentran en un rango que oscila entre los 0 a
800 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m) (Sierra, 1999). Las caracteristicas tipicas que
presentan las viviendas en estas comunidades son paredes y piso de “cafia guadua”
(Guadua angustifolia) o madera y en su mayoria con techo de palma y menor cantidad con

techo de zinc (Black et al., 2007); muchas de sus viviendas se encuentran cercadas por
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pifiuelas (Aechmea magdalenae) (Grijalva et al., 2011), lugar propicio para albergar y
mantener a los triatominos sin necesidad de llegar al intradomicilio. Sus habitantes se
dedican a la agricultura, principalmente a los cultivos de la cafia de azucar (Saccharum
officinarum), naranjas (Citrus sinensis), platano (Musa paradisiaca), yuca (Manihot
esculenta), maiz (Zea mays) y arroz (Oryza sativa) (Villacis et al., 2010). Adicionalmente,
en estas comunidades, existen palmeras, como la palma de coco (Cocus nucifera), y la
palma de tagua (Phytelephas aequatorialis), ésta ultima, tiene una gran importancia
econdémica en esta provincia, ya que se utiliza sus frutos para la manufacturacion de
artesanias y las hojas para la construccion de techos en las viviendas (Henderson et al.,
1995; Southgate 1997; Pintaud et al., 2008); en el nacimiento de las hojas de esta palmera
puede albergar a nidos de mamiferos, facilitando el refugio a los triatominos. Otra fuente
de ingresos econdmicos es el comercio, actividad que se realiza con los sitios aledafios de

estas comunidades (Pinto, 2005; Villacis, 2006).

4.1.2. PROVINCIA DE LOJA

La provincia de Loja se encuentra al extremo sur occidental del pais, tiene una
superficie aproximada 11.730 Km? y se caracteriza por presentar una topografia
montafiosa, con relieve muy irregular de altitudes que oscilan desde los 700 m y
sobrepasan los 3.700 m; esta provincia presenta 16 cantones. Los accidentes geograficos
mas representativos son las Cordilleras del Bunque, San José, Tambo Blanco, De la Paz,
del Salal, de los Altos, Los Guabos, entre otras; y en cuanto a la red hidrografica presenta
al sur-este los rios Zamora, San Francisco, Trapichillo, Tambo Blanco, de los Corazones,
La Merced, Pefias Encantadas, Sordomoras, el Ingenio, entre otros (INEC, 2009). Esta

region tiene una pluviosidad anual de 400 mm, presentando dos estaciones lluviosas y dos
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secas, una de las estaciones lluviosas va desde febrero a mayo y la otra desde octubre a
noviembre. De las estaciones secas, la primera comprende desde junio a septiembre y la
otra desde diciembre a enero (INAMHI, 2011). Las comunidades presentan terrenos
irregulares con sus viviendas alejadas unas de otras. En la provincia de Loja, se tomaron en
cuenta trece comunidades (Tabla 1), bajo los 2.200 m.s.n.m y pertenecen a las siguientes
zonas ecoldgicas: bosque deciduo, bosque semi-deciduo, matorral seco y bosque siempre

verde, las comunidades seleccionadas para este estudio se muestran en la Figura 8.

Las viviendas en estas localidades se caracterizan por presentar paredes de adobe,
piso de tierra y techos de teja, casa muy tipica en esta zona (Black et al., 2007); sus
habitantes se dedican a cultivar cafia de azucar (Saccharum officinarum), café (Coffea
arabica), maiz (Zea mays), mani (Arachis hypogaea) y arboles frutales como: papaya

(Carica papaya) y naranja (Citrus sinensis) (Villacis et al., 2010).

4.2. COLECTA DE TRIATOMINOS - Rhodnius ecuadoriensis

La recoleccion de triatominos se realiz6 en tres micro ambientes o habitats:
domiciliar, periodomiciliar y silvestre. El trabajo de campo, se efectu6 bajo normas
estrictas de bioseguridad y cuidado, para lo cual fue indispensable el uso de pantalones,

guantes, mascarilla, zapatos cerrados, camisa de manga larga y casco de trabajo.

Las busquedas en los tres habitats se llevaron a cabo con la colaboracion de
asistentes de campo del Programa Nacional de Chagas (PNCh) y el Servicio Nacional de

Erradicacion de la Malaria (SNEM), ademas del apoyo del personal del Centro de
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investigacion de Enfermedades Infecciosas (CIEI) y estudiantes que participaron en los

programas del Instituto de Enfermedades Tropicales de la Universidad de Ohio.

El trabajo de campo, se realiz6 bajo el protocolo aprobado por el Comité de Etica
de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE), Ecuador, y de la Universidad
de Ohio, Estados Unidos, (OU). Ademas se realizd bajo el permiso de coleccion de

triatominos avalado por el Ministerio del Ambiente N° 008RM-DPM-MA.

42.1. RECOLECCION DE TRIATOMINOS EN EL AREA

SINANTROPICA (DOMICILIO Y PERIDOMICILIO).

En cada de una de las viviendas se explico el propoésito de la visita al jefe de familia
y sus habitantes y se solicitdé la participacion voluntaria mediante la aplicacion de un
consentimiento informado, el cual debi6 ser firmado por parte del jefe de la familia (Anexo
1). Una vez obtenido su permiso escrito y verbal, se procedio a la toma de coordenas,
mediante el GPS (Garmin eTrex Summit®), y con una cadmara fotografica (Canon,
PowerShot A495) se tomo cuatro fotos de la vivienda, para obtener una foto de cada lado

de la misma (9A).

El equipo de trabajo fue conformado de aproximadamente tres personas, un
entrevistador y dos entomdlogos de campo. El entrevistador realiz6 las preguntas de las
encuestas de viviendas (Anexo 2) con el fin de conocer datos socio-economicos. La
encuesta registro la presencia de animales domesticos, tipo de vivienda, entre otras cosas
como informacion utilizada para estudiar los factores de riesgos de la ECh (no incluidos en

este estudio). Los entomdlogos de campo realizaron las busquedas entomoldgicas.
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Las busquedas en ambientes sinantropicos (domiciliares - peridomiciliares) se
efectuaron por un tiempo de 1 hora/ hombre, tal como lo describe Grijalva et al., (2005a).
El tiempo total de bdsqueda fue de aproximadamente 30 minutos,. Cada equipo buscé por
10 minutos dentro de la vivienda y 10 minutos afuera de la misma. Si no se encontraron
triatominos vivos, se aplico insecticida piretroide irritante (0.2% pyrethrina ExciteR™,
Prentiss Inc., Sandersville, GA) con los chisguetes de mano y se continu6 la busqueda por

10 minutos adicionales.

Las busquedas domiciliares comprendieron las habitaciones humanas,
preferentemente dormitorios, huecos de las paredes de adobe especialmente en la provincia
de Loja, adicionalmente, se buscO debajo del colchon, camas y detrds de los cuadros

(Figura 9B).

A nivel del peridomicilio se realizaron busquedas en nidos de gallinas, cuyeras,
chancheras, monticulos de piedras, maderas, lefia, ladrillos, cimulos de productos
agricolas, bodegas y demas estructuras cercanas a la vivienda. En el peridomicilio, al ser
considerado como el area alrededor de los dormitorios donde se realiza la actividad
cotidiana y se alojan los animales domésticos (Gurtler, 1999), se buscé en material
acumulado, como teja, ladrillos, madera, y hasta desperdicios agricolas, pudiendo abarcar

un radio de hasta 20 m alrededor de cada una de las viviendas (Figura 9C).

Si en una vivienda se encontré al menos un triatomino vivo se la consideré como
vivienda infestada y se procedio a recolectar los triatominos y colocarlos en un frasco de
plastico (9cm x 5¢cm y 4cm de diametro) etiquetandolo con marcador indeleble en la parte

exterior con el cdodigo de la vivienda, la fecha y el lugar exacto dénde se encontraron (Ej.
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en las tablas de la cama), ademés se colectaron exuvias y huevos. Dentro del frasco se
colocé un papel filtro con numerosos pliegues a manera de acordeon a fin de dar refugio a
los especimenes. Inmediatamente se prepard la vivienda y se procedio al rociado con
insecticida piretroide deltametrina wettable powder (Biotrine 5%) a una concentracion de
25 mg a.i./m? (ingrediente activo). Cada carga de 100 gr. de insecticida fue disuelta en 8
litros de agua en una bomba Hudson Xpert. Esta metodologia se efecttio de una manera
sistematica y con todas las precauciones necesarias, acompariadas con el uso de equipo

adecuado tal como se describe en Grijalva et al. (2011) (Figura 9D).

Al finalizar la busqueda entomoldgica y el rociado, si la vivienda fue infestada, se
procedio a anotar en la ficha de reporte entomolédgico (Anexo 3) los datos obtenidos del
GPS, conjuntamente con el nombre completo del jefe de familia, cddigo de la vivienda,
fecha y los resultados de la busqueda entomol6gica. Se anot6 el estatus de la vivienda
(infestada / no infestada / cerrada / deshabitada / renuente). También se colocé detras de la
puerta una tarjeta de visita en la cual se reportd la actividad que se realizd (Anexo 4) y se
colocé un calendario en la pared del dormitorio, a la altura de la cabeza, etiquetado con la
fecha y el nimero de la casa. El calendario sirve a manera de un instrumento de deteccion
pasiva, donde en la siguiente visita se puede revisar si tiene indicios de presencia de heces,
exuvias o triatominos propiamente dichos. Adicionalmente el calendario se utiliza para que
los miembros de la comunidad reconozcan a los triatominos y que recuerden las
recomendaciones para prevenir su presencia en la vivienda. Finalmente, a los habitantes de
cada casa se les entregd un frasco de plastico con tapa rosca para que coloquen los insectos
que encuentren en el futuro. Este frasco fue etiquetado con el nombre del jefe de familia 'y

el cadigo de la vivienda (Figura 9E).
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Algunos especimenes analizados en este estudio fueron capturados por los mismos
pobladores en el domicilio. Estos especimenes fueron designados como del habitat

domiciliar.

4.2.2. RECOLECCION DE TRIATOMINOS EN EL AREA SILVESTRE

En el area silvestre, se realizaron busquedas manuales y al azar en los siguientes
microhabitats: nidos de mamiferos y aves, madrigueras, huecos en troncos y arboles, entre
raices o corteza de plantas y bajo acumulaciones de troncos o rocas; estos habitats se
relacionan con la biologia de los triatominos (Figura 10) (Noireau et al., 2002). En algunas
comunidades de la provincia de Loja como La Ciénega, Santa Rosa y Galapagos, las
busquedas se realizaron alrededor de las mismas, a una distancia de hasta 3 km, en sitios
ddnde se encontraron nidos de mamiferos y aves (arboles y arbustos) (Grijalva y Villacis

2009).

En la comunidad de Naranjo Dulce también de la provincia de Loja, y la
comunidad de Bejuco y Maconta Debajo de Manabi, las busquedas silvestres se realizaron
en un cuadrante de 600 x 600 m (Suarez-Davalos et al., 2010), éste muestreo se enfocé en
62 puntos escogidos al azar, en los que se reviso los diferentes microhabitats anteriormente
descritos; la busqueda se realizd en un radio de 10 metros por un tiempo estimado de

media hora en cada punto.

Las busquedas silvestres en la provincia de Manabi se realizaron en palmeras del
género Phytelephas aequatorialis, incluyéndose ademas la colocacion de trampas

“Noireau” (Noireau et al., 1999) en el nacimiento de las ramas (Figura 10) y también en
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otros microhabitats. La distancia promedio del habitat domiciliar al habitat silvestre fue de
aproximadamente 500 m. De cada microhabitat muestreado se obtuvo la siguiente
informacidn: presencia o ausencia de triatomino (infestado / no infestado), tipo de animal
al que pertenecio el nido o madriguera, especie de planta en la que se encontr6 el
microhabitat, altura del suelo (a la que se encontrd el microhabitat), vegetacion
circundante, y observaciones ecoldgicas relevantes como: presencia de sembrios cercanos,
palmas, vegetacion espesa 0 abierta, y caracteristicas relacionadas a biologia de animales

hospederos (Anexo 5) (Suarez, 2008).

4.23. CONTAJE DE LOS TRIATOMINOS RECOLECTADOS EN EL

CAMPO

Si la vivienda o el nido fue clasficado como infestada/o, se procedié a llenar la
ficha de contaje para conocer el numero de especimenes recolectados, y de esa manera,

confirmar el nimero exacto de triatominos encontrados (Anexos 6y 7).

Los frascos colectados tanto en el area sinantopica y silvestre fueron posteriormente
trasladados con el permiso de movilizacion y transporte otorgado por el Ministerio del
Ambiente (N° 00BRM-DPM-MA) y bajo las normas de bioseguridad al insectario del CIEI

de la PUCE para su respectiva evaluacion.

4.3. IDENTIFICACION TAXONOMICA Y ANALISIS DE TRIATOMINOS

Los insectos recolectados de los diversos habitats, fueron identificados empleando

las claves de identificacion taxondémica (criterios morfoldgicos) publicadas por Lent y
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Wygodzinsky (1979) y Carcavallo et al. (1998). Los insectos fueron examinados, a fin de
comprobar su infeccidn natural con tripanosomatidos (T. cruzi y T. rangeli); este proceso

fue efectuado por el personal de la unidad de Biologia Molecular y Celular del CIEI.

4.4, INDICES ENTOMOLOGICOS

Para el analisis de los datos recopilados se determind los indicadores entomoldgicos

recomendados por la (WHO, 2002):

(i) indice de Infestacion (11n) = # de viviendas/nidos infestadas/os por triatominos /

# total de viviendas/nidos examinadas/os x 100.

(i) indice de Densidad (ID) = # de triatominos capturados / # total de viviendas/nidos

examinadas/os

(iii)  Indice de Hacinamiento (IH) = # de triatominos capturados / # de viviendas/nidos

infestadas/os.

(iv)  Indice de Colonizacion (IC) = # de viviendas/nidos con ninfas de triatominos / #

de viviendas/nidos infestadas/os por triatominos x 100.

Los indices de Densidad (ID) y Hacinamiento (IH) no se multiplican por 100, ya
que no expresan porcentaje (%), sino el promedio de triatominos por vivienda o nido.
Mientras que los indices de Infestacion (1In) y Colonizacion (IC) si se expresan en

porcentaje (%). Este dltimo es muy importante ya que muestra el porcentaje de
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viviendas/nidos donde se encuentran poblaciones nuevas de triatominos (ninfas) y de esta
manera permite evaluar el impacto de las medidas de control de un determinado insecto

transmisor.

45. SELECCION DEL TAMANO DE MUESTRA PARA LAS DIFERENTES

TECNICAS (FENOTIPICAS Y MOLECULARES).

Se analizaron un total de 333 especimenes de R. ecuadoriensis. Para cada tipo de
analisis se determind el tamafio de muestra minimo necesario y se seleccionaron los
especimenes representativos de las diferentes poblaciones tal como estd descrito a

continuacion.

Para el analisis del fenotipo antenal se analizaron un total 99 especimenes (48
hembras y 51 machos) de las dos regiones. De éstos, 59 fueron recolectados en la provincia
de Loja (22 en el ambiente silvestre, 21 en el peridomicilio y 16 en el domicilio) (Anexo
8), y 40 en Manabi (20 en el ambiente silvestre y 20 en el peridomicilio) (Anexo 9). No se
analizd ningun especimen en el domicilio en la provincia de Manabi. El andlisis de
solamente 99 antenas de R. ecuadoriensis, se debié a que muchos de los especimenes
colectados tenian estropeadas las antenas, ademas que para estudios de fenotipo antenal es

suficiente 15 muestras por poblacion o subpoblacién (Catala et al., 2004).

Para el analisis de morfometria geométrica se analizaron 237 hemiélitros derechos,
los cuales incluyeron las 99 muestras analizadas para el Fenotipo antenal, mas 138
muestras adicionales, las cuales fueron separadas en 119 hembras y 118 machos. Por

habitat, en Loja se examinaron 48 especimenes en el ambiente silvestre, 47 en el
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peridomicilio y 41 en el domicilio (Anexo 8). En Manabi, fueron estudiados 35
especimenes en el area silvestre, 59 en el peridomicilio y 7 en el domicilio (Anexo 9).
Segun Bookstein (1996), para el analisis de morfometria geométrica el nimero de
individuos analizados por grupo debe ser al menos el doble del nimero de caracteres
medidos en cada poblacion y/o subpolacion. En este caso se midieron 8 puntos de
referencia tomados en las alas. Adicionalmente, los programas necesitan de al menos 15

especimenes por poblacion para que puedan correr los analisis.

En el analisis de ADN mitocondrial, mt Cyt b, se analizaron 168 secuencias de R.
ecuadoriensis, que incluyeron 22 secuencias en el habitat silvestre, 49 en el peridomicilio y
30 en el domicilio de Loja (Anexo 8). En Manabi se examinaron 30 especimenes en el
silvestre, 31 en el peridomicilio y 6 en el domicilio (Anexo 9). Para realizar este estudio, se
analizaron 100 secuencias hasta obtener un numero de determinado de haplotipos,
posteriormente se aumentd un 60%, hasta que el nimero de haplotipos ya no varié

exponencialmente, de tal manera, que llegd a estabilizarse.

Finalmente, para el analisis de microsatélites se amplié el tamafio muestreal, las
muestras seleccionadas ascendieron a 333, que fueron serparadas 208 en Loja y 125 en
Manabi. En Loja se analizaron 52 especimenes del habitat silvestre, 113 del peridomiciliar
y 43 del domicilio (Anexo 8). En Manabi se examinaron 48 del hébitat silvestre, 66 del
peridomicilio y 11 del domicilio (Anexo 9). En este andlisis mientras mas grande sea el
tamafno muestreal la técnica nos brinda una mayor informacion (Abad-Franch y Monteiro,

2005).
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4.6. ANALISIS DEL FENOTIPO

4.6.1. ANALISIS DEL FENOTIPO ANTENAL

Se examinaron 48 hembras y 51 machos recolectados de los tres habitats en las dos
provincias (Anexo 10). Para la comparacion entre especies, se utilizaron antenas de
hembras de R. pallescens (n = 6) y de R. colombiensis (n = 5) de la coleccion del
Laboratorio de Referencia de la Red ECLAT en el CRILAR (Anexo 11). Las antenas
fueron extraidas y colocadas en tubos eppendorff con glicerina-PBS, para su conservacion.
Por su pequefio tamafio, las antenas de esta especie no necesitaron de procesamiento
especial para la decoloracién y neutralizacion (Catala, 2000). Cada antena se coloco entre
porta y cubreobjetos y se examind en microscopio éptico a 400 aumentos (Leica, DB LB

100T, Alemania).

Con la ayuda de una camara de dibujo (LEICA, LEITZ DMLB, HC PLAN 10X20,
Alemania), se mapearon los sensilla identificados como mecanoreceptores vy
quimioreceptores de acuerdo a Catald y Schofield (1994). Entre los mecanoreceptores se
contaron Bristles (BR); y entre los quimioreceptores tenemos: Thin-walled trichoid
(TH/TPF-Tricoide de pared fina), Thick-walled trichoid (TK/TPG-Tricoide de pared
gruesa), y Basiconica-Basiconico (BA), en la cara ventral de los 3 segmentos distales de la
antena [pedicelo (P), y los dos segmentos del flagelo (F1) y (F2)]. Posteriormente, se

efectuo el recuento de cada tipo de sensillum en cada segmento (Figura 11).



77

4.6.1.1. ANALISIS ESTADISTICO DEL FENOTIPO ANTENAL

El andlisis estadistico del fenotipo antenal se realiza mediante analisis univariado.
Se obtuvieron promedios y desviacion estandar del nimero y tipo de sensilla antenales de
cada segmento. Mediante analisis discriminante se obtuvo la ubicacion de los individuos
en dos ejes. EI mismo analisis nos permitié conocer qué porcentaje de los individuos se
clasificaron correctamente y cuales de ellos se quedaron fuera de los grupos asignados.
Adicionalmente, se utilizé la prueba de Levene para calcular la homogeneidad de las
varianzas. Las variables con homogeneidad fueron analizadas mediante ANOVA, vy las
variables que mostraron heterogeneidad fueron analizadas mediante el test no paramétrico

Kruskal-Wallis.

Para el analisis multivariado se analiz6 el set de datos mediante el programa

PADWIN v80, software Dujardin 2007, http://www.mpl.ird.fr/morphometrics, el cual

permitio realizar analisis discriminante, y estimar la significancia estadistica con la
correccion de Bonferroni mediante los valores de Wilks y las distancias de Mahalanobis.
Estas distancias permitieron conocer la magnitud de la proximidad o separacién de los
grupos analizados y de esta manera, ayudd a la construccién de dendrogramas. Estos
arboles permiten realizar dendrogramas filogenéticos ya que toman en cuenta la variacion no
compartida entre grupos o sea los caracteres derivados o apomorficos (Jaramillo, 1999).
Adicionalmente, mediante el test de permutaciones (1000 permutaciones), y la
clasificacion cross-checked (control cruzado) fue posible validar de manera no paramétrica
la re-clasificacion de los especimenes, para lo cual se utilizaron 9 variables (Pedicelo: BR);
(Flagelo 1 y Flagelo 2: BR, TPF, TPG, BA) que se definieron como fenotipo antenal. El

arbol UPGMA basado en las distancias de Mahalanobis fue construido mediante el paquete
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PHYLIP v.3 (Felsenstein, 2007) (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) y

el modulo de TREEDYN 198 (Chevenet, 2006) (http://www.treedyn.org).

4.6.2. ANALISIS DEL HEMIELITRO DERECHO: MORFOMETRIA

GEOMETRICA

Se analizaron 237 individuos (119 hembras y 118 machos) de los tres habitats
(domiciliar, peridomiciliar y silvestre) en la Provincia de Loja y de los dos habitats
(peridomicilio y silvestre) en la Provincia de Manabi. En esta ultima provincia no se
hallaron colonias intradomiciliares de este triatomino, sin embargo, siete individuos, (5
hembras y 2 machos) fueron analizados aqui como especimenes domiciliares, ya que
Ilegaron por la noche volando a las viviendas y fueron capturados por los pobladores en las

comunidades del Bejuco, Jests Maria y Maconta Abajo.

Las alas de cada individuo fueron extraidas y colocadas en tubos eppendorff en
alcohol al 70% para su conservacion. Para su digitalizacién, el hemiélitro o ala derecha de
cada individuo se colocé sobre un cubreobjetos y se fotografié mediante MiScope®-MIP
(1.3 megapixeles, high resolution optics, www.zarbeco.com). La colecta de puntos para los
analisis de la MG, se basa en puntos de referencia denominados coordenadas, en un
sistema dado de ejes [dos ejes "X, y" para datos bidimensionales (ala), tres ejes "X, y, z"
para datos tridimensionales (cabeza)]. Estos puntos de colecta se denominan puntos de
referencia o landmarks. Se tomaron 8 landmarks de cada ala derecha como se detalla en la
Figura 12, generando las correspondientes coordenadas mediante el programa Collection
of COOrdinates (COO v80), software Dujardin 2007, http://www.mpl.ird.fr/morphometrics

(Anexo 12).
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Para el analisis de las distancias morfométricas, se tomaron en cuenta las
coordenadas que se obtuvieron con el Programa COO v80, que junto con Software Table
Space Tabulations- TETV80, software Dujardin 2007,
http://www.mpl.ird.fr/morphometrics, se calcularon todas las distancias posibles entre los
puntos y los convirtio en logaritmos naturales. A partir de estos datos, se construyeron

matrices de varianza-covarianza para ser utilizadas en los siguientes analisis (Anexo 13).

4.6.2.1. PROCESAMIENTO DE DATOS: SUPERPOSICION DE
PROCRUSTERS EN EL ANALISIS DEL TAMANO Y

CONFORMACION DEL ALA

Las coordenadas de puntos de referencia se colectaron sin tomar en cuenta la
posicién del individuo en relacion a los ejes "x, y", y su orientacion. El algoritmo mas
utilizado fue el Analisis Generalizado de Procrusters (AGP), que consistié en hacer una
superposicién optima de las configuraciones geométricas, utilizando los minimos
cuadrados. Este procedimiento eliminé los efectos de la escala, orientacion y de posicién al
hacer una serie de ajustes de tamafio, de desplazamientos, traslocaciones y rotaciones
algebraicas, de tal manera, que al final, permanecié la informacion sobre la conformacion
de los individuos que se orienta en una sola, y Unica posicion central (Rohlf, 1990,
Jaramillo, 1999) (Anexo 14). Los programas Morphometrics Geometrics (MOGwin v80),
software Dujardin 2007, http://www.mpl.ird.fr/morphometrics, Mancova (COVwin v80),
software Dujardin 2007, http://www.mpl.ird.fr/morphometrics) y PADwin v80, (Dujardin,
http://www.mpl.ird.fr/morphometrics) (Dujardin, 2007) permitieron efectuar esta
superposicion. En estas operaciones, es indispensable homogeneizar los tamafos, hasta

modificar a un mismo tamafo. Las coordenadas que resultan de la superposicion de
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Procrustes se llaman residuos procrusteanos, o coordenadas residuales "aligned
specimens”, en un sentido de alinear todas las configuraciones a lo largo de una

configuracién consenso.

Para visualizar las diferencias entre dos configuraciones, se aplico la técnica de las
placas delgadas (“thin-plate splines”). Para este fin, se proyectaron los residuos
procrusteanos en un plan euclidiano, sobre una reja cuya deformacion en relacion a una
configuracién consenso, permitio visualizar los cambios de conformacion. Estas variables
Ilamadas deformaciones parciales (“partial warps"- PW) se utilizaron también para

comparar grupos, generar mapas factoriales o arboles de clasificacion.

Adicionalmente, en este proceso, se genera los partial warps (PW) o variables de
conformacién o variables libres de tamafio isométrico, y se obtiene el tamafio del centroide
(“centroid size” - CS) de cada grupo, el cual se define como la raiz cuadrada de la suma de
las distancias elevadas al cuadrado, entre el centro de la configuracién de las coordenadas
de puntos (landmarks) y cada landmark individual; de tal manera, que van desde todos los
puntos de referencia hasta su centroide o centro de gravedad (Catald y Dujardin, 2007b).
La significacion estadistica de las diferencias del CS es calculada mediante el test no

paramétrico basado en permutaciones (1000 corridas) (Villacis et al., 2010).

El tamarfio es el componente de mayor variabilidad en la forma bioldgica, y puede
esconder la variabilidad de la conformacion, por eso se analizo por separado el tamafio y la
conformacion, no porque uno de ellos sean menos importante, sino que los dos estan

envueltos en la evolucion de poblaciones y especies.
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La variable tamafio, es mucho mas informativa que una distancia entre dos puntos,
pues no representa una distancia en una sola direccion, sino tantas direcciones como puntos

de referencia (Rohlf, 1999; Jarrin, 2005).

4.6.2.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LA MORFOMETRIA

GEOMETRICA

Los andlisis discriminantes -AD- estan acompariados por un test de significancia
que nos indica que tan separadas estan las medias (centroides) de los grupos después de la
discriminacion. El estadistico Wilks’ Lambda se utilizo para probar la hipotesis de que las
medias de los grupos (centroides) son iguales. Wilks’ Lambda tiene valores entre 0 y 1,
valores pequefios indican fuertes diferencias entre grupos, valores cercanos a 1, no hay

diferencias (Rohlf y Marcus, 1993).

El AD, se llevd a cabo a partir de las variables de conformacién para examinar la
relacién entre las dos poblaciones de R. ecuadoriensis de dos provincias (Manabi y Loja),
pertenecientes a los micro-ambientes (silvestre, peridomiciliar y domiciliar) y separados
por sexo (machos y hembras). Para examinar el cambio alométrico, se aplico el test de
regresion multivariada considerando al tamafio como variable independiente y a la
conformacién como variable dependiente (Jaramillo, 1999). Las variables de conformacion

también fueron obtenidas mediante el analisis de AGP.

A partir de matrices de varianza-covarianza construidas con distancias convertidas
a logaritmos naturales, se utiliza los analisis multivariados. Los andlisis convencionales se

dividen en los utilizados para el analisis de muestras tnicas, sin una asignacion “a priori”
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de los individuos en grupos previamente definidos (Analisis de Componentes Principales,
ACP) vy los utilizados para el analisis de dos 0 mas muestras (Analisis de Componentes
Principales Comunes, ACPC, y Analisis de la Funcion Discriminante, AFD) (Jaramillo y

Dujardin 2002; Adams et al., 2004).

47. CRUCES EXPERIMENTALES - OBTENCION DE LA PRIMERA

GENERACION (F1) DE Rhodnius ecuadoriensis

Antes de comenzar con el estudio de viabilidad reproductiva, se separaron ninfas
del quinto estadio (NV), ya que se necesitaron triatominos virgenes para el momento del
cruzamiento. Una vez que las NV mudaron a adultos, se escogieron tanto hembras como
machos (Belisario et al., 2007). Se realizaron 16 cruces, entre machos y hembras en
proporcién dos a uno, con un total de 48 individuos (Tabla 2), a fin de conocer la primera
generacion (F1) y su viabilidad reproductiva en la produccién de descendencia entre

poblaciones de R. ecuadoriensis de las dos provincias (Manabi y Loja).

A los 16 cruces, se los coloco dentro de recipientes cilindricos de plasticos de 9 cm
X 5 cmy 4 cm de diametro. Papel filtro con numerosos pliegues a manera de acordedn fue
colocado dentro del frasco plastico, a fin de dar refugio a los especimenes y tapados con
mallas y una tapa rosca con agujeros para permitir el intercambio gaseoso. Cada frasco fue
colocado en un recipiente dentro de una incubadora bajo condiciones de humedad y
temperatura controladas, con un sistema que permite utilizar calor seco o humedo de
acuerdo a las necesidades. Las condiciones en las cuales se trabajé fueron T% 24 £+ 1°Cy
HR: 85% y para simular el dia y la noche, se utilizaron lamparas de luz fria, de 40 watts,

110 voltios con sistemas de control para fotoperiodos de 12 horas luz/12 horas oscuridad,
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con posibles variaciones de tiempo. La incubadora tiene un sistema de circulacion y
renovacion de aire y un sistema de seguridad que impide que la temperatura sobrepase los
valores programados. Una vez obtenida la poblacion de adultos F1, se procedié a escoger

al azar 20 especimenes adultos hembras y 20 machos para su estudio morfométrico.

4.7.1. ANALISIS ESTADISTICOS DE LA PRIMERA GENERACION (F1)

DE Rhodnius ecuadoriensis

Se obtuvieron porcentajes tanto de los cruces, como también de la produccion de
viabilidad y tamafio de los huevos obtenidos por cruce. Adicionalmente, se calculd el
tiempo promedio de pre-ovoposicidn por region (Beliséario et al., 2007), y se compararon
con los resultados derivados en los cruces entre especimenes solo de Manabi y/o Loja. La
prueba de U de Mann Whitney fue utilizada para conocer si existen o no diferencias

significativas en el tamafio de los huevos, como también en el tiempo de pre-ovoposicion.

Los estudios de morfometria utilizaron los programas COO v80, junto con el TET
v80, software Dujardin 2007, http://www.mpl.ird.fr/morphometrics, para el célculo de las
distancias posibles entre los puntos, ademas se construyeron matrices de varianza-
covarianza para ser utilizadas en los siguientes analisis. Los programas MOG v80, COV
v80 y PAD v80 (Dujardin, http://www.mpl.ird.fr/morphometrics) (Dujardin, 2007) que
permitieron realizar la superposicion de procrusters. Se generé los PW y se obtuvo el
tamario del centroide o centroid size (CS) de cada grupo. La significacion estadistica de las
diferencias del CS se calculé mediante el test no paramétrico basado en permutaciones
(1000 corridas) (Villacis et al., 2010). Se obtuvo el estadistico Wilks’ Lambda para probar

la hipotesis de que las medias de los grupos (centroides) de (i) hembras Manabi vs hembras


http://www.mpl.ird.fr/morphometrics
http://www.mpl.ird.fr/morphometrics
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Loja vs hembras F1 o (ii) machos Manabi vs machos Loja vs machos F1, son iguales. El
Analisis Discriminante (AD) se llevo a cabo a partir de las variables de conformacion para
examinar la relacién entre las tres poblaciones de R. ecuadoriensis hembras/machos
Manabi, vs hembras/machos Loja, vs hembras/machos F1, pertenecientes solo al habitat
peridomiciliar, ya que son los que en mayor cantidad se tiene y con los que se realizo el
experimento. Las variables de conformacion fueron sometidas para el analisis multivariado
(PCA), y para calcular las distancias fenéticas se obtuvieron dendrogramas, UPGMA,
derivadas de las distancias de Mahalanobis entre las tres poblaciones de Rhodnius

ecuadoriensis [(Manabi, Loja, y F1 (machos, hembras)].

4.8. ANALISIS DEL GENOTIPO

48.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL ADN DE Rhodnius

ecuadoriensis

Se realizo la extraccion de ADN de 333 muestras recolectadas en el ambiente
sinatropico (domiciliar y peridomiciliar) y silvestre de las dos provincias, Loja (n = 208) y
Manabi (n = 125). EI ADN gendémico fue aislado de las patas de los especimenes de
Rhodnius ecuadoriensis, para esto se utilizo el kit de extraccion de ADN DNeasy® para
sangre y tejido (Qiagen, Valencia, CA, USA) siguiendo el protocolo para tejido (Anexo

15). El volumen final de ADN gendmico obtenido fue de 100pl.

Para verificar la calidad del ADN, los productos de amplificacion de algunas muestras
al azar fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 2 % a un voltaje entre 70

- 100 voltios en 1X de tampon de corrida TAE (0,04Tris- 1 mM Acetato-EDTA). La
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tincion de los geles se realizé con SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) y visualizado
en el transiluminador o bajo luz ultravioleta en el sistema de imagenes Bio Doc- It®
Imaging System (UVP, Upland, CA, USA). Adicionalmente, se cuantifico y se determind
la pureza del ADN de algunas muestras al azar (1 — 1,5ul), éste procedimiento se efectud a
través de un espectrofotometro NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.7 (Thermo

Scientific, Wilmington, Delawer, USA).

4.8.2.GEN MITOCONDRIAL CITOCROMO B (mt Cyt b)

4.8.2.1. CONDICIONES DE AMPLIFICACION

El analisis de la secuencia de ADN en la region del gen mitocondrial citocromo B
gene (mt Cyt b) se efectu6 en 168 especimenes de Rhodnius ecuadoriensis. La
amplificacion se realizd en un volumen final de 25 ul que contiene: 2.0 pl dNTPs [200
mM], 5.0 pul GoTag [5u / pl] (Promega®, Madison, Wi USA), Colorless Go Tag"™ Buffer
reaction [5X] (Promega®, Madison, Wi USA),1 ul de MgCl, [25mM] (Promega®,
Madison, Wi USA), 0.125 ul Go Tag DNA polymerase [5u / pl] (Promega®, Madison, Wi
USA), 1 pl de cada primer [10 pM]. EI mt Cyt b fue amplificado usando los primers: Cyt
b7432F (5’-GGAC-G(AT)GG(AT)ATTTATTATGGATC) y Cyt b7433R  (5°-

GC(AT)CCAATTCA(AG)GTTA(AG)TAA) (Monteiro et al., 2003).

Este estudio se basé en el tamario del fragmento de ADN mitocondrial mt Cyt b de
Rhodnius pallescens (414 pb), que fue utilizado para trabajos de filogenia y taxonomia

molecular en las distintas especies del género de Rhodnius por Monteiro et al., (2000).
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Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Thermel (Bio-Rad,
USA): Paso de desnaturalizacion inicial de 94 °C por cinco minutos; seguido de 35 ciclos
de amplificacion a 94 °C por 30 segundos, 47 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto y un

paso de extension final a 72 °C por 10 minutos para finalizar.

Para la secuenciacion, se procedio a la purificacion del producto de PCR, usando
las placas de membrana Multipore Multiscreen HTS (Anexo 16). Posteriormente, se
realizd el ciclo de secuenciacion (cycle sequencing) o (BigDye®-Terminator v1.1 y ABI
Prism™ seq buffer) (Anexo 17). Para este ciclo de secuenciacion se necesitd dos
reacciones, una con el primer forward, y otra con el primer reverse de modo que el
producto de amplificacion es ADN de cadena simple. EI volumen final de reaccion de fue
de 10 pl (9 pl de master mix + 1 ul de ADN). El master mix se preparé con 0.5 pl
BigDye®-Terminator Ready Reaction Mix v1.1, 2.0 pl ABI Prism™ Sequencing buffer
[5X] (CDC), y 1.0 ul Primer cyt b (7432F o 7433R) [5 pM] y 5.5 pl de agua ultra pura.

Esta reaccion fue para generar productos marcados con nucléotidos flurorescentes.

Los tubos para el PCR fueron claramente etiquetados para evitar cualquier
confusion. La reaccion de secuenciacion se llevd a cabo en el termociclador Thermel (Bio-
Rad, USA) con el siguiente protocolo de amplificacion: 25 ciclos comenzando a una
temperatura de 96 °C por 10 seg, posteriormente a 50 °C por 5 seg, 60 °C por 4 minutos.
Los productos de esta reaccion fueron purificados mediante el Kit de purificacion Centri-
SEP Protocol (Princeton Separations, Adelphia, NJ, USA) siguiendo las especificaciones
del fabricante (Anexo 18); para esto se utilizé la combinacion de la Tag DyeDeoxy™ v las

reacciones del ciclo de secuenciacion. Posteriormente se corri6 en un secuenciador
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automatico para los analisis genéticos (ABI 3500 xL, genetic analyzer, Applied

Biosystems, USA).

4.8.2.2. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS MEDIANTE mt

Cytb

Una vez que ambas cadenas forward (sentido) y reverse (contrasentido) fueron
secuenciadas, se procedié al ensamblaje de las mismas para obtener una secuencia
consenso usando el software SeqMan (DNAstar Lasergene 8, v8.1.2) (Kleywegt, 2005). Se
edité manualmente cada electroferograma, con la finalidad de corroborar y corregir sitios
en donde no se haya registrado el nucledtido correspondiente debido a la presencia de
artefactos propios del proceso de secuenciacion. Cada nucle6tido corresponde a un codigo
de color determinado: Adenina (A) verde, Citosina (C) azul, Guanina (G) negro, Timina
(T) rosado. En el analisis de mt Cyt b pueden existir bases ambiguas. Esto se puede deber a
algun artefacto en la secuenciacion. Otra posible causa puede ser la presencia de
heteroplasmia que consiste en la presencia de distintos tipos de ADN mitocondrial
presentes en la misma célula. La heteroplasmia sugiere la existencia de diferentes
plasmidos de ADN mitocondrial (mtADN) en el organismo que tienen mutaciones
particulares. Por ejmplo, la W - weak (puede encontrarse en sitios no definidos entre A 'y
T);laS-strong (CyG); laM -amino (AyC); K-Keto (GyT);laR -purina(AyG);y

la Y- pirimidina (C y T) (Anexo 19).

Posteriormente, se realizd un alineamiento con todas las secuencias consenso
mediante el algoritmo ClustalW implementado en el Software Bioedit v.7.0.0 (Hall, 2007)

(Anexo 20). Una vez alineadas se realizd una edicion manual de todas las secuencias
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obtenidas de R. ecuadoriensis. Cada variante nucleotidica unica en toda la muestra, fue
verificada individualmente en los electroferogramas de las secuencias originales y cuando
se encontraron bases ambiguas o surgieron dudas sobre alguna variante, se procedio a
reemplazar manualmente un nucle6tido por otro, de acuerdo al cédigo de ambigiedad
nucleotidica de IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry nomenclature
- NC-1UB, 1986). Por ejemplo, si se obtuvo una “W” se remplazo la A por T, 0 vicerversa
dependiendo de la claridad y altura de los picos en los electroferogramas. Aquellas
secuencias que no pudieron ensamblarse, o no fueron claras en los electroferogramas, se
procedio a re-secuenciarlas, para no perder informacién. Verificadas todas las variantes,
cada secuencia que presentd una combinacion diferente de variantes nucleotidicas fue

considerada como haplotipo diferente.

La evaluacion del modelo evolutivo de sustitucion nucleotidica se realizd con el
Modeltestv.3.7. (Posada y Buckley, 2004), éste permitié escoger el mejor modelo entre:
TN92+1: Tamura3-parameter y HKY: Hasegawa-Kishino-Yano en distribucion. EI modelo
que se ajustd de mejor manera a los datos obtenidos fue bajo el Criterio de Informacién
Bayesiana (BIC) o “Bayesian Information Criterion”, las opciones que se presentaron

fueron: (i) T92+1 (3175.6), (ii) T92+G (3175.8) vy (iii) HKY+G (3176.8).

4.8.2.3. VARIABILIDAD Y DIFERENCIACION GENETICA

El Software DnaSP v.5.10 (Librado y Rozas, 2009), permitio calcular la

variabilidad y diferenciacion genética como también el flujo entre poblaciones (provincias)

y subpoblaciones (habitats 0 micro-ambientes).
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Los estimadores de la variabilidad genética obtenidos fueron los siguientes:

Diversidad genética (H), que es una medida equivalente a la heterocigosis
esperada obtenida de datos diploides, y se define como la probabilidad de que dos

haplotipos tomados al azar de una poblacion sean diferentes (Nei, 1987).

Diversidad de Nucledtido (m), es la probabilidad de que dos nucle6tidos con
homologia de posicion tomados al azar sean diferentes, esta medida es equivalente
a la diversidad genética a nivel del nucledtido (Tajima, 1983; Nei, 1987). La
diversidad de nucleodtido es una medida adecuada para conocer la variabilidad
genética y no es tan dependiente del tamafio de muestra ni del tamafio de la

secuencia analizada como H (Nei, 1987).

Frecuencia de haplotipo, si un haplotipo es observado Xi veces en una muestra.

Diversidad haplotipica (Hd), es la probabilidad de que dos haplotipos tomados al

azar de una poblacion sean diferentes.

Cuanto maés alto fueron estos valores, mas alta fue la variabilidad genética de la

poblacion. Ademaés para cada poblacion se estimo la composicion nucleotidica promedio

(porcentaje de adenina-timina), el numero de sitios polimoérficos (variables sites), el

namero de sitios Unicos (singleton sites), asignacion de nimero de haplotipos (h) y el

numero promedio de sustituciones de nucle6tidos (transiciones y transversiones: ts/tv).
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Para conocer el indice de diferenciacion genética promedio entre poblaciones se
calculo el Gsr, obtenido por Nei, 1973 mediante el Software DnaSP v5.10 (Librado y
Rozas, 2009). Este indice nos indico si las poblaciones son homogéneas o heterogéneas.
Sus valores segun Wright (1978), oscilan entre 0.00 a 0.05; 0.05 a 0.15; 0.15a 0.25y >
0.25 que indican una pequefia, moderada, alta y elevada diferenciacion genética

respectivamente.

4.8.2.4. FLUJO GENICO (Nm) y ESTADISTICOS F

Se calculé ademas el flujo génico (Nm), el cual se define como el nimero de
migrantes en pares de poblaciones por generacion. Las estimaciones de flujo génico son
obtenidas a partir de Fst (Withlock y McCauley, 1998). Los valores de Fst representan
como se encuentra distribuida la variacion genética entre poblaciones y toma valores de
entre 0 y 1. Los valores del estimador Fst de 0 a 0,05 indican poca diferenciacion genética,
de 0,05 a 0,15 una diferenciacion moderada, de 0,15 a 0,25 una alta diferenciacion, y los
valores de mas de 0,25 representan una diferenciacion genética muy alta (Wright, 1978). El
namero promedio de especimenes migrantes por generacion (Nm) entre las poblaciones se
calculd utilizando el Fsren la ecuacion Nm= {(1/®ST)-1}/2 obtenido mediante el Software

GenAlEx v.6.0 (Peakall y Smouse, 2006).

El Software MEGA v.5.1 (Tamura et al., 2007) ayudo a estimar la distancia
genética estandar (d), la distancia genética dentro y entre poblaciones, y se calculo
mediante el modelo Tamura 3 - pardmetros (Test T92+1), basadas en las frecuencias de los

haplotipos encontrados.
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4.8.2.5. DENDROGRAMAS FILOGENETICOS

Un dendrograma es un tipo de representacion grafica o diagrama de datos en forma
de arbol, que organiza los datos en subcategorias que se van dividiendo en otros hasta
llegar al nivel de detalle deseado. Ademas muestra las relaciones evolutivas entre varias
especies/poblaciones que se cree que tienen una ascendencia comdn (Woese et al., 1990).
Los arboles filogenéticos se elaboraron bajo el criterio de los estados intermedios
(“average states”). Segun este criterio, cuando hay un cambio de un nucleétido, el valor
asignado es diferente dependiendo del nucleétido, esto quiere decir que no se considera el

mismo valor sin tomar en cuenta el nucle6tido (Hodge y Cope, 2000).

Segun Nei (1996) y Page y Holmes (1998), ninguno de los métodos actuales de
reconstruccion filogenética ha probado ser el mejor en todas las situaciones. Se conoce tres
métodos para el analisis filogenético: (i) Neighbor-Joining o vecino méas proximo (NJ)
(Saitou y Nei, 1987); (ii) Maximum Likelihood (ML), maxima verosimilitud (Felsenstein,
1981) y (iii) Maxima Parsimonia (MP) (Fitch, 1977). El método NJ es un método basado
en distancias genéticas y los métodos ML y MP son métodos basados en caracteres, en los
gue cada posicién de la secuencia se considera un caracter y cada una de las cuatro bases
un estado del caracter, pudiendo considerarse como quinto estado las indels (inserciones y
deleciones). EI método del vecino méas préximo (NJ) se basa en encontrar pares de OTUs
(Operational Taxonomic Units, es decir, unidades taxonémicas operativas) que minimicen
la longitud total de las ramas del arbol en cada paso del agrupamiento. La estimacién de las
longitudes de las ramas se obtiene por el método de los minimos cuadrados. Los datos
obtenidos fueron la base para la construccién de dendrogramas, para el analisis se emple6

el algoritmo de NJ, con el célculo de bootstrap en base a 1000 réplicas; como también la
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construccion de arboles filogenéticos mediante el ML en el programa MEGAV.5.1
(Tamura et al., 2007). Para realizar este andlisis, se concatend los alineamientos
correspondientes a los genes, y se incluyé como grupo externo 5 secuencias obtenidas de la
especie hermana, R. pallescens, 4 de ellas obtenidas del GenBank, cuyos nameros de
acceso fueron GQ850481 — FJ229358.1, FJ229359.1, FJ229357.1; y una secuencia del

Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC).

Finalmente, para establecer conexiones de red (Median Joining Networks) entre los
haplotipos de las poblaciones se usé el programa NETWORK v. 4.6.0.0. (Bandelt et al.,

1999) (http://www.fluxus-engineering.com).

4.8.3. MARCADOR NUCLEAR — MICROSATELITES

Para el analisis de la estructura genética de las poblaciones se utilizaron los 6
microsatélites que fueron disefiados para Rhodnius pallescens, especie cercana de R.
ecuadoriensis (Harry et al., 1998). Los productos de PCR con un éxito de amplificacion en
R. ecuadoriensis fueron L3, L9, L13, L25, L43 y L47, mientras que en R. prolixus solo
amplificaron para L43 y L47 (Harry et al., 1998). La Tabla 3 muestra los productos de

PCR de los diferentes locus de R. pallescens que varian entre 88 y 297 pb.

Primeramente, se evalud la especificidad y reproducibilidad de cada marcador
usado y se optimizaron las condiciones de amplificacion cuando fue necesario.
Posteriormente, se evalud el polimorfismo de los seis microsatélites en una muestra de 10
individuos. El criterio usado para definir si un locus es lo suficientemente polimorfico para

realizar el estudio genético-poblacional fue dependiendo del numero y frecuencia de alelos
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(Marcet et al., 2006). Con los loci que resultaron polimorficos se llevo a cabo el estudio de

las 333 muestras de R. ecuadoriensis de las dos regiones (Loja n = 208 y Manabi n = 125).

4.8.3.1. CONDICIONES DE AMPLIFICACION

La amplificacion se llevd a cabo en un volumen de reaccién de 15 pl que contiene:
3.195 ul de agua extra pura, 1.5 pl de 5X Buffer colorless Go Tag® DNA polymerase [5U/
pl], 0.5 pl de MgCl; [25 mM], 1.2 pl de dNTPs [200 mM], 3.75 uM de primer marcado

(forward), 3.75 ng/ul de primer (reverse).

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador Thermel (Bio-
Rad, USA), con las siguientes condiciones: denaturalizacion inicial 94 °C por 5 min;
seguido por 30 ciclos a 94 °C por 30 sec, cambiando la temperatura de annealing
dependiendo del locus (L3: 47 °C, L9: 55 °C, L13: 60 °C, L25: 58 °C, L43: 56 °C, L47: 59
°C) por 30 sec, seguido 72 °C por 1 min para todos los loci de microsatelites, excepto L9
que requirio: 72 °C por 1°30”" y un ciclo final de elongacion a 72 °C por 10 min. Para la
determinacion del tamafio de fragmento amplificado (genescan reaction) se prepard una
mix con 1 ul del producto de amplificacion, el cual estaba compuesto de 10 ul de HiDi™
Formamide y 0.5 pL del marcador de peso molecular GeneScan™ 500 Rox™ (Warrington,

UK).
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4.8.3.2. DETERMINANCION DE ALELOS

El analisis de los fragmentos se realizd mediante el secuenciador ABI Prism
MT3500 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). La determinacion del tamafio de los
alelos se realiz6 mediante el software GeneMapper™ v.4.0 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) (Anexo 21) en base a una comparacion con la escalera estandar. La
determinacion de los alelos de las 333 muestras se realizé después de un chequeo manual
para detectar errores, inconsistencias y el aparecimiento de picos causados por artefactos

(Anexo 22).

Adicionalmente, el GeneMapper™ v.4.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) software se utilizo para analizar y a detectar el o los eletroferogramas sefialando el o
los alelos marcado/s. Esta revision se realiz6 sin conocimiento previo de la comunidad,
solo se conocio el origen geografico (Loja o Manabi) y el habitat. Se incluyd ADN R.
pallescens como control positivo de amplificacion en la estandarizacion de condiciones de

PCR para cada locus, ya que los microsatélites fueron disefiados para esta especie.

4.8.3.3. ANALISIS DE MICROSATELITES.

Para contestar el objetivo planteado en el presente estudio: cuantificar la diversidad
genética inter e intra poblacional y evaluar las relaciones entre poblaciones sinantropicas
(domiciliares y peridomiciliares) y silvestres de R. ecuadoriensis de las provincias de Loja
y Manabi, se calcularon varios indices estadisticos basados en las frecuencias alélicas y la

heterocigocidad de cada poblacion (Freeland, 2005).
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Se utilizaron indices de heterogeneidad, conectividad, similaridad y divergencia.
Esto permitid evaluar las diferencias génicas entre poblaciones y, de este modo, analizar

las frecuencias génicas de las poblaciones de Rhodnius ecuadoriensis en su distribucion.

El indice de similaridad se basa principalmente en mutacion y deriva génica, y se lo
conoce como la Disimilaridad Standard de Nei (1973). Con esta medida se estima el
promedio de sustituciones de codones por locus. Este modelo se basa en el modelo de
alelos infinitos (Kimura y Crow, 1964), donde se asume que de una poblacion ancestral se
originaron varias subpoblaciones, que divergieron por deriva genética y mutacion. Para el
calculo de estas distancias se utilizd el programa GenAlEx v.6.0 (Peakall y Smouse, 2006);
adicionalmente, se gener6 una matriz de distancias genéticas conocida como Das, la misma
que se calculé tomando en cuenta la similaridad de las poblaciones (Peakall y Smouse,
2006) y se estimo la distancia genética entre ellas. Este indice fue calculado por medio de
las frecuencias alélicas dentro de una poblacién en relacion al numero de alelos presentes
en el locus, conocida como identidad genética. El valor de las distancias genéticas puede
variar de cero al infinito. Las poblaciones que tienen una identidad genética similar

presentan valores cercanos a cero (Freeland, 2005).

La distancia genética se evalu6 a nivel geografico y a nivel micro ambiental. A
nivel de micro ambiente incluydo comparaciones entre los diferentes habitats; y a nivel
geogréfico se consideraron diferencias entre las dos regiones (Loja y Manabi).
Adicionalmente, se utilizaron dendrogramas para visualizar las relaciones entre las

poblaciones estudiadas tanto a nivel geografico como a nivel de subpoblaciones (habitats).
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Por medio del programa GenAlEx v.6.0 (Peakall y Smouse, 2006), se estimo la
variabilidad genética de acuerdo a la proporcion de polimorfismo de cada locus, nimero de
alelos por locus, el promedio del nimero de alelos y la heterocigocidad, mediante
equilibrio Hardy-Wienberg usando el test exacto de Chi-cuadrado (Prueba y?) se calculd y
se compard la heterocigocidad esperada (He) y la heterocigocidad observada (Ho), como
también la frecuencia de los alelos por loci; y finalmente, se realizo el andlisis de
coordenadas principales (PCoA) para visualizar la estructuracion genética de las dos

poblaciones de R. ecuadoriensis de las provincias de Loja y Manabi.

4.8.3.4. INDICE DE HETEROCIGOCIDAD

Los indices de heterocigocidad obsevada (Ho) y esperada (He) fueron calculadas en
GenAlEx v.6.0 (Peakall y Smouse, 2006). Estos indices permiten cuantificar la diversidad
genética dentro de una poblacion (Freeland, 2005). Las muestras que se encuentran en
EHW demuestran que son una poblacion en panmixia (apareamiento aleatorio entre
individuos) y por tanto, no van a mostrar diferencias significativas entre el He y Ho
mientras que una poblacion que no estd en EHW muestra un exceso de homocigotos

(Efecto Wahlund) o déficit de heterocigocidad (Page y Holmes, 1998, Freeland, 2005).

Adicionalmente, cada loci fue evaluado individualmente para determinar su nivel
de desviacion con las proporciones de EHW vy su significacion estadistica (p) fue
determinada después de la correccion de Bonferroni, para limitar la posibilidad de cometer

un error tipo | y rechazar la hipétesis nula.
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4.8.3.5. INDICE DE FIJACION (Fs7) y DIVERSIDAD GENETICA

Para determinar la estructura poblacional, es decir, corroborar la definicion de las
poblaciones existentes dentro de un set de datos se utiliz6 el indice Fst (como una medida
de fijacidn), para obtener éste indice se utilizo el Software GenAlEx v.6.0 (Peakall y
Smouse, 2006), que infiere la presencia de distintas poblaciones asignando cada individuo
a una poblacion en base a sus genotipos y frecuencias alélicas. EI modelo infinito de islas
utilizado por Wright (1943) como base para la valoracién del flujo genético, se basa en dos
parametros: tamafio de la poblacion (N) y la tasa de migracion (m). Matematicamente se
define como Fst = 1/(4Nm + 1), donde la fuerza de la deriva genica es proporcional a 1/N,
mientras que la fuerza del flujo génico es proporcional a m (Neigel, 2002). La proporcion
de migrantes en una generacion se conoce como Flujo Génico (Nm) (Beals et al., 2000).
Matematicamente se define como Nm = (0,25 (1 - Fst)) / Fst) (Neigel, 2002). Se utilizo el
Software ARLEQUIN v.3.5. (Excoffier y Lischer, 2010), por lo que al comparar pares de
poblaciones se puede conocer si hay una distribucion aleatoria de individuos entre ellas o si
se trata de subpoblaciones separadas (por ejemplo por habitat). Los valores de éste indice
varian entre 0 (distribucién aleatoria) y 1 (separacion de los grupos), todos los grupos fijos
para uno de los alelos disponibles). Valores superiores a 1 indica que hay suficiente flujo
génico como para negar efectos por deriva génica (Beals et al., 2000). Valores bajos de Fst
producen altos niveles de flujo génico (De Meeus et al., 2006). Los valores del estimador
Fst de 0 a 0,05 indican poca diferenciacion genética, de 0,05 a 0,15 una diferenciacion
moderada, de 0,15 a 0,25 una alta diferenciacion, y los valores de méas de 0,25 representan

una diferenciacion genética muy alta (Wright, 1978).
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La diversidad genética (A) se calculé por medio del programa FSTAT v.2.932. Este
indice representa el namero de alelos por locus, y permite calcular la diversidad dentro de
la poblacion (Freeland, 2005) y corrige la variacion causada por el tamafio de la muestra
(Leberg, 2002). También se considerd el namero de alelos Unicos en cada poblacion (alelos
exclusivos o privados (AE) y nimero de migrantes por generacion (Nm) (Kalinowski,

2004).

4.8.3.6. INDICE DE ENDOGAMIA (Fis)

El término endogamia es usado para describir varios fendmenos relacionados, todos
ellos referentes a situaciones en donde los apareamientos ocurren entre parientes
(endogamia biparental) o consigo mismos (endogamia uniparental) y que tienen como
consecuencia que dos alelos homdélogos heredados a la progenie sean idénticos entre si por
descendencia de un alelo ancestral en comudn (Waser y Prince, 1993). Es decir, los eventos
que tienen como consecuencia apareamientos endogamicos, incrementan los niveles de
homocigosis en una poblacion (Hartl, 2000; Hedrick, 2000). Este valor fue calculado a
través del programa ARLEQUIN v.3.1 (Excoffier y Lischer, 2010), este indice es el Fys, 0
coeficiente de endogamia, que evalla el nivel de endogamia entre los individuos que puede
producir una desviacion de la panmixia como resultado de un apareamiento no aleatorio.
Este coeficiente puede tomar un valor de -1 a 1. Si es de 0 no hay endogamia y la
poblacion esta en EHW. Cuando el valor es negativo, significa que hay un exceso de
heterocigotos y si es positivo que hay un exceso de homocigotos, ya que cuando Ho < He
se asume que en esa poblacién se produjeron mas apareamientos endogamicos de lo que se

espera por azar (Frankham et al., 2002; De Meecus et al., 2006).
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4.8.3.7. ANALISIS DE COORDENADAS PRINCIPALES (PCoA)

El PCoA fue graficado utilizando el programa GenAlEx 6.0 (Peakall y Smouse,
2006). Su objetivo fue producir un grafico de pocas dimensiones, que abarque la mayor
cantidad posible de la variacion total, en donde los patrones de distancias entre los puntos
dentro del plot sean lo mas cercanas a la matriz original (Jolliffe, 2002). Las matrices
utilizadas para este analisis fueron: distancias genéticas de Nei (1973) e indice de fijacion

(FsT).

4.8.3.8. ANALISIS DE VARIANCIA MOLECULAR (AMOVA).

La estructura genética de las poblaciones y los niveles de variacion en los
individuos fueron analizados con el Analisis de Variancia Molecular (AMOVA). Para este
calculo se utilizaron dos programas ARLEQUIN v.3.5. (Excoffier y Lischer, 2010) y
GenAlEx v.6.0 (Peakall y Smouse, 2006). Con este andlisis se calculé los componentes de
variacion y sus niveles de significacion (basado en procedimientos de permutacion) para

los niveles jerarquicos: entre poblaciones y dentro de las poblaciones.

4.8.3.9. AISLAMIENTO POR DISTANCIA

La relacion entre distancia genética y distancia geogréafica se obtuvo mediante una
prueba de Mantel que evalta la correlacion entre dos matrices de disimilitud [distancia
genética (Das) vs. distancia geografica en km] (Sokal, 1979). La significacion estadistica
fue evaluada mediante el programa GenAlEx v.6.0 (Peakall y Smouse, 2006), a través de

9,999 permutaciones (Fitzpatrick et al., 2008; Ocafia, 2010). Este analisis fue realizado con
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las muestras de las provincias, Manabi y Loja, a pesar, de que el muestreo en la provincia
de Manabi abarca un area geografica restringida a un solo canton (Portoviejo), lo que no

sucede con la provincia de Loja.
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5. RESULTADOS

5.1. INDICES ENTOMOLOGICOS EN LAS COMUNIDADES ESCOGIDAS EN

LA PROVINCIA LOJA

En total de 505 casas en las 13 comunidades durante los afios 2005, 2006 y 2007, se
capturaron 4.642 triatominos de cuatro especies: Rhodnius ecuadoriensis, Triatoma
carrioni, Panstrongylus chinai y P. rufotuberculatus. Se obtuvo un indice de infestacion
(lIn) total del 18,8% para las 13 comunidades. Santa Ester y Galdpagos fueron las
comunidades que presentaron el mas alto IIn de 29,6 y 29,4% respectivamente. En cuanto
al indice de densidad total (ID) en las 13 comunidades fue de 9,2 y el de indice de
hacinamiento (IH) total fue de 49 triatominos encontrados por vivienda infestada. Al
desglosar por comunidad infestada, EI Limén presentd el IH méas bajo con 3 triatominos,
mientras que Tuburo presentd el valor mayor 181 triatominos por vivienda infestada, es
decir una proporcion de 60 a 1. El indice de Colonizacion (IC) total fue de 78,9 %. (Tabla

4).

Rhodnius ecuadoriensis, es la especie mas abundante y se encontré en las 13
comunidades, siendo en su mayoria colectados en el peridomicilio, especialmente en nidos
de gallina, cuyeras, y en acumulaciones de madera y lefia. 286 especimenes de esta especie
se recolectaron en el intradomicilio. El habitat intradomiciliar present6 un Iin de 6,5%, un
ID =0,6; un IH =8,7 y un IC de 81,8% (Tabla 5), en este caso existe una proporcién de 60
triatominos en el intradomicilio entre las comunidades de Naranjo Dulce y La Extensa.
Mientras que el hébitat peridomiciliar present6 més altos indices de Iin, ID, IH y IC de

10,1%; 7,7; 76,1 y 92,2% respectivamente (Tabla 6), si comparamos el IH en el
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peridomicilio tenemos una proporcion de 30 a 1 triatominos entre las comunidades de
Naranjo Dulce (n = 7) y Tuburo (n = 212). Triatoma carrioni, es un especie que se
encuentra presente especialmente en el canton Espindola, esta especie se ha recolectado
tanto dentro de las viviendas (debajo del colchon), en los agujeros de las paredes como
también en el peridomicilio (nidos de gallina). Panstrongylus chinai, se encontré en su
mayoria dentro de las viviendas (intradomicilio), entre las rendijas de las paredes; y P.
rufotuberculatus, al igual que P. chinai se recolect6 principalmente en el intradomicilio

(Datos no mostrados).

En cuanto a las busquedas silvestres en la Provincia de Loja, R. ecuadoriensis, fue
la Unica especie, presentd un lin total de 13,1% y un IC de 82,1% (Tabla 7), siendo la
Ciénega la comunidad que mas alto indice de infestacion present6 en el ambiente silvestre

IIn=21,9%.

5.2. INDICES ENTOMOLOGICOS EN LAS COMUNIDADES ESCOGIDAS EN

LA PROVINCIA MANABI

De un total de 481 casas en las 8 comunidades. Se capturaron 3.212 triatominos de
tres especies: Rhodnius ecuadoriensis, Panstrongylus howardi y P. rufotuberculatus
obteniéndose un indice de infestacion (lIn) total del 21,8% para las 8 comunidades. La
Encantada fue la comunidad que presentd el mas alto 1In de 30,1%. En cuanto a los indices
de densidad y hacinamiento total fueron de ID = 6,7 y IH = 30,6. La comunidad de
Quebrada de Maconta presentd los ID e IH mas elevados (ID = 19,1) e (IH = 79,5) (Tabla
8). Sin embargo, a pesar de que la Encantada present6 el mas alto 1In (30,1%), tiene un
hacinamiento de 10 triatominos por vivienda infestada, en una proporcion de 8 a 1 si

comparamos con la comunidad de Quebrada de Maconta (n = 80). Tanto en la comunidad
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de Zapallo como la de Naranjo Adentro, solamente se busco en una vivienda, por eso, se
realizaron los calculos, pero no se tomaron en cuenta en el momento de escoger como los

indices entomoldgicos mas elevados.

Rhodnius ecuadoriensis es la especie mas representativa, en su mayoria fue
recolectada en el peridomicilio, especialmente en nidos de gallina (construidos con hojas
de platano), cuyeras, y en acumulaciones de madera y lefia (lugar asociado con nidos de
ratas). Las Tablas 9 y 10 muestran que el peridomicilio presenta un mayor indice de
infestacion 1In = 13,7%; mientras que en el ambiente domiciliar el IIn fue de 4,8%. De
igual manera, el IC en el peridomicilio fue de 86,4%, mayor que en el domicilio IC =
4,3%. En cuanto, al indice de hacinamiento, la comunidad e Bejuco presentd una
proporcion de 14 a 1 si comparamos con Quebrada de Maconta en el peridomicilio.
Panstrongylus howardi, es otra especie que se encontrd en su mayoria en el peridomicilio
asociados a nidos de rata y en las acumulaciones de ladrillos, y P. rufotuberculatus se
encontré mayoritariamente en el peridomicilio al igual que las dos especies antes

mencionadas (Datos nos mostrados).

La Tabla 11 nos ensefia los indicadores entomoldgicos de R. ecuadoriensis en el
ambiente silvestre en dos comunidades (Maconta Abajo y Bejuco). Se recolectd un total de
345 insectos, de los cuales solo uno espécimen pertenecio a P. howardi (Suarez-Davalos et

al., 2010).
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5.3. ANALISIS DE FENOTIPO DE Rhodnius ecuadoriensis

5.3.1. FENOTIPO ANTENAL DE Rhodnius ecuadoriensis

La antena de Rhodnius ecuadoriensis estad formada por cuatro segmentos, como en
todos los triatominos: escapo, pedicelo, y dos segmentos flagelares: flagelo 1 y flagelo 2.
Esta es la primera vez que se describe el fenotipo antenal de un nimero tan amplio de
especimenes de esta especie (R. ecuadoriensis, n = 99). Siguiendo la tipologia antenal de
los Rhodniini el pedicelo presenta mecanoreceptores: trichobotrias y bristles, y carece de
sensilla quimioreceptores de tipo tricoide y basiconica. En el flagelo 1 (F1) y 2 (F2) se
observan Bristles (BR), Tricoides de pared fina (TPF), Tricoides de pared gruesa (TPG) y
Basiconicos (BA). En la Tabla 12 se muestra el promedio y desviacion estandar del
namero de sensilla antenales, clasificados segun su tipo y posicion en la antena, en ambos
sexos (hembras y machos) y por habitat en la Provincia de Loja. La Tabla 13 nos indica, el
promedio y la desviacién estandar del nimero de sensilla antenal en ambos sexos y en dos
habitats en la Provincia de Manabi. La Tabla 14 muestra el nimero y tipo de sensillas
antenales de R. ecuadoriensis. Los resultados muestran diferencias significativas entre los
especimenes de Loja y Manabi. Otros sensilla de tamafio mucho menor (1 p aprox) no se
consideraron en este trabajo pero han sido descritos por Catala y Schofield (1994)

mediante microscopia electrénica de barrido.



105

5.3.1.1. VARIACION GEOGRAFICA DE FENOTIPO ANTENAL DE

Rhodnius ecuadoriensis

Las poblaciones de Manabi se diferenciaron de las de Loja por tener un mayor
numero de BR en el pedicelo, adicionalmente tanto TPF y TPG en el flagelo 1 (F1) como
TPG del flagelo 2 (F2) mostraron diferencias altamente significativas (p < 0.001) (Tablas
12 y 13; Figura 13). Se diferencia claramente las poblaciones de hembras (Figuras 14A y
14B) y machos de las dos provincias (Figuras 15A y 15B) mediante el analisis
discriminante, como también en el dendrograma derivado de las distancias de
Mahalanobis. La Figura 14A nos indica la amplitud fenotipica de los especimenes

silvestres comparando con las hembras del peridomicilio y domicilio.

Si comparamos especimenes del mismo habitat, en cada provincia, los individuos
colectados en el habitat silvestre de Manabi, presentaron un mayor numero de BR en
pedicelo y TPG en el F1 y F2 que los colectados en el mismo habitat de Loja (p < 0.001).
Los R. ecuadoriensis colectados en el habitat peridomiciliar de Manabi, poseen un mayor

namero de TPG y TPF en el F1 que los correspondientes de Loja (p < 0.005).

5.3.1.2. DIMORFISMO SEXUAL EN EL FENOTIPO ANTENAL DE

Rhodnius ecuadoriensis

En la provincia de Loja se comprobo la existencia de diferencias sexuales en el
fenotipo antenal de los individuos colectados en el habitat domiciliar (Figura 16A). Las
hembras domiciliares de R. ecuadoriensis de Loja presenta un menor nimero de TPF y

TPG, tanto en el F1 y F2, que los machos (F1 p = 0.006 y F2 p = 0.003) (Tablas 14A y
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14B; Figura 16B). Los especimenes pertenecientes a los habitats silvestre y peridomiciliar
tanto en Loja como en Manabi no se observaron diferencias sexuales en el fenotipo

antenal.

5.3.1.3. VARIACION POR HABITAT EN EL FENOTIPO ANTENAL DE

Rhodnius ecuadoriensis

En la provincia de Manabi no se encontraron diferencias en el fenotipo antenal
entre los habitats. Mediante el analisis univariado, en la poblacion de Loja se detectd un
mayor nimero de TPG en el F2 de las hembras peridomiciliares respecto a las domiciliares
y a las silvestres (p < 0.01). Al comparar los machos de R. ecuadoriensis del habitat
peridomiciliar, éstos presentaron un mayor numero de BR en el pedicelo y TPG en el F2

gue aquellos que se encuentran en el habitat silvestre (p < 0.05) (Tabla 13).

El Analisis Discriminante (AD) con las mismas variables generado con el Software
PADwin v80 vy las distancias de Mahalanobis, confirma estas diferencias significativas
(p < 0.01) entre las hembras del domicilio vs. las del peridomicilio (Figura 14A). Mediante
una clasificacion cross-check, se obtuvo un 83 % de clasificacion correcta dentro del
fenotipo domiciliar, un 80 % dentro del fenotipo peridomiciliar, y un 43 % del fenotipo

silvestre.
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5.3.1.4. COMPARACION EN EL FENOTIPO ANTENAL ENTRE TRES

ESPECIES DEL COMPLEJO pallescens

El fenotipo antenal de las tres especies del complejo pallescens (R. colombiensis, R.
pallescens y R. ecuadoriensis) presentan, como los demas Rhodniini: BR en el pedicelo, y
los cuatro tipos de sensilla caracteristicos de los dos segmentos flagelares, en la Tabla 15
se muestran los promedios y la desviacion estandar del nimero de sensilla en hembras de
las tres especies. Presentaron diferencias significativas los BR del pedicelo y del F1 y los
TPF, TPG y BA del F1y F2 (p <0.001), R. ecuadoriensis fue la especie que mostré menor

cantidad de todas las sensilla antenales antes mencionadas.

Las distancias de Mahalanobis generadas por el AD entre las tres especies fueron
altamente significativas (p < 0.001), diferenciando al grupo norte R. pallescens - R.

colombiensis con el grupo sur R. ecuadoriensis (Loja y Manabi) (Figura 17 Ay B).

Todos los individuos de R. colombiensis y R. pallescens fueron correctamente
clasificados, mientras que los R. ecuadoriensis se clasificaron en un 95 %, el 5 % restante

(un especimen), se clasific6 como R. pallescens.
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5.4. MORFOMETRIA GEOMETRICA DEL HEMIELITRO DERECHO DE

Rhodnius ecuadoriensis

5.4.1. VARIACION GEOGRAFICA DEL TAMANO (CS) DEL ALA

Se encontraron diferencias significativas en el tamafio (CS) de las alas de los
especimenes de R. ecuadoriensis colectados en Manabi comparando con los especimenes
recolectados en la provincia de Loja (p < 0.001), siendo mas grandes las alas de R.

ecuadoriensis de Manabi tanto hembras como machos (Figura 18).

5.4.2. DIMORFISMO SEXUAL DEL TAMANO (CS) DE ALAS DE

Rhodnius ecuadoriensis

Se comprobd un marcado dimorfismo sexual del CS tanto en Loja como en Manabi
(p < 0.001). Las alas de las hembras de R. ecuadoriensis presentaron un mayor tamafio que
las de los machos, segun se muestra en la Figura 19. En Manabi, las diferencias sexuales
fueron mucho méas marcadas entre los especimenes del peridomicilio (p = 0.00004) que en

los del habitat silvestre (p = 0.0213).

54.3. VARIACION DEL TAMANO (CS) DE ALAS DE Rhodnius

ecuadoriensis POR HABITAT

En la Figura 20 se muestra el analisis por habitat, para cada provincia, no se
observaron diferencias atribuibles al habitat en el tamafno del ala, ni en hembras ni en

machos de Loja. En Manabi se comprobd que las hembras del habitat peridomiciliar tienen
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un mayor tamafo alar que las silvestres (p < 0.05), mientras que los machos no presentaron

diferencias entre los héabitats (peridomicilio y silvestre).

5.4.4. VARIACION GEOGRAFICA Y SEXUAL DE LA

CONFORMACION DE ALAS DE Rhodnius ecuadoriensis

El analisis de la conformacion de las alas demostrd la existencia de dimorfismo
sexual en los especimenes de Loja pero solo en el habitat domiciliar. La contribucién del
tamafo sobre la conformacion del ala fue del 45 % y 52 % para las hembras (p = 0.000).
Adicionalmente, se observaron diferencias significativas de la forma del ala entre las
poblaciones de ambas provincias. EI modelo alométrico fue aceptado tanto para hembras
como machos, y la distancia computada de alometria libre y los “partial warps” - PW

fueron significativos (p < 0.001).

5.4.5. VARIACION DE LA CONFORMACION DEL ALA DE Rhodnius

ecuadoriensis POR HABITAT

Al comparar la conformacion del ala derecha entre los especimenes de los
diferentes habitats en cada provincia, se demostré que no hubo ninguna diferencias en la
forma del ala entre los dos sexos en la provincia de Manabi, pero si hubo diferencias en la
conformacion del ala solo en las hembras del domicilio de la provincia de Loja. Los
especimenes recolectados en el habitat silvestre difieren en la conformacion con los

obtenidos en el peridomicilio y domicilio en ambos sexos.
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En cuanto a la Disparidad Métrica (DM) de la forma del ala analizados tanto en
machos y hembras de los tres habitats de las dos poblaciones, nos mostraron que los
especimenes de ambos sexos de Manabi presentaron una menor DM que los especimenes
de Loja y en (p < 0.05). Cuando se compard la conformacion del ala entre los hébitats, se
demostro que existia una menor DM entre los machos del habitat silvestre de Manabi, y
una mayor DM en las hembras de Loja del habitat domiciliar (Tabla 16). Este analisis nos
indica la varianza obtenida bajo la hipétesis de la limitacion de la diversidad dependiendo

de la influencia genética o ambiental.

Al comparar la conformacion alar entre las dos provincias se encontraron
diferencias muy significativas (p < 0.001), con un marcado efecto alométrico (39% CV1y
5% CV2), es decir las diferencias de conformacion podrian explicarse por la variacion del
tamafo. En los individuos colectados en la provincia de Loja, se observé un escaso efecto
alométrico sobre la conformacion alar en las hembras (1% CV1 y 0% CV2) y en los
machos (6% CV1y 0% CV2). Este efecto fue mayor en la provincia de Manabi (hembras

7% CV1y 0% CV2, machos 3% CV1y 9% CV2).

No se observaron diferencias de conformacidn entre sexos y habitats. En las
Figuras 21 y 22 se observan los dendrogramas, UPGMA, obtenido del Analisis
Discriminante (AD) con las variables de conformacion por sexo y habitat, como también la
separacion entre las hembras domiciliares de Loja (p < 0.001) con las del peridomicilio y

silvestre.

La Tabla 17 nos muestra un resumen de la comparacion entre variables fenotipicas

de R. ecuadoriensis en relacion a region geogréafica, habitat y sexo.
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5.5. CRUCRES EXPERIMENTALES - PRIMERA GENERACION (F1) DE R.

ecuadoriensis

55.1. CICLO REPRODUCTIVO, TIEMPO DE PRE-OVOPOSICION,

VIABILIDAD Y TAMANO DE HUEVOS

El 87,5% de los 16 cruces entre machos y hembras de R. ecuadoriensis de las dos
provincias tuvieron éxito, es decir, 14 de los 16 cruces lograron producir huevos y su
puesta (pre-ovoposicion y ovoposicion). Los 16 cruces de Loja y Manabi produjeron 760

huevos (32%), sin embargo, de éstos solo 243 eclosionaron hasta el primer estadio ninfal

(NI).

Los 20 cruces entre especimenes de R. ecuadoriensis sélo de Loja, utilizados como
grupo control, produjeron un total de 1.734 huevos, de éstos, 1.491 huevos (86%)
eclosionaron, similarmente el grupo control de 20 cruces entre individuos de Manabi,

1.338 huevos eclosionaron de los 1.687 (79%) (Tabla 18).

Los cruces experimentales de las hembras de R. ecuadoriensis de Manabi
presentaron un tiempo de pre-oviposicion de 15,5 + 1,5 dias; similar a lo observado en el
ciclo reproductivo entre machos y hembras solo de Manabi (15,5 + 0,05 dias). En Loja las
hembras de R. ecuadoriensis con machos de Manabi en los cruces experimentales
mostraron un tiempo promedio de pre-ovoposicion de 13,6 + 0,08 dias, menor al observado
en el ciclo reproductivo de machos y hembras solo de Loja (16,5 + 0,03 dias) (Tabla 18).

Sin embargo, los cruces experimentales no mostraron una diferencia significativa en el
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tiempo de pre-ovoposicion al comparar con los especimenes de los grupos control

p =0.991 en Manabi, p = 0.466 en Loja.

El tamafo de los huevos (mm) de esta especie obtenidos durante el ciclo
reproductivo entre especimenes solo de Loja presentaron un tamafio promedio de 1,55 +
0,27 mm, a diferencia de los de huevos obtenidos en el ciclo reproductivo entre
especimenes solo de Manabi que midieron 1,79 + 0,25 mm. El tamafio promedio de los
huevos obtenidos en los cruces experimentales fueron de 1,71 + 0,13 mm para Lojay 1,76

+ 0,13 mm para Manabi (Tabla 18).

El analisis U Mann Whitney, permitdé observar diferencias significativas al
comparar el tamafio de los huevos puestos entre los de especimentes solo de Manabi y solo
Loja (p < 0.001), como también, el tamafio de huevos derivados en los cruces
experimentales vs. los huevos de Loja. No se mostraron diferencias significativas en el
tamafo de los huevos puesto entre los cruces de especimenes solo de Manabi, respecto a

los obtenidos en los cruces experimentales (p = 0.534).

5.5.2. ANALISIS MORFOMETRICO DE ALAS DE LA PRIMERA

GENERACION F1

En cuanto al analisis morfométrico, el AD generado con el Software PADwin y las
distancias de Mahalanobis, confirma las diferencias significativas (p < 0.01) entre las
hembras del peridomicilio de Loja vs. el de Manabi, sin embargo, las hembras obtenidas en
la primera generacion (F1) se encuentran compartiendo caracteristicas de hembras de

ambas poblaciones (Figura 23A). Mediante una clasificacion cross-check, se observé que
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el tamafio alar de las hembras F1 se clasificaron correctamente en un 52% (n = 9/17). Las 8
hembras F1 restantes se clasificaron, 4 de ellas dentro de hembras de Loja y las otras
dentro de las hembras de Manabi. Las hembras solo de Loja se clasificaron correctamente
un 78% dentro del tamafio alar peridomiciliar de esa region, y las hembras de Manabi se

clasificaron correctamente en un 83% (Figura 23A).

La Figura 23B nos muestra un dendrograma de las distancias fenéticas derivadas de
las distancias de Mahalanobis, agrupando a las hembras F1 con las de Loja, y separadas

con las de Manabi.

La Figura 24A nos indica como resultado del analisis discriminante como se
encuetran separados los machos de Manabi vs. los de Loja y vs. los obtenidos en los cruces
experimentales (F1). Mediante la clasificacién cross-check, se obtuvo un 82% de los
machos de la F1 (n= 14/17) clasificados de manera correcta como machos dentro de este
grupo (primera generacion), los 3 restantes, se separaron dos machos dentro de los machos
de Loja y uno dentro de los machos de Manabi. Los machos de Loja tienen una
clasificacion del 100% dentro del tamafio alar de peridomiciliar de esa region, y los

machos de Manabi se clasifican en un 96%.

El dendrograma de las distancias fenéticas derivadas de las distancias de
Mahalanobis muestra acercamiento entre los machos de la F1 con los de Loja, separandose

de los machos de Manabi (Figura 24B).
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5.6. ANALISIS DEL GENOTIPO DE Rhodnius ecuadoriensis

5.6.1. GEN MITOCONDRIAL CITOCROMO B (mt Cyt b) DE Rhodnius

ecuadoriensis

5.6.1.1. GEN MITOCONDRIAL CITOCROMO B (mt Cyt b) DE Rhodnius

ecuadoriensis EN LAS PROVINCIAS DE MANABI Y LOJA

Este es el primer estudio con un adecuado numero de secuencias analizadas de la
especie de R. ecuadoriensis (n = 168) de las dos provincias, 95 muestras de la provincia de
Loja y 73 de la provincia de Manabi, que incluye 33 muestras del domicilio, 86 del
peridomicilio y 49 del hébitat silvestre en ambas provincias. De estas 168 muestras se
obtuvo una secuencia consenso de 607 pares de bases (pb) de longitud; 553 pb de las 607

fueron consideradas como secuencia conservada.

Las secuencias obtenidas del gen mt Cyt b no presentaron inserciones y/o
delecciones “indels”, tal como se esperaria para variantes mitocondriales intraespecificas.
El nimero de sitios polimdrficos o sitios variables (S) del mt Cyt b en ambas provincias
fue de StoraL = 53, que representa 8,73 %. Las secuencias de los individuos de Loja
mostraron un mayor numero y porcentaje de sitios polimorficos (S o;a = 39; 6,42%), que
los de Manabi (Suanasi = 31; 5,10%). Las poblaciones de ambas regiones presentan 4
sitios tnicos o ‘“singletons”, en las posiciones 23, 266, 407 y 578 pb; y 49 sitios

informativos de parsimonia.
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5.6.1.2. ESTIMADORES DE LA VARIABILIDAD GENETICA DE
POBLACIONES DE Rhodnius ecuadoriensis EN LAS PROVINCIAS

DE MANABI Y LOJA

Como era de esperarse para los marcadores mitocondriales con alto nivel de
polimorfismo, se encontré un gran namero de haplotipos (H) en R. ecuadoriensis de las
dos provincias (h = 36), 15 haplotipos exclusivos en Loja y 18 en Manabi; y tres haplotipos
compartidos entre las dos poblaciones, que son los haplotipos 6 (HELM6), 9 (HELM9) y
13 (HELM13). En este estudio, se evidencié una gran diversidad haplotipica (Hd) para
ambas regiones, siendo Hdrorar = 0.9313 + 0.007 (Tabla 19). Los valores estimados para
el indice de polimorfismo (0) y de diversidad nucleotidica (w) fueron: 8toraL = 0.01535 y
nrotaL = 0.01641 + 0.00385. Siendo este ultimo indice, el mas elevado para poblacion de
Loja, mostrando diferencias en la diversidad en nucleotidos (Tabla 20). La composicion de
los nucléotidos en Loja fue de Citosina (C = 33.17%), Timina (T = 34.76%), Adenina (A =
19.90%) y Guanina (G = 12.17%) y en Manabi C = 28.38%, T =40.04%, A =19.93% y

G =11,66%.

5.6.1.3. NEUTRALIDAD SELECTIVA Tajima’s D EN POBLACIONES DE

Rhodnius ecuadoriensis

Se calculo la prueba estadistica de Neutralidad selectiva Tajima’s (D) utilizando el
programa MEGA v.5.1 (Tamura et al., 2007). Esta prueba estadistica nos indico si la
poblacion esta decreciendo o incrementandose. Los resultados muestran que la poblacion

de Manabi esta en incremento (Duwanasi = - 0.83680), mientras que la poblacion de Loja al
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ser positivo su valor (D o;a = + 1.88900) se encuentra decreciendo. El valor obtenido al

analizar las dos poblaciones fue DrotaL = + 0.208802 (Tabla 19).

La Ttabla 20 nos muestra el nimero de haplotipos, sitios polimérficos por cada
habitat en las dos provincias (p = domicilio, s = silvestre y p = peridomicilio). El test de
Neutralidad selectiva Tajima’s (D), en la poblacion de Loja fue de + 1.88900, al desglosar
por habitat, encontramos que en el domicilio el valor fue de Dp = + 1.85474, en el
ambiente silvestre fue de Ds = + 0.54302, y en el peridomicilio fue de Dp = + 2.13433, con
una significaciéon p < 0.05. En la misma tabla muestra a la poblacion de Manabi que
presentd un valor de Dyanasi = - 0.83680. Al desglosar por habitat en esta provincia, los
valores también fueron negativos, indicAndonos que se encuentra igualmente en
incremento. Sus valores fueron de Dp = - 0.84821, Dp = - 0.49764 y Dg = - 0.39144 en el

domicilio, peridomicilio y silvestre respectivamente, con una significacion de p > 0.05.

El test Fu Li (D) (Fu y Li, 1993), calculado por el DnaSP v.5.10 (Librado y Rozas,
2009) muestra que su valor es significativo en la provincia de Loja (2.0575) a diferencia de
Manabi (- 1.8236); y que a nivel de microambientes (habitats) en Loja son significativos
tanto para el domicilio y peridomicilio, mas no para el silvestre (Tabla 20). En Manabi

ninguna de las subpoblaciones fueron significativas (Tabla 20).

5.6.1.4. HAPLOTIPOS OBTENIDOS EN POBLACIONES DE Rhodnius

ecuadoriensis EN LAS PROVINCIAS DE MANABI Y LOJA

En la Tabla 21 se observa que para la provincia de Loja, los haplotipos 1 (HEL1), 3

(HEL3) y 8 (HELS8) fueron los mas comunes en este estudio, lo que representa un 18.95%
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de los especimenes respectivamente, mientras que los haplotipos 4 (HEL4), 5 (HEL5), 10
(HEL10), 13 (HELM13) y 14 (HEL14) fueron los menos comunes, 1.05% de los
especimenes respectivamente. Mientras que en la provincia de Manabi, el haplotipo 22
(HEM22) fue el mas comun de los haplotipos, 26,03%. El haplotipo 9 (HELM9) (13.7%) y
los haplotipos 20 (HEM20), 21 (HEM21), 23 (HEM23), 26 (HEM26), 27 (HEM27), 28
(HEM28), 30 (HEM30), 32 (HEM32), 33 (HEM33), 34 (HEM34), 35 (HEM35) y 36

(HEM36) fueron los menos frecuentes 1.37% (Tabla 21).

El andlisis filogenético de las secuencias de genes entre R. pallescens y R.
ecuadoriensis se llevo a cabo con la minima Evolucion utilizando el método de Tamura 3 -
parametros (Test T92+1) con el programa MEGA v.5.1 (Tamura et al., 2007), obtenido a
partir de Neighbour Joining (NJ). El dendrograma obtenido en la Figura 25, muestra que R.
ecuadoriensis es de origen monofilético como nos demuestra el nodo | (BT = 100%) y que
los valores de bootstrap (BT) para las agrupaciones de las secuencias de R. pallescens
(outgroup) son mayores al 80%. Se puede observar dos agrupaciones dentro del grupo de
R. ecuadoriensis, la agrupacion dada por nodo Il donde se encuentran HEL8 y HEM29
(BT = 79%) y una segunda agrupacion dada por el nodo Il (BT = 70%), donde se
encuentran el resto de los haplotipos estudiados. Aunque las agrupaciones siguientes no
son significativas por sus bajos valores de bootstrap (< 65%), se puede observar al
haplotipo HEL4 junto a dos agrupaciones; una agrupacion dada por el nodo IV donde se
encuentran los haplotipos de Loja: HEL1, HEL2, HEL3, HEL5, HEL7, HEL10, HEL11,
HEL12, HEL14, HEL15, HEL16, HEL17, HEL18 y de Manabi: HEM21, HEM22,
HEM23, HEM26, HEM27, HEM32; y adicionalmente, encontramos los tres haplotipos
compartidos entre las dos poblaciones: HELM6, HELM9 y HELM13 indicando que

comparten algunos cambios de secuencia. EI nodo V nos muestra la agrupacion de los
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haplotipos de la provincia de Manabi: HEM19, HEM20, HEM24, HEM25, HEMZ28,

HEM?29, HEM30, HEM31, HEM33, HEM34, HEM35 y HEM36.

La Figura 26 nos indica la agrupacion de los especimenes de R. ecuadoriensis de
las dos provincias plasmada en una red de haplotipos, mediante la utilizacion del programa
NETWORK v. 4.6.0.0. (Bandelt et al., 1999). En esta se observo que de los 36 haplotipos
de R. ecuadoriensis, tres se comparten entre las dos provincias (Loja y Manabi) (HELMS6,
HEMLM?9 y HEMLM13), 18 son exclusivos para Manabi y 15 para Loja. Estos resultados
sugieren una persistencia de polimorfismos ancestrales o de ocurrencia de flujo génico
entre las dos poblaciones de R. ecuadoriensis. Mientras que el haplotipo 8 (HELS),
conformado solamente por muestras que provienen de dos comunidades El Huayco y La
Extensa, canton Catamayo, provincia de Loja, sugiere que se encuentra aislada, sin
reproduccion entre los especimenes que conforman este haplotipo (HELS8) con los demas
que se encuentran en el resto de la provincia de Loja. EI mv que se muestra en la figura
representa los ancestros hipotéticos, un ancestro hipotético fue inferido (mv1l) en este

estudio.

5.6.1.5. DIFERENCIACION GENETICA (Gst) Y FLUJO GENICO (Nm)

El andlisis de Nei (1973), mostré una moderada diferenciacion genética entre las
muestras de R. ecuadoriensis de las dos regiones (Gsr = 0.05460). Se encontrd
adicionalmente una tercera poblacion bien notable en la provincia de Loja, presentando dos

poblaciones en esta provincia y una en Manabi (Tabla 22).
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En cuanto a la estructura y distancia genética, se realiz6 un AMOVA, el cual nos
indica que la variabilidad genética existente entre las dos poblaciones, con un nimero de

migrantes (Nm) fue de 2,24 y un indice de fijacion (Fst = 0.18238) (Tabla 22).

Respecto a la diferenciacion genética entre subpoblaciones (separacion por habitat
y por regiones) se observé en la Tabla 22, que R. ecuadoriensis del ambiente domiciliar de
Loja con el domicilio de Manabi, presentd una pequefia diferenciacion genética, ya que el
valor Gst=0.03550. A diferencia entre los ambientes peridomiciliares y silvestres de las
dos regiones, el valor de Gst = 0.06775, y Gst = 0.05390 respectivamente, en ambos casos
nos indican una moderada diferenciacion genética entres estas subpoblaciones. Si
comparamos entre los ambientes solo de Loja, o solo de Manabi encontramos una pequefia
diferenciacion genética entre los mismos. Y si comparamos solo entre Manabi,

encontramos gue el rango entre varia entre Gst= 0.001 - 0.20.

5.7. MICROSATELITES

5.7.1. TRANSFERENCIA Y ANALISIS DE MICROSATELITES

Para la estandarizacion de los microsatélites se utilizo como base el protocolo
descrito por Harry et al., 1998. Después de variar las condiciones de la PCR,
principalmente en el tiempo de annealing y nimero de ciclos se logro establecer un
protocolo para la amplificacion de cada uno de los microsatélites para las muestras de R.
ecuadoriensis. Se realizo un analisis preliminar de todos los alelos para cada microsatélite
(n = 6) en un total de 15 especimenes para determinar primeramente el grado de

polimorfismo de estos marcadores. Los datos se obtuvieron por medio del programa
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GeneMapper™ v.4.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), los mismos fueron

verificados a través de la lectura manual de los alelos.

Segun la lectura de los electroferogramas junto con la revision de la lectura manual
indicaron que solamente dos microsatélites fueron polimorficos, el L13 y el L47. Los loci
L9 y L25 fueron marcadores monomarficos; el microsatélite L9 presentd un producto de
PCR de 267 pb, mientras que el microsatélite L25 presentdé un producto amplificado de

173 pb (Tabla 23; Figura 27).

Los microsatélites L3 y L43 presentaron mucha dificultad para su lectura y una
variedad de alelos, los cuales no fueron tomados en cuenta en este analisis, para el locus L3
se observo alelos que oscilaron en un rango desde los 86 — 164 pb, la lectura de alelos bajo
los 100 pb, pueden presentar confusiones con la lectura del polimero; mientras que para el

locus L43 los alelos fluctuaban desde 124 - 176 pb (Tabla 23 y Figura 28).

Los microsatélites L13 y L47 fueron los marcadores que mostraron polimorfismos
(Figuras 29 y 30), para los cual se utilizaron un total de 333 especimenes de R.
ecuadoriensis que pertenecian a los ambientes sinantrépico y silvestre de las dos
provincias (Anexo 23). El microsatélite L13 mostré tamafios de alelos entre 160-174 bp,
con un total de 8 alelos en las dos regiones. Cinco clases de alelos fueron registrados en
Loja 5 (160, 162, 164, 166 y 172); mientras que en Manabi 8 clases alélicas fueron
calculadas (160, 162, 164, 166, 170, 172 y 174). El microsatélite L47 present6 alelos en un
rango de 110 a 120 pb, con un total de 6 alelos en las dos provincias. En Loja se observo 3
alelos (114, 116 y 118); mientras que en Manabi fueron registrados seis clases alelélicas

(110, 112, 114, 116, 118 y 120) (Tabla 23, Figura 29).
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La Figura 31 nos indica las frecuencias alélicas que se calcularon para cada locus.
En el L13, alelo con mayor frecuencia fue el de 164 pb en la provincia de Loja, mientras
que en la de Manabi fue el alelo 162 pb. El locus L47 el alelo con mayor frecuencia fue

con 118 pb en Loja y 114 pb en Manabi.

Las frecuencias alélicas de estos dos locus, por habitat y por provincia se muestran
en las Figuras 32, 33, 34 y 35. En la provincia de Loja, la frecuencia alélica en el Locus
L13, el alelo 164 pb es que se presenta con la mas alta frecuencia, tanto en el domicilio
(DL), como en el peridomicilio (PL) y silvestre (SL); este alelo se representd en un
porcentaje de 67%, 73%, y 77% (Figura 33A, B y C). En Manabi, el alelo con mayor
frecuencia fue el 162 pb (27%) en el ambiente domiciliar (Figura 33A); y si comparamos
entre habitats, por ejemplo, ninguna muestra presento el alelo 170 en el domicilio, el alelo
164 presenta un 45% en el peridomicilio (Figura 33B), y en la parte silvestre el alelo 166

fue el que mayor porcentaje presento, representado en un 34 % (Figura 33C).

En Loja el microsatélite L47, registro solo 3 alelos que son el 114, 116 y 118; el
alelo 112 se presentd en el habitat silvestre. En esta provincia, se observa una alta
frecuencia del alelo 118 en los tres habitats (DL = 79%, PL = 85% y SL = 74%) (Figura
34A, Figura 34B y Figura 34C). En el caso de Manabi, los habitats del peridomicilio y
silvestre el alelo 118 fue el mas comun (PM = 35%, y SM = 40%) (Figura 35 B y C),
mientras que en el domicilio de Manabi el alelo mas comdn fue el 114 (55%) (Figura

35A). Ningun alelo privado se registro en este estudio.
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5.7.2. ESTRUCTURA POBLACIONAL

Con el total de 333 especimenes se realizé el analisis de la estructura poblacional de
R. ecuadoriensis de Loja y Manabi. Se obtuvo un set de datos de 14 alelos para los 2 loci
(L13 y L47) y se excluyeron datos de individuos que no presentaron ningun producto de
PCR al realizar el genotipaje. Las muestras con las que no se contd para realizar este
analisis fueron n =13 parael L13, yn =11 para el L47; que representan 3,90% y 3,30%

respectivamente.

5.7.3. INDICE DE HETEROCIGOCIDAD - EQUILIBRIO HARDY-

WEINBERG (EHW)

Hardy-Weinberg (HWE), nos ayudo a entender si las poblaciones se encuentran en
equilibrio o0 no (Ho = He); se observo que las poblaciones de R. ecuadoriensis de Loja y

Manabi mostraron diferencias significativas p < 0.001.

Después de realizar la correccion de Bonferroni, HWE, nos muestra que el locus
L47 mostro diferencias significativas (p < 0.001) en el peridomicilio y silvestre de Loja y
en el peridomicilio de Manabi, pero ninguna diferencia significativa p > 0.05 se encontro
en el ambiente domiciliar en ambas regiones, como también en el ambiente silvestre de la
provincia de Manabi (Tabla 24). Estas diferencias se calcularon entre la heterocigocidad
esperada y observada, las cuales indica que existe un déficit de individuos heterocigotos en

las poblaciones analizadas.
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El microsatélite L13, mostro diferencias significativas en los tres habitats de Loja
(p < 0.001); como también en el peridomicilio y silvestre de Manabi. EI ambiente

domiciliar no presentd diferencias significativas p > 0.05.

Adicionalmente, en la Tabla 24 nos muestra que en el microsatélite L13 se observa
un rango de Heterocigocidad esperada (He) de 0.4 - 0.8 y una heterocigocidad observada

(Ho) de 0.2 - 0.5; el microsatellite L47 presenta un rango de Ho 0.3 - 0.8 y un He 0.3-0.8.

5.7.4. INDICE DE FIJACION (FsT)

El indice de fijacion (Fst) fue calculado por medio de la prueba genética de Nei
(1973). Se presentaron en el L13 un 7,8% y en el L47 un 6,6% de alelos nulos, estos puede
ser un problema si solo tenemos dos loci polimdrficos. Los alelos nulos son considerados
una vez que han sido probados por tres veces y nos se amplificaron para un locus
especifico. Solo un espécimen no se amplifico para los dos locus. Este indice fue calculado
a diferentes niveles: (i) a nivel de loci, (ii) a nivel de provincia (Loja y Manabi) y

finalmente (iii) a nivel de micro ambiente o habitat.

El valor de Fst generado por los dos locus juntos es de Fst = 0,191 para las dos
poblaciones, y por cada locus L13 el Fst=0,111; mientras que para el L47 el Fst= 0,163,
demostrando que existe una diferenciacion genética no muy marcada entre los especimenes
de R. ecuadoriensis de Loja y Manabi Fst < 1. El indice de fijacion Fsr calculado para R.
ecuadoriensis de los diferentes habitats [domicilio, peridomicilio (sinantropicos) vy
silvestre)] entre Loja y Manabi, nos indico que existe diferenciacion genetica. En Loja,

observamos que los del Domicilio Loja (DL) con el Domicilio Manabi (DM) muestran un
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Fst = 0,178, y si comparamos entre el Domicilio de Loja (DL) con el peridomicilio de
Manabi (PM) el Fst = 0,070. El Fst obtenido entre la comparacion del especimenes del
habitat silvestre de las dos provincias SL y SM, presentaron una diferenciacion Fst= 0,107

(Tabla 25).

Si analizamos por separado no se encontraron diferencias en la estructura
poblacional Fst < 1. En Loja, los valores obtenidos mostraron poca 0 hinguna
diferenciacion genética (Fst = 0.000-0.008), es decir, se encontré una similaridad
genética entre los especimenes de los tres habitats, indicandonos un flujo entre los mismos
(p < 0,01). En la provincia de Manabi también se observa una similaridad entre los
especimenes de los tres habitats; ya que su valor oscila (Fst = 0.000 - 0.046) especialmente
entre los especimenes del ambiente domiciliar con el silvestre, esto puede deberse ya que
los individuos colectados en el domicilio, no fueron precisamente de ése ambiente, sino
que fueron colectados en la noche, por los moradores de las comunidades, estos
especimenes llegaron atraidos por la luz, visitan, se alimentan y salen a buscar refugio en
otro lugar (Tabla 25). EI Nimero de migrantes para el L13 fue de Nm = 1,99; mientras que

para el locus L47, el Nm = 1,28.

En la Figura 36, el analisis de Coordenadas Principales (PCoA) nos muestra una
separacion entre las dos poblaciones de las dos regiones, y al analizar en subpoblaciones,
nos muestra que no hay una separacion, indicandonos nuevamente que si existe flujo entre

sus subpoblaciones.
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5.7.5. INDICE DE ENDOGAMIA (Fs)

El indice utilizado para cuantificar la heterocigocidad de la poblacion fue el indice
de endogamia (F;s). Este indice presentd un valor promedio entre las dos poblaciones de
Fis = 0.28 sobre los dos locus polimdrficos, el cual indica que existe un cierto grado
diferenciacion genética entre los especimenes de las poblaciones estudiadas. Si separamos
por locus, el L13 presentd un Fis = 0,483; y el L47 un Fis = 0,081. En la mayoria de las
subpoblaciones el Ho es < He, lo que se interpretaria como que en estas subpoblaciones se

produjeron mas apareamientos endogamicos que por azar.

5.7.6. ANALISIS DE LA VARIANCIA MOLECULAR (AMOVA)

Para determinar la variacion molecular entre poblaciones y subpoblaciones, se
utilizé el Analisis de la Variancia Molecular (AMOVA). Este andlisis estadistico permitio
medir la variacion genética entre clases jerarquicas como regiones, poblaciones y
subpoblaciones (Freeland, 2005). En la Figura 37 se observd un 1 % de variacion entre
subpoblaciones (habitats) dentro de las regiones, indicandonos que no existe variacion; Un
18 % de variacion genética entre regiones (Loja y Manabi); pero la mayor variacion

genética encontramos dentro las poblaciones, es decir entre individuos (81 %) (Tabla 26).
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5.7.7. EFECTO DE AISLAMIENTO GENETICO POR DISTANCIA EN

LAS PROVINCIAS DE MANABI Y LOJA

El grado de correlacion entre la matriz de distancias genéticas (Das) Y la matriz de
distancias geogréaficas fue medido con la prueba de Mantel (Urban, 2003) en el programa
GenAlEx v.6.0 (Peakall y Smouse, 2006). En la provincia de Manabi, no se observé una
correlacion significativa entre la matriz genética y de distancias (Rxy = 0.025, p < 0.001)
entre los individuos de las diferentes localidades analizadas. EI Rxy al ser muy bajo,
sugiere que no existe una correlacion entre las matrices de distancias genéticas (Das) y
distancias geograficas, a pesar de tener un valor de p altamente significativo generado por
el nimero de datos (Figura 38). Esta falta de correlacion entre las matrices fue corroborada
con una regresion, realizada entre las distancias geogréaficas en km y los valores del Fsr.
Adicionalmente, se realizé un analisis de Coordenadas Principales (PCoA) (Figura 39), el
gue nos muestra una separacion que no existe una separacion entre comunidades en esta

provincia, indicandonos que si existe flujo entre ellas.

En la provincia de Loja se observo una estructuracion espacial relacionada con la
distancia (Rxy = 0.175, p = 0.001) entre los individuos de las diferentes localidades
analizadas (Figura 40). En la Figura 41, el andlisis de Coordenadas Principales (PCoA)
mostré agrupamiento de especimenes de R. ecuadoriensis, sin embargo, no son muy claros,

ya que solamente se trabaj6 con dos microsatélites.
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6. DISCUSION

La Enfermedad de Chagas es aun uno de los problemas mas graves de salud publica
en America Latina, y a pesar de que uno de los objetivos de la Organizacion Mundial de la
Salud (OPS), ha sido interrumpir la transmision de esta enfermedad para el 2010
(OPS/OMS, 2004), esto no ha sucedido. Las razones pueden ser, desde la falta de
conocimiento a nivel bioldgico, ecologico (por la situacion de complejidad epidemiolégica
propiamente dicha y hasta la inestabilidad politica en la region. Si bien la transmision ha
sido controlada en varios paises, en especial en América del Sur (cono sur), ésta no ha
tenido el éxito esperado en el norte de ésta region como en Centroamérica. Sin embargo,
avances significativos han sido realizados, como la implementacion de programas de

control y tamizaje de sangre de donantes.

Los esfuerzos por reducir la transmisién de T. cruzi a las personas en el Ecuador han
sido incompletos ya que solo cubren algunas de las zonas donde existe transmision o donde
los indices de infestacidbn han sido extremadamente altos hace un tiempo; o han
permanecido discontinuos (con acciones puntuales separadas por largos periodos de
inactividad). En el pais, las estimaciones de indicadores entomo-eco-epidemiolégicos,
como también la falta de un programa organizado de control y vigilancia sistematica, han

sido algunas de las situaciones que se deben tomar en cuenta como cruciales y emergentes.

Los programas de control deberian enfocarse en la planificacion de estrategias
ejecutables y eficientes al momento de ser utilizadas. Estas deben adaptarse a la situacion

entomoldgica (presencia/ausencia de vectores) en cada zona geografica, asi como también
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en la ecologia, habitos y capacidad vectorial de cada especie o poblacién, para asi poder

definir objetivos, implementar intervenciones y evaluar resultados (WHO, 2002).

En el caso de Loja y Manabi, se debe considerar las caracteristicas propias de las
regiones presentes en estas provincias. Para programar un sistema de vigilancia y control
de la ECh, se debe considerar que el problema de re-infestacion podria darse debido a: (i)
focos residuales, (ii) inadecuado procedimiento de rociamiento, (iii) re-infestacion de las
Unidades Domiciliarias (UDs) por parte de los triatominos silvestres (ya sea por invasion
activa desde los ambientes silvestres a los ambientes humanos o por medio transporte
pasivo (seres humanos y otros animales) desde otras comunidades que presentan

infestacion por triatominos).

Rhodnius ecuadoriensis es una especie endémica del occidente ecuatoriano, existen
poblaciones silvestres en las dos provincias estudiadas (Loja y Manabi). Estas poblaciones
se asocian, como casi todas las especies de Rhodnius, a palmeras, siendo en nuestro pais la
palma de tagua o cade, Phytelephas aequatorialis (Abad-Franch et al., 2001b; Suarez-
Davalos et al., 2010) y también estas poblaciones pueden estar asociadas a la ardilla
Sciurus stramineus, tanto en Manabi (Suarez-Davalos et al., 2010) como en Loja (Grijalva
y Villacis, 2009) y al ave Campylorhynchus fasciatus conocida como “turrenga” en la
Provincia de Manabi (Suarez-Davalos et al., 2010), “charrascos” en Guayas (Grijalva et

al., 2010) y “sukaca” en Loja (Grijalva y Villacis, 2009).

Abundante presencia de esta especie de triatomino se ha observado en el
peridomicilio asociado principalmente a nidos de gallina construidos con las hojas de

platano o palma seca; y en menor cantidad se observa en el domicilio, dependiendo del tipo
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de vivienda y presencia de animales (Grijalva et al., 2005a; Black et al., 2007; Black et al.,

2009; Grijalva et al., datos no publicados).

Con la realizacion de este trabajo se consiguid primeramente conocer, describir y
comparar el fenotipo (antenas y alas) y genotipo (mt cytb y microsatélites) de poblaciones
de Rhodnius ecuadoriensis de las provincias de Loja y Manabi. Villacis et al., (2008)
demostrd que esta especie es un insecto transmisor de importancia epidemiologica que
debe ser tomado en cuenta para definir, planificar, y disefiar programas de Control y
Vigilancia eco-epidemioldgicas de la ECh en las zonas estudiadas, considerando las

caracteristicas propias de cada una de ellas.

6.1. INDICES ENTOMOLOGICOS EN LAS COMUNIDADES ESCOGIDAS EN

LA PROVINCIA LOJA

Los resultados de este estudio, nos indican que esta especie se encuentra adaptada a
los tres habitats [sinatrépico (domicilio-peridomicilio) y silvestre]; y no solo a los
ambientes sinantropicos como se creia anteriormente (Abad-Franch et al., 2001b; 2002;

Cuba-Cuba et al., 2002).

Los resultados de los indicadores entomologicos en la provincia de Loja a nivel
sinantropico fueron de una infestacion del 1In = 14,7%, y de colonizacion IC = 87,8%. El
ID = 8,2 representa 8 especimenes colectados por casa examinada de las 505 UDs y el IH =
56,3, que indica que 56 especimenes de esta especie fueron encontrados por casa infestada
(n =74 UDs), lo que sugiere que en esta provincia existen colonias en reproduccion, o que

hay re-infestacion de las UDs por parte de los triatominos silvestres, ya sea por invasion
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activa desde los ambientes silvestres a los ambientes humanos o puede ser porque existen

triatominos residuales debido al inadecuado procedimiento de rociado.

Estudios de Grijalva et al., (2005a) y Black et al., (2007) demostraron que la
presencia de esta especie esta relacionada con ciertos factores de riesgo en el domicilio; en
este estudio se obtuvo un IIn = 6,5%, si bien, en este estudio no se realizé analisis de
correlacion con factores de riesgos como el tipo de construccion de la vivienda (techo de
teja, paredes de adobe y piso de tierra), y la presencia de cuyes dentro de la misma, se
pensaria que estos factores fomentarian la presencia de estos insectos vectores en el
interior de la misma. Lo mismo ocurriria con la acumulacion de lefia y madera y la
presencia de gallinas en el peridomicilio, que sugieren una alta correlacion con los indices
de infestacion altos (+ 5%) segun Black et al., (2007) y (2009), lo cual concuerda por su
elevado lIn= 10,1% en el peridomicilio en este estudio. Los cantones con mayores
porcentajes de infestacion fueron Quilanga y Paltas, que son algunos de los cantones mas
pobres de la provincia (INEC, 2011) concordando la relacion de presencia/ausencia de

triatominos con el nivel socio-econdmico de las comunidades.

Estudios por Abad-Franch et al., (2001) y (2002), demostraron que R. ecuadoriensis
se encontraba asociado netamente a la palma de cade o tagua, Phytelephas aequatorialis,
sin embargo, la distribucion de esta palma va disminuyendo hacia el sur del pais, siendo
menos frecuente en la provincia del Oro y ausente en los valles interandinos de la
provincia de Loja (Cuba-Cuba et al., 2002), donde la vegetacion cambia a bosque seco.
Entonces, como se explica la presencia de este vector en ambientes silvestres en esta

provincia?
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Estudios de Grijalva y Villacis (2009), observaron que R. ecuadoriensis se encontrd
en Loja, asociada a nidos de ardillas (Sciurus stramineus), de ratas (Rattus rattus) y de
aves (Campylorhynchus fasciatus), conocidas como “sukaca” (Grijalva et al., 2010;
Suarez-Davalos et al., 2010). En el ambiente silvestre de Loja, los indicadores
entomoldgicos fueron 1in = 13,1%; ID = 1,3; IH = 10,1 y IC = 92,1%; lo que nos
demuestra que el control en esta provincia no sera tarea facil mientras existan especimenes
silvestres llegando a las unidades domiciliares (UDs), invadiendo y colonizando. Las
campanfas de rociamiento no son suficientes; programas de vigilancia masivos con los

lideres comunitarios son necesarios para una adecuada y sistematica intervencion.

Los indices de (i) infestacién en el ambiente sinantropico (lin= 14,7%), y (ii)
colonizacién (IC= 87,8%) son consistentes con reportes de seropositividad del 7.1% anti-T.
cruzi en nifios menores a 10 afios de edad en esta provincia, sugiriendo que existe una
continua transmision de esta enfermedad en la region (Black et al., 2009). Esto también
coincide con estudios previos realizados en esta provincia por Grijalva et al., (2005a) y

Black et al., (2007) que registraron una seroprevalencia del 3.9% y 3.6% respectivamente.

En Loja, R. ecuadoriensis, es una especie que se ve claramente distribuida en zonas
ecologicas debajo de los 1.800 msnm, mientras que otra especie como Triatoma carrioni
puede distribuirse hasta los 2.200 msnm, pudiendo existir un solapamiento entre especies.
Este factor, se debe tener en cuenta para realizar un monitoreo, evaluacion y control en esta
provincia. Por este motivo, R. ecuadoriensis, ha sido considerada como vector primario en
Loja, por su capacidad de adaptacion y colonizacion en los tres diferentes habitats:
domicilio, peridomicilio y silvestres, sin embargo, no se puede dejar de tomar en cuenta la

importancia epidemiologica de estas especies, T. carrioni y Panstrongylus chinai, como
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vectores secundarios que podrian ir desplazando a R. ecuadoriensis y ocupar los ambientes

sinantrépicos (Grijalva et al., datos no publicados).

Estudios por Ocafia et al., 2010 han encontrado que los triatominos en esta region
presentaron infecciones mixtas de T. cruzi y T. rangeli en especial en R. ecuadoriensis. Si
bien T. rangeli no transmite la ECh, la presencia del paréasito en el torrente sanguineo
puede constituir un elemento que confunde los estudios epidemioldgicos (De Moraes et al.,

2008).

Con todos estos datos y conociendo la situacion y caracteristicas socio-econémicas y
ecologicas como: tipo de vivienda, vectores y otros factores de riesgo, es importante
reconocer que estas particularidades son compartidas con el pais vecino, Per(, y que
cualquier programa de control y vigilancia que se disefie deberia ser compartido y
ampliado hasta ese pais (Cuba-Cuba et al., 2002; Vargas et al., 2007). La presencia de

vectores y la ECh no reconoce limites entre paises.

6.2. INDICES ENTOMOLOGICOS EN LAS COMUNIDADES ESCOGIDAS EN

LA PROVINCIA MANABI

Segun Grijalva et al., (2011), en su estudio demostré que el tipo de construccion de la
vivienda como: pared de cafia guadia (Guadua angustifolia), techo de zinc y/o hoja de
palma; y piso de cafia guadua (Guadua angustifolia) y/o madera rustica no brinda refugio,
ni favorece a la presencia de triatominos en el intradomicilio, descartandose estas
caracteristicas como factores de riesgo para la presencia de esta especie dentro del

intradomicilio. Esto se corroboraria con los resultados obtenidos en este estudio, por la
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baja densidad (ID = 0,2) y hacinamiento de R. ecuadoriensis (IH= 3,4) en el

intradomicilio.

En el peridomicilio, algunos factores de riesgo, como la acumulacion de ladrillos,
piedras y productos agricolas, permiten la presencia de mamiferos oportunistas
(hospederos) que favorecen a la existencia y persistencia de triatominos como R.
ecuadoriensis (Black et al., 2007; 2009; Grijalva et al., 2011). Si bien en este estudio no se
realizd un analisis de correlacion de presencia de triatominos vs. factores de riesgo, el alto
porcentaje en los indices de infestacion en este habitat 1In = 13,7%, al igual que los valores
de densidad (ID = 6,2%) y hacinamiento (IH = 45,2%) en este ambiente, nos indica que
debemos tomar en cuenta estos factores de riego para una adecuada vigilancia eco-entomo-
epidemioldgica en esta provincia. Las condiciones mismas del domicilio (estructura de la
vivienda) y peridomicilio (acumulacion de materiales) dificultan un control adecuado con
campafas de rociamiento. Estudios por Grijalva et al., (2011) demuestraron que el efecto
del insecticida podria verse afectado debido a que en las estructuras peridomiciliares la
aplicacion no es uniforme y el efecto de residualidad del insecticida varia al estar
influenciado por agentes climaticos [temperatura (23 £ 3 °C) y humedad relativa que oscila
entre 90 y 97% HR)] (Suarez et al., 2010) asi como también la heterogeneidad de este

ambiente y disponibilidad de refugios (Gutler, 1999; Cecere et al., 2006).

El elevado IIn = 22,2% en el ambiente silvestre, demuestra que existe una alta
probabilidad de re-invasion desde los ambientes silvestres hasta el peridomicilio,
combinado con la posibilidad de la existencia de poblaciones re-emergentes de poblaciones
residuales de triatominos, siendo los responsables de mantener una infestacion elevada en

esta provincia. Adicionalmente, se debe considerar no solo el constante flujo entre
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poblaciones de R. ecuadoriensis desde el area silvestre hacia el peridomicilio (Villacis et
al., 2010), sino también los altos indices de infeccidn por parte de T. cruzi (Ocafa et al.,
2010) en R. ecuadoriensis y el numero de personas seropositivas que presenta la
enfermedad. La seroprevalencia reportada en esta provincia fue de 1.2%, que representa ~
17,790 personas infectadas (Yaddn et al., 2006; Black et al., 2009). Registros por Aguilar
et al., 1999 y Prado, (jefe del PNCh, comunicacion personal), indican que esta provincia
es una zona de alto endemismo para la ECh. Por este motivo, debe ser tomada en cuenta

como un area prioritaria para el control de la transmision vectorial.

Rhodnius ecuadoriensis en esta provincia ha sido considerado como especie
secundaria después de Triatoma dimidiata (especie introducida), y es frecuente que estas
especies secundarias permanezcan en sus habitats silvestres hasta que los vectores
primarios sean eliminados por las acciones de control. En ese momento, la competencia
por los ambientes humanos disminuye y los vectores secundarios tienden a ocuparlos.
Estos resultados, al igual que otros estudios indican que la eliminacion de vectores
primarios puede, si las acciones carecen de continuidad, agravar la situacién
epidemioldgica a medio y largo plazo (Gdrtler, 1999; De Souza et al., 2008; Moncayo y
Silveria, 2009). En este caso, la presencia de poblaciones silvestres y las elevadas
densidades de R. ecuadoriensis en ambientes peridomiciliares han dificultando su control
con tratamiento quimico (Grijalva et al., 2011) en el ambiente sinantrépico, y han tenido
un efecto insignificante en la eliminacion de poblaciones de vectores que presentan este

tipo de comportamiento.

En el habitat silvestre, la presencia de numerosos animales hospederos y la alta

densidad de vegetacion favorecen la presencia de R. ecuadoriensis sin la necesidad de
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colonizar los ambientes domiciliares y alimentarse de sangre humana. Los elevados indices
de colonizacion (IC) en los ambientes peridomiciliar (86,4%) y silvestre (87,5%) y el bajo
IC en el habitat domiciliar (4,3%), sugieren que esta especie solo llega a visitar las
viviendas, mas no a colonizarlas, vuela atraida por la luz (foco) durante la noche, se
alimenta y sale, ya que al no encontrar refugio dentro de las mismas, vuela en busca de

otro lugar para esconderse.

La existencia de poblaciones de triatominos silvestres asociadas a palmas Phytelephas
aequatorialis, y Aiphanes eggersii, como también a nidos de mamiferos como ardilla,
Sciurus stramineus, y raton, Mus musculus (Suarez-Davalos et al., 2010; Villacis et al.,
2010; Grijalva et al., 2011) y a nidos de aves, Campylorhynchus fasciatus (Suarez-Davalos
et al., 2010; Grijalva et al., 2010), nos lleva a pensar en la capacidad adaptativa de la
especie, que le permite colonizar eficientemente diferentes habitats, especialmente el

peridomiciliar y el silvestre.

Estudios realizados por Teran en 2010, demostraron que la abundancia de R.
ecuadoriensis en Manabi es ciclica, es decir, que la densidad de esta especie depende de
algunas condiciones microambientales como: (i) la presencia de cultivo (tiempo de
floracion y fructificacion), (ii) la estacionalidad (invierno-verano), la misma que favorecera
a la proliferacion de hospederos. (iii) la temperatura y (iv) humedad, que juegan también
un rol importante en la presencia de este vector. Al conocer, la abundancia, frecuencia, y
comportamiento de R. ecuadoriensis se puede comenzar a considerar a esta especie como
vector primario de atencion en esta provincia (Grijalva et al., 2011), y ya no secundaria
detras de T. dimidiata como se pensaba anteriormente (Abad-Franch et al., 2001b).

En los Triatominae, es frecuente observar que poblaciones de la misma especie que

ocupan distintas areas geograficas presenten diferencias en la expresion fenotipica, ligada o
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no a diferencias genéticas, permitiendo interpretar rutas de dispersion y aislamiento
poblacional (Catala et al., 2005, Abrahan et al., 2008, Hernandez et al., 2008, Dujardin et
al., 2009, Schofield y Galvdo 2009; Hernandez et al., 2011). Algunas especies tienen un
rango ecologico estrecho y solo ocupan habitats especificos, por lo cual, tienen baja
importancia en la transmision de T. cruzi al ser humano, a menos que, su preferencia sea en
su mayoria los habitats domiciliares, como en el caso de Triatoma infestans (Catala et al.,

2005, Catald y Dujardin et al., 2007, Hernandez et al., 2008, Abrahan et al., 2008).

Antecedentes descritos acerca de las poblaciones del género de Rhodnius como R.
colombiensis y R. pallescens, especies hermanas de R. ecuadoriensis (complejo pallescens)
en otros paises como Colombia y Venezuela, nos llevan a preguntarnos si el flujo y re-
infestacion de viviendas por Rhodnius ecuadoriensis en el centro y sur del pais, esta
determinada por dindmicas comparables a la de estas especies. Una manera de poner a
prueba la hipotesis relacionada con el proceso de diferenciacion y flujo entre poblaciones
ha sido mediante el analisis de (i) fenotipo antenal, (ii) morfometria geométrica alar y (iii)
estructura genética (mt Cyt b) y (microsatélites) de sus poblaciones, y subpoblaciones

[poblaciones sinantrépicas (domicilio y peridomicilio) vs. poblaciones silvestres].

6.3. ANALISIS DEL FENOTIPO DE R. ecuadoriensis

Los estudios de morfometria geométrica alar, han sido utilizados para fines
taxondmicos y diferenciacion sexual en las distintas especies de triatominos (Matias et al.,
2001, Villegas et al., 2002), y también han permitido conocer la estructuracion espacial de
poblaciones en distintos habitats (Gumiel et al., 2003; Schachter-Broide et al., 2004,

Feliciangeli et al., 2007; Riafo et al., 2009; Dujardin et al., 2009). Por su parte, ha sido
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demostrado que el fenotipo antenal (tipo y nimero de sensilla presentes en las antenas) es
atil para diferenciar géneros, especies y sexo en los Triatominos (Catala y Schofield 1994,
Catala, 1997, Gracco y Catala 2000, Carbajal de la Fuente y Catald 2002, Catala et al.,
2005, Moreno et al., 2005, Catald y Dujardin 2007, Carbajal de la Fuente et al., 2008;
Villacis et al., 2010). También es posible usar estos marcadores fenotipicos para la
caracterizacion de poblaciones de una misma especie que viven en diferentes habitats,
como ha sido probado para los principales transmisores de la enfermedad de Chagas,
Triatoma infestans (Catala y Dujardin 2001; Hernandez et al., 2008, Abrahan et al., 2008;
Herndndez et al., 2011), Triatoma dimidiata (Catala et al., 2005, Arroyo et al., 2006),
Panstrongylus megistus (Villela et al., 2005) y Rhodnius prolixus (Esteban et al., 2006;

Marquez et al., 2011).

Los resultados de este estudio muestran que el tamafio y conformacién alar y el
fenotipo antenal, diferencian claramente las dos poblaciones geograficas de R.
ecuadoriensis de Loja y Manabi; y brindan soporte a la hipdtesis de ausencia de

intercambio de especimenes entre estas dos regiones.

6.3.1. FENOTIPO ANTENAL

La separacion entre las poblaciones de R. ecuadoriensis va de la mano con los
resultados de las diferencias en el largo del cuerpo, en los patrones de comportamiento del
ciclo de vida y habitos de alimentacion y defecacion de esta misma especie entre los dos
provincias (Villacis et al., 2008), al igual que los resultados en cuanto a las diferencias

genéticas de R. ecuadoriensis obtenidos por Abad-Franch y Monteiro, 2005.
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De acuerdo a los estudios de Villacis et al., 2008, sobre los habitos de alimentacion y
defecacion, R. ecuadoriensis es considerado como un vector eficiente de T. cruzi. La
defecacion post prandial comienza tempranamente con los individuos de R. ecuadoriensis

de Manabi, en los cuales la competencia vectorial seria mayor que en los de Loja.

Segun Catald y Dujadin, (2007) y Hernandez et al., (2011) estudios en Triatoma
infestans mencionan que las caracteristicas del habitat (micro-ambientes) donde se
desarrollan los triatominos pueden direccionar expresiones fenotipicas especificas en los
adultos, ejerciendo una presion selectiva del habitat sobre el fenotipo antenal, esto se
comprueba especialmente en hembras de R. ecuadoriensis de la provincia de Loja. La
separacion neta de los individuos capturados en el ambiente sinantrépico (domiciliar —
peridomiciliar fue de p < 0.01), y la gran similitud de ambos con los insectos silvestres,
sugieren un pool fenotipico muy variado en el area silvestre, que permite la adaptacion a
otros habitats. Pareceria que cada uno de los habitats seleccionaria un fenotipo exclusivo y
explicaria una mayor ventaja de domiciliacion en las poblaciones de Loja, que no se

observan en Manabi.

Las diferencias en los fenotipos antenales de R. ecuadoriensis entre del peri e
intradomicilio en Loja probablemente se deben a los hospederos de los que se alimentan
[aves (Gallus gallus, Columbia livia) y mamiferos (Canis lupus, Rattus rattus, Mus
musculus)] y parece indicar un bajo o nulo intercambio de hembras entre estos dos
habitats. Por el contrario, la mayor similitud fenotipica de los machos, en los distintos
habitats indicaria que mantienen un importante flujo entre el ambiente silvestre y el

domiciliar.
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Por otro lado, el dimorfismo sexual en el fenotipo antenal es raro encontrar en
especies de la tribu Rhodniini, aunque si es mas comun en especies de los Triatomini
(Catala 1997; Carbajal de la Fuente y Catald 2002; Moreno et al., 2005; Esteban et al.,
2006), en este estudio de R. ecuadoriensis se observa que solo en el habitat intradomiciliar
en Loja hay diferenciacion sexual (p < 0.006), esto puede deberse por el tamafio de la
muestra (n = 6), y lo que se recomienda es que se amplie este estudio con una mayor

cantidad de hembras domiciliares.

Segun Hernandez et al., (2008) y (2011), las variaciones a nivel del habitat y regional
de la expresidn sexual son una evidencia de la expresion de la diversificacion genética que
sustenta la capacidad adaptativa de especies, si bien esto se evidencié en Triatoma
infestans, en R. ecuadoriensis se corrobora esta informacion, la cual se encuentra en mayor
grado a nivel domiciliar en extensas areas del sur del Ecuador (Loja) como también al
norte del Per( (Cuba-Cuba et al., 2002), para lo cual debe ser tomado como vector
primario de importancia epidemioldgica para su monitoreo, lo que no sucede en sitios mas
himedos como en la costa central (Manabi), donde se encuentra mayoritariamente en
habitats silvestres; por esta razon, es necesario investigar mas las caracteristicas propias de
cada zona/regién donde las poblaciones de vectores exploran cambios fenéticos que hacen

posible la domiciliacion.

El nivel de intercambio entre las poblaciones dependera de las diferencias fenotipicas
que la seleccion local (habitats) pueda influenciar sobre las mismas. Efectos de la
migracion, como también de asimilacion o acomodacion genética pueden actuar
progresivamente en la induccion de cambios genéticos reales. La seleccidn indirecta sobre

los fenotipos puede atraer y favorecer a ciertos genotipos, donde muchos individuos
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presentan el fenotipo adaptado a cierto ambiente por razones fisiologicas o genéticas

(Dujardin et al., 2009).

En cuanto al complejo pallescens, las especies de R. pallescens y R. colombiensis, se
reportaron en un inicio asociadas con palmeras, particularmente a la palma del género
Attalea butyracea, Coccus nucifera, Jessenea batava, y Elaeis oleifera (Moreno et al.,
1999; Jaramillo, 1999), y R. ecuadoriensis asociada con la palma de cade o tagua, P.
aequatorialis, sin embargo, hay evidencias de una incipiente domiciliacién por parte de R.
pallescens (Sousa y Saldafia, 1994). Lo que no se observa con R. ecuadoriensis, que esta
adaptada al domicilio tanto al sur del Ecuador (Abad-Franch et al., 2001b; Grijalva et al.,

datos no publicados) como al norte del Pert (Cuba-Cuba et al., 2002).

La relacion de R. ecuadoriensis con las dos especies consideradas mas préximas o
hermanas se comprobd mediante andlisis del fenotipo antenal, ademas de que se demostro
que son tres especies diferentes. R. ecuadoriensis se encuentra mas emparentada con R.
pallescens, sin embargo, este analisis no concuerda con estudios de Monteiro et al., (2000)
del gene mitocondrial (mt Cytb), donde se demuestra que R. ecuadoriensis se encuentra
mas préxima con R. colombiensis, separada de R. pallescens, pero dentro de un mismo
complejo. No obstante, dado el escaso numero de individuos disponibles para las ultimas
dos especies, se recomienda nuevos estudios, incorporando incluso investigaciones a nivel
de genotipo en hembras como también del fenotipo y genotipo de machos de este
complejo. Sin embargo, el fenotipo general de R. ecuadoriensis obtenido en este trabajo,
concuerda con las observaciones en Microscopia electrénica de barrido sobre el fenotipo

antenal de esta especie (Catala y Schofield 1994).
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6.3.2. MORFOMETRIA GEOMETRICA ALAR DE R. ecuadoriensis

La diferencia en el tamafio alar de especimenes de R. ecuadoriensis, se relaciona con
el largo del cuerpo (Villacis et al., 2008), los especimenes de la provincia de Manabi
presentan un mayor tamafio alar (p < 0.001), que los especimenes de R. ecuadoriensis en la
provincia de Loja. Esta variacion en el largo del cuerpo generalmente esta influenciada por
factores del ambiente como la temperatura (regla de Bergmann). La regla de Bergmann
(Bergmann, 1847) postula: “que los individuos tienen mayor tamafio cuanto mas baja sea
la temperatura media del ambiente en que viven”, en este estudio, esta regla no se aplica,
ya que la temperatura y humedad mas elevadas se presentan en la provincia de Manabi y
no en Loja, sin embargo esta regla no es universal, ya que existen otras caracteristicas que
podrian estar influenciando el tamafio del individuo y de las alas de R. ecuadoriensis (mas
grande) en Manabi y (mas pequefio) en Loja, como la concentracion de oxigeno, la
disponibilidad de alimento y cambios ambientales que pueden producir una fuerte presion
selectiva en la diversificacion rapida a nivel morfol6gico (Huntley y Webb, 1989); ademas,
algunos organismos como respuestas de estrés a las condiciones ambientales, bajan su
rango metabdlico, mas de lo normal (Gillooly et al., 2001). Sugiriendo que en este estudio,
el tamafio del cuerpo y por ende de las alas de R. ecuadoriensis aumenta a medida que

disminuye la altitud.

La conformacion alar de R. ecuadoriensis, varia significativamente entre provincias.
Segun Dujardin et al., (2009) en estudios morfometricos confirmaron que la conformacion
de una estructura estd frecuentemente relacionada con factores genéticos, lo cual en este
estudio parece estar demostrandose y lo mismo en el comportamiento que anteriormente se
ha observado, sugiriendo un proceso de especiacion. Hasta el momento, no se ha

encontrado un grupo intermedio entre las dos poblaciones de R. ecuadoriensis que
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compartan caracteristicas de ambas, y que puedan estarse solapando; sin embargo, es

necesario realizar mas investigacion en esta area.

Adicionalmente, estudios de Riafio et al., (2009) muestran que la variable de
conformacién es frecuentemente influenciada por las variaciones genéticas y que son uno
de los caracteres mas estables a pesar de la existencia de perturbaciones en el medio
ambiente; especimenes de los dos sexos de R. ecuadoriensis de los hébitats silvestre y
peridomiciliar de Manabi son fenotipicamente similares, sugiriendo un intercambio (flujo)
entre los habitats. Por el contrario, los especimenes de Loja del habitat silvestre y

sinantrépico muestran diferencias significativas en la conformacion del ala.

Estudios en T. infestans por Catala, 1997; Catala et al., (2005); Abrahan et al., (2008)
y Dujardin et al., (2009) y en otras especies de Triatominos (Schachter-Broide et al., 2004,
Feliciangeli et al., 2007), han investigado la similitud observada en el fenotipo antenal y la
morfometria geométrica alar, y han encontrado que esta similitud se atribuye a los
requerimientos del hébitat, lo mismo que se ha observado en este estudio con R.
ecuadoriensis, en donde la similitud observada en el fenotipo antenal como en el tamafio
alar de los especimenes silvestre y sinantropicos (domiciliar - peridomiciliar) de Loja
responde a los requerimientos de habitat, presencia de hospederos e influencia del medio

ambiente.

Estudios morfométricos de cabeza y ala como también en el fenotipo antenal en T.
infestans por Hernandez et al., 2011, demostraron diferencias entre distintas zonas, las
cuales se encuentran separadas al menos a 80 km entre ellas, sugiriendo efectos del medio

ambiente en sus caracteristicas fenotipicas, con bajo o nulo intercambio de especimenes
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entre las mismas, lo mismo que se ha encontrado en este estudio de variabilidad fenotipica
de R. ecuadoriensis, donde las comunidades en las que se recolectaron de Manabi, quedan

distantes a una distancia de ~ 372 Km de las de Loja.

Estudios de Christensen et al., (1981), Jaramillo et al., (2000) y Zeledodn et al., (2006),
han mostrado que poblaciones silvestres de triatominos son consideradas como formas
originales, de las cudles se derivan los especimenes que habitan en el peridomicilio y
domicilio. En este estudio, con el andlisis de Disparidad Métrica (DM) en la conformacion
del ala se demuestra un incremento progresivo desde el habitat silvestre hacia el habitat
domiciliar en poblaciones de Loja, mas no en las de Manabi, y una reduccion significativa
en la variacion de la conformacion del ala en los machos de Manabi, sugiere una limitacion
ecologica en la diversidad del ala que no se observo en los especimenes de Loja. Por otro
lado, una alta Disparidad Métrica (DM) en la conformacién del ala en hembras de R.
ecuadoriensis en el habitat domiciliar de Loja, puede estar relacionado con la variacion
fenotipica a la tolerancia del habitat humano, donde existe una mas alta probabilidad de
sobrevivir por parte de los vectores, ya que se creeria que el habitat domiciliar es méas
estable y proporciona una fuente de alimento constante que permitiria la reproduccién de
esta especie en el intradomicilio, siempre y cuando las condiciones como los factores de

riesgo lo fomenten.

Los resultados de los analisis del fenotipo y los estudios previos de la diferencia en el
comportamiento (Villacis et al., 2008), sustentan la hipdtesis de una seleccion disruptiva
(especiacion simpatrica) que actua sobre las poblaciones de R. ecuadoriensis, es decir, que

los especimenes de esta especie se han podido adaptar a fuentes de alimentacion
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(hospederos) que desarrollan mecanismos de aislamiento dentro de una region en

ambientes.

6.4. PRIMERA GENERACION (F1) DE R. ecuadoriensis.

Los resultados obtenidos a nivel del fenotipo, nos sugirieron que existe diferenciacion
entre las dos poblaciones de R. ecuadoriensis, y a pesar de que aparentemente no existe
flujo entre las mismas (aislamiento geografico), pudieron cruzarse en laboratorio
obteniendo una primera generacion (F1), aunque el porcentaje de viabilidad de huevos fue
relativamente bajo (32%). Al observar estos resultados, se demuestra que el presentar un
87,5% de efectividad en el cruzamiento, sugiere, que a pesar de que estas poblaciones son
grupos de especimenes fértiles, aparentemente aislados reproductivamente, y que se
encuentran geograficamente separados, un grupo del otro, tienen un porcentaje de

cruzamiento alto.

En los cruces experimentales las hembras de R. ecuadoriensis de Manabi presentaron
un tiempo de pre-ovoposicion promedio de 15,5 £ 1,5 dias; similar a lo observado en el
ciclo reproductivo entre machos y hembras solo de Manabi (15,5 + 0,05 dias). A diferencia
de Loja las hembras de R. ecuadoriensis en los cruces experimentales mostraron un tiempo
de pre-ovoposicion promedio de 13,6 £ 0,08 dias, menor al observado en el ciclo
reproductivo de machos y hembras solo de Loja (16,5 = 0,03 dias). Sin mostrar diferencias
significativas en el tiempo de pre-ovoposicion al comparar los especimenes de los cruces
experimentales con los de Manabi p = 0.991, ni con los de Loja p = 0.466 respectivamente.
Segun estudios de Ryan, (1985), demostraron que el tiempo de ovoposicion, como también

el niumero de huevos por puesta, guarda una correlacion positiva con el tamafio de la
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madre, lo cual puede proporcionar un mecanismo que explique la tendencia hacia el
aumento de tamano, los individuos mas grandes dejarian mas individuos. Esta aseveracion
no concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, ya que el tiempo de pre-
ovoposicion y el nimero de huevos producidos por las hembras de R. ecuadoriensis de
Manabi [mas grandes (16,59 + 0,32 mm), pero menos huevos (1.338 huevos viables)] y

Loja [maés pequefias (14,72 + 0,39 mm), y mas huevos 1687 huevos viables)].

Resultado de estos cruces, se contabilizaron los huevos puestos a pesar del bajo
porcentaje de viabilidad, 32% de huevos, indicandonos que puede existir una interferencia
en el desarrollo embrionario (Belisario et al., 2007). ElI promedio de huevos puesto por
hembra fue mucho menor si comparamos con los resultados de esta misma especie en el
ciclo reproductivo entre especimenes de R. ecuadoriensis de la misma region [86% (Loja)
y 79% (Manabi)]. A pesar de la diferencia del porcentaje, observamos que si pueden
cruzarse los especimenes de las dos poblaciones. Sin embargo, seria importante realizar

réplicas de este experimento para llegar a resultados concluyentes.

Estudios de cruzamiento entre diferentes especies Triatoma maculata con T.
pseudomaculata, especies pertenecientes al “complejo infestans” (Lent y Wygodzinsky,
1979) y/o “complejo maculata” (Carcavallo et al., 2000), y que son consideradas como
especies alopatricas, sin oportunidad de intercambio genico y con resultados de viabilidad
en una sola direccion (machos de una especie, con hembras de la otra, pero no viceversa),
nos demuestran que el porcentaje de viabilidad oscila entre los 72 - 90% (Belisario et al.,
2007). El decrecimiento de viabilidad de huevos (32%) en R. ecuadoriensis en los cruces
experimentales comparado con la viabilidad de huevos en los cruces entre especimenes en

una sola provincia (Loja y/o Manabi), podria deberse a varias razones: la primera por



146

infertilidad ya sea de los machos o de hembras de una zona especifica, o puede existir
esterilidad del hibrido, donde el hibrido es viable pero estéril o reproductivamente
deficiente, y por este motivo, el siguiente avance de conocimiento sobre esta especie es la
observacion del cruzamiento y viabilidad de los huevos en la segunda generacion (F2) de

R. ecuadoriensis.

Otra de las razones puede deberse a lo que se conoce como mortalidad cigotica o
inviabilidad del hibrido, en el cual el huevo es fertilizado pero el cigoto no se desarrolla o
produce un individuo de viabilidad reducida, esto pudo haber ocurrido ya que de los 760

huevos puestos, solo 243 fueron viables.

Otras razones se pueden tomar en cuenta para explicar esa baja viabilidad de los
huevos, como (i) aislamiento estacional o de habitat, el cruzamiento entre poblaciones /
especies de triatominos que crecen en distinto micro-ambiente (domiciliar / peridomiciliar /
silvestre), (ii) influencia en los ritos de cortejo de los machos a las hembras, impidiendo el
apareamiento, (iii) aislamiento mecanico, en el cual los especimenes intentan aparearse
pero no logran la fertilizacion debido a la distinta conformacion de los genitales, sin
embargo, este ultimo no es muy frecuente (Carvalheiro y Barreto 1976; Franca-Rodriguez

etal., 1979; Galindez et al., 1994; Pérez et al., 2005).

Segun Downe y Archer (1975), la fuente de alimento es un factor importante en la
tasa reproductiva y en el indice de fertilidad. En su estudio se planted que la sangre de
gallina presenta mayor cantidad de nutrientes y ayuda la digestion, y promueve una mejor
produccién de huevos en los insectos, que la sangre de mamifero (Wigglesworth, 1974;

Nayar y Sauerman, 1977). En esta investigacion, por facilidad en la manipulacion, se
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utilizé sangre de raton (Mus musculus). Sin embargo, es necesario realizar estudios de
ciclo de vida, tiempo de fertilidad y ovoposicion comparando diferentes tipos de fuentes de
alimentacion (ave vs. mamifero). Cabe recalcar, que de acuerdo a este estudio, y a otros de
Grijalva y Villacis, 2009; Suarez-Davalos et al., 2010; Grijalva et al., 2010, 2011,
especimenes de R. ecuadoriensis en el peridomicilio se encontraron en su mayoria
asociados a nidos de gallinas; y que los especimenes del ambiente silvestre, se relacionaron
con nidos de mamiferos (Sciurus stramineus, Rattus rattus), adicionalmente, la mayor
abundancia de esta especie la encontramos asociada a nidos de ave (Gallus gallus). Por su
parte, estudios de Arévalo et al., (2007) sobre R. colombiensis y R. prolixus mostraron
tasas menores de ovoposicion y fertilidad cuando fueron alimentados con sangre de
gallina, que con sangre de mamiferos, esto puede deberse, a que los Rhodniini se han
encontrado asociados primariamente a una fuente de alimento constituida por mamiferos
silvestres, como nidos de raposas (Didelphis marsupialis) (Christensen y Vasquez, 1981),
ardillas (Sciurus stramineus) (Grijalva y Villacis, 2009; Suarez-Davalos et al., 2010;
Grijalva et al., 2011), ratas (Rattus rattus) (Suarez-Davalos et al., 2010) y que debido a
causas antropogeénicas, algunas especies de este genero, se han adaptado a diferentes
habitats, como al sinantropico modificando su habito de alimentacion a otras especies

hospederas.

En cuanto al analisis de morfometria de la primera generacion (F1), la reduccion
general del tamafio del cuerpo se ha notado en otras especies, de generacion en generacion
dentro del laboratorio (Belisario et al., 2007). Al cruzar poblaciones de R. ecuadoriensis de
Manabi (mayor tamafio alar) con poblaciones de Loja (menor tamafio alar), se esperaba,
que el tamafo alar obtenido en los especimenes de la primera generacion (F1) se mostrara

compartiendo el tamafio entre las dos poblaciones parentales, es decir, se cumplié la
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primera ley de Mendel que nos dice: “que al cruzar dos especimenes para un determinado
caracter (alas), los descendientes de la primera generacion son todos iguales entre si (igual
fenotipo e igual genotipo), e iguales (en fenotipo) a uno de los progenitores”, eso se
evidencio al cruzar Manabi (tamafio alar grande — AA); y Loja (tamafio alar pequefio — aa);
en la F1 todos salen tamafio intermedio o compartido (Aa). Es, en la segunda ley de
Mendel que reaparecen los caracteres recesivos en la segunda generacion (F2), en
proporcion de tres a uno respecto a los caracteres dominantes; y a nivel del genotipo, con
el paso del tiempo, las siguientes generaciones presentarian cada vez menos copias de los
alelos originales y cada vez los especimenes se volveran mas homocigotos, aumentando

también la probabilidad de que sus alelos sean idénticos por descendencia (Wright, 1930).

Los conceptos de especie, nos ayudan a clarificar ésta seccion del estudio para llegar a
conclusiones importantes. Segin Dobzhansky (1937) “especie es el grupo natural de
individuos que pueden cruzarse entre si”’, pero Mayr (1942) refuta ese concepto, ya que
toma en cuenta sucesos de hibridacion, en los que se produce descendencia fértil. Las dos
poblaciones de R. ecuadoriensis al encontrarse aisladas geograficamente, pueden producir
una separacion, y por ende, un aislamiento reproductivo; si esto llega a suceder, podria
ocurrir un proceso de especiaciéon como producto final, que podria ocurrir no a tan largo

plazo.

6.5. ANALISIS DEL GENOTIPO DE R. ecuadoriensis

Se investigo la estructura genética de R. ecuadoriensis como indicador de dispersion,

y comprension de la capacidad de adaptacion a las distintas regiones (Loja y Manabi) y

también a los diferentes habitats (domicilio, peridomicilio y silvestre). EI comprender la


http://biologia.uab.es/genomica/swf/genotipo.htm
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capacidad de dispersion (flujo) es crucial para la implementacion de estrategias de control
efectivas. Este es el primer estudio que se realiza para conocer los analisis de genotipo de

R. ecuadoriensis en dos regiones (Manabi y Loja).

6.51. GEN MITOCONDRIAL CITOCROMO B (mt Cyt b) DE R.

ecuadoriensis

Las nuevas técnicas para el estudio de secuencias del ADN mitocondrial permiten
analizar la diversidad genética de las poblaciones y superponer los arboles o redes
obtenidos, con la distribucion geogréfica (filogeografia) (Pfeiler et al., 2006). De este
modo, se estudia la distribucion de los haplotipos mitocondriales (variantes del ADN
mitocondrial) dentro y entre las poblaciones en relacidn con la historia de esos haplotipos

(Gomez-Palacios et al., 2008).

Los estudios de filogeografia empleando analisis de ADN mitocondrial permiten
interpretar la historia evolutiva de las especies y su dispersion, brindando informacién
relevante sobre su rango de expansion, colonizacion y fragmentacion pasada y sobre la
estructura de sus poblaciones (Avise, 2000). Asimismo, la presencia de un mismo
haplotipo en varias poblaciones es evidencia de su origen comun (monofilético). Los
resultados obtenidos nos indican que entre estas dos regiones se encontré que solamente el

8.33% de los haplotipos son compartidos (3 haplotipos).

Segun Abad-Franch y Monteiro (2005), se encontraron diferencias en las secuencias
de ADN mitocondrial de R. ecuadoriensis en cinco poblaciones, de las cuales cuatro

corresponden a la provincia de Manabi (region de la costa central) del Ecuador y la
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poblacién restante corresponde al norte de Perd. Los triatominos de Peru presentaron un
haplotipo que parece tener un origen divergente. Los autores de este estudio sugirieren que
estos dos clados representan filogrupos y/o especies incipientes, lo cual dificulta la
planificacion de programas de Control en la provincia de Manabi. Si comparamos los
resultados anteriormente mencionados con los obtenidos en esta investigacion, se observo
la presencia de 36 haplotipos, de los cuales, 15 exclusivos para Loja y 18 en Manabi. Tres
haplotipos se compartieron entre las poblaciones de las dos regiones (HELM6, HELM9 y
HELM13). Se sabe que una poblacion es ancestral o antigua, cuando posee NnuMerosos y
muy diferentes haplotipos; y reciente o colonizadora, si tiene uno o unos pocos haplotipos
(Avise et al., 1987; Emerson et al., 2001). Teniendo en cuenta esto se puede inferir que la
poblacién de Manabi (18 haplotipos) es mas antigua que la de Loja (15 haplotipos), y mas
aun cuando los 18 haplotipos presentes en Manabi pertenecen a un solo cantén, Portoviejo;

mientras que los 15 haplotipos observados en Loja fueron distribuidos en toda la regién.

Segun el dendrograma, el nodo | (BT = 100%) separa R. pallescens de R.
ecuadoriensis, demostrando asi el origen monofilético de R. ecuadoriensis. El nodo Il con
un bootstrap de 79% agrupa a HEL8 y HEM29 del resto de los haplotipos analizados; el
haplotipo 8 (HELS8) esta conformado solo por especimenes recolectados en las
comunidades de la Extensa y El Huayco, canton Catamayo, provincia de Loja. En este
caso, se pensaria que podria llegar a una especiacion alopatrica, ya que Catamayo, es un
valle fértil, rodeado por montafias, que permite el aislamiento con el resto de cantones.
Este canton, se encuentra bafiado por dos rios, Boqueron y Guayabal; y de acuerdo a su
ubicacion geografica, se ha convertido en una ciudad turistica, que permite comunicar la
provincia de Loja con el resto del pais, porque en €l se encuentra el Aeropuerto “Camilo

Ponce Enriquez”. El haplotipo 8 (HELS), podra ser considerado como una metapoblacion,
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la cual se puede definir como una “poblacion de poblaciones™ o una “estructura espacial de
poblaciones reproductivas locales, donde la migracion entre poblaciones locales tiene
efecto en la dinamica a largo plazo, incluyendo la posibilidad de re-establecimiento de
poblaciones previamente extintas” (Hanski, 1998). Migraciones, colonizaciones y
extinciones son los principales procesos involucrados en el estudio de las metapoblaciones
(Hanski, 1998). Numerosos estudios indican que poblaciones pequefias y aisladas tienen
escasas posibilidades de persistir a largo plazo / y son méas vulnerables a la extincion que

las poblaciones grandes (Thomas, 1994).

El nodo 111 (BT = 70%) separa al haplotipo HEL4 del resto. EI nodo IV (BT = 39%,
no significativo) abarcé a los haplotipos de Loja: HEL1, HEL2, HEL3, HEL5, HEL?7,
HEL10, HEL11, HEL12, HEL14, HEL15, HEL16, HEL17, HEL18; y se observé una
estrecha relacién con los haplotipos de Manabi HEM21, HEM22, HEM23, HEM26,
HEMZ27, HEM32; adicionalmente, dentro de esta poblacion, se encontrd6 a los tres
haplotipos compartidos entre las dos poblaciones: HELM6, HELM9 y HELM13, esto
indica, que comparten algunos cambios de secuencia. El nodo V (BT = 45%, no
significativo) agrupa a los haplotipos de la provincia de Manabi: HEM19, HEMZ20,
HEM24, HEM25, HEM28, HEM30, HEM31, HEM33, HEM34, HEM35 y HEMS36.
Aunque los valores bootstrap para las agrupaciones no son estadisticamente significativos
(< 65%), se ven las agrupaciones por provincias, por este motivo se procedié a realizar una

red de haplotipos para tener una mejor visualizacion de estos.

Se observo una gran diversidad haplotipica (Hd) total Hdrora = 0.9313 + 0.007. Los
valores obtenidos para el indice de polimorfismo (0) y diversidad nucleotidica (m) totales

fueron de 6 = 0.01535 y m = 0.01641 £+ 0.00385 respectivamente. La diversidad
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nucleotidica (m) fue mas elevada en la poblacién de Loja que en la de Manabi, mostrando
diferencias significativas en la diversidad de nucleotidos. El test de Neutralidad selectiva
Tajima’s (D), nos ayuda a inferir si una poblacion esta decreciendo o incrementandose. El
valor para este test en la poblacion de Loja fue de (+) 1.88900, lo que nos sugiere una
disminucion en el tamafio de la poblacion y/o que la misma presenta una seleccion en
equilibrio, a nivel de haplotipos. En la poblacion de Manabi al ser su valor negativo (-)
0.83680, nos muestra que la poblacion tiene un alto polimorfismo de baja frecuencia, es
decir existe variacion en las secuencias (mutaciones) pero estas se presentan en bajas
frecuencias. Esto nos puede sugerir que la poblacion se encuentra en incremento despues
de un proceso de colonizacion (cuello de botella) o un proceso de seleccién. Al comparar
estos resultados con el nimero de haplotipos presentes en cada regidn se puede inferir que
Manabi con 18 haplotipos en un solo canton, si se encuentra en crecimiento; mientras que
en Loja con 15 haplotipos en toda la provincia, la poblacidén presenta una seleccién en
equilibrio. Hay que tener en cuenta, que no hubo igual esfuerzo de muestreo, ya que en
Manabi solo se muestreo en el centro de la provincia (canton Portoviejo), mientras que de

Loja, se analizaron especimenes de varios cantones, tratando de abarcar en su totalidad.

El estudio de la estructura de las poblaciones de un organismo nos permite conocer si
las poblaciones de una especie en areas geogréaficas contintas, pueden o no encontrarse
aisladas. Esto se puede observar mediante el analisis de la varianza molecular (AMOVA),
donde se calcula la distancia genética, para conocer la existencia de flujo génico entre las
poblaciones. Si el valor del Fsr es cercano a 0, no existe diferenciacion, es decir, las
poblaciones presentan flujo génico; y si este valor es 1, no existe flujo entre las dos
poblaciones, existiendo diferenciacion. En las poblaciones de R. ecuadoriensis se observé

un nimero de migrantes (Nm) de 2,24 y un indice de fijacion (Fst = 0.18238. Nuestros
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datos, indican que a nivel genético las dos poblaciones de R. ecuadoriensis (Manabi y
Loja) son muy parecidas entre si; a pesar de encontrarse geograficamente separadas, es
decir estan aisladas. EI nimero de migrantes, nos ayuda a comprender la existencia de flujo
génico entre estas dos poblaciones, a pesar de encontrarse geograficamente separadas, y lo
interesante, seria conocer si en la practica existen intercambios frecuentes de especimenes

entre ciertas poblaciones o sub-poblaciones en la naturaleza.

El flujo de los triatominos puede darse de dos maneras: (i) activa (mediante el vuelo
de los triatominos); (ii) pasiva (mediante un vehiculo, Ilamese ser humano u otro animal).
En los triatominos, al no ser excelentes voladores, se pensaria que el transporte pasivo es la
opcidén mas acertada; puede ser que el ser humano se haya transportado de una region a
otra llevando consigo algun espécimen o indicios de su presencia (huevos), como también,
pudo ser que alguien que padece la enfermedad de Chagas, entre en contacto con los
triatominos (de la otra region), e ingresa dentro de su ciclo de transmision. Si estas dos
poblaciones (Loja y Manabi) se encontraran diferenciadas o bien separadas, las
consecuencias podrian ser muy importantes para las estrategias de control, puesto que
debido a un riesgo menor de re-infestacion en poblaciones aisladas, estas poblaciones
tendrian una probabilidad mayor de permanecer "controladas" después del tratamiento; la
invasion de esta especie puede estar irrumpiendo en las viviendas humanas, para luego

salir a buscar refugio.

Al realizar el analisis de variacion genética entre especimenes de R. ecuadoriensis de
dos zonas geogréficas diferentes (Loja y Manabi), observamos una moderada
diferenciacion genética entre ellas (Gst = 0.05460), sin embargo, a pesar de esta moderada

diferenciacion y la presencia de tres haplotipos compartidos, se sugiere la existencia de



154

introgresion (movimiento de genes de una especie/poblacion a otra, consecuencia de un
proceso de hibridacion seguida por retrocruzamiento) (Monteiro et al., 1999; Mazzoni et
al., 2006). No obstante, estudios realizados de esta especie sobre (i) el ciclo de vida,
habitos de alimentacion y defecacion (Villacis et al., 2008) (ii) nivel morfologico (Villacis
et al., 2010), y (iii) nivel ecoldgico, nos muestran que existen diferencias en las
preferencias de micro-ambientes, como es el caso de Loja, donde se encuentra en mayor
densidad y colonizando el ambiente peridomiciliar (IC = 92,2%), mientras que en Manabi
se encuentra principalmente en el habitat silvestre (IC = 87,5%) asociado con nidos de
ardilla (Sciurus stramineus), ratas (Rattus rattus) y aves (Campylorhynchus fasciatus)
(Grijalva y Villacis, 2009; Suarez-Davalos et al., 2010; Gijalva et al., 2010; Grijalva et al.,
2011). La Introgresion entre vectores puede tener importantes consecuencias
epidemioldgicas. El flujo de genes en los loci que afectan a la capacidad vectorial, como
los que controlan las preferencias de acogida y la susceptibilidad a la infeccion por
parasitos, puede cambiar las caracteristicas de la transmisién y, por consiguiente, hacer el
control de la enfermedad una tarea dificil (Mazzoni et al., 2006; Marquez et al., 2011). La
Introgresion de genes que controlan la adaptacion a determinados tipos de medio ambiente
también puede tener un impacto importante en la propagacion de la ECh. Para evitar esto,
se recomienda la necesidad de ampliar este analisis con poblaciones de R. ecuadoriensis
que se encuentran en otras provincias del pais. Respecto a la diferenciacion genética entre
sub-poblaciones (separacion por habitat dentro de cada region) R. ecuadoriensis del
ambiente domiciliar de Loja con el domicilio de Manabi, presentd una pequefia
diferenciacion genética (Gst = 0.03550). A diferencia entre los ambientes peridomiciliares
y silvestres de las dos regiones (provincias) los valores fueron Gst = 0.06775, y Gsr =

0.05390 respectivamente. En ambos casos, nos indican una moderada diferenciacion
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genética entre estas sub-poblaciones, es por eso, que se realizd el andlisis tomando en

cuenta las dos poblaciones (Loja y Manabi), y no a nivel de microambientes (habitat).

A pesar de que estas dos poblaciones (centro costa y sur andina) pertenecen a
ambientes con historias geoldgicas distintas, diversidad ambiental, caracteristicas socio-
econdmicas diferentes, es importante profundizar estudios sobre las condiciones fisicas de
los lugares de donde proceden los especimenes. Las poblaciones genotipicamente
idénticas, pueden tener variaciones fenotipicas debido a las influencia del medio ambiente,
esto puede estar sugiriendo plasticidad fenotipica para estas poblaciones (Catala et al.,
2004; Dorn et al., 2009), sin necesidad de afectar al genotipo. Esta situacion destaca los
retos para la implementacion de un programa de control efectivo en estas regiones,
particularmente en las zona seca (Loja), donde R. ecuadoriensis mantiene poblaciones en
los tres habitats y en una zona con mayor humedad (Manabi) donde esta especie se

encuentra en su mayoria en el ambiente silvestre y peridomiciliar.

6.5.2. MICROSATELITES DE R. ecuadoriensis

Una de las mejores herramientas para la genética de poblaciones, y estructura génica
es la utilizacion de marcadores moleculares, como los microsatélites, ya que proveen de
informacion relevante a nivel ecoldgico y evolutivo (Monteiro et al., 1999; Abad-Franch y
Monteiro, 2005; Marcet et al., 2006). Para el presente estudio, se escogieron 6
microsatélites que amplificaron para la especie hermana de R. ecuadoriensis, R.

pallescenes, los mismos que fueron comprobados segun Harry et al., 1998.
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En un principio el objetivo de este estudio fue utilizar esta herramienta, para conocer
si existia una estructuracion y diferenciacion genética marcada de R. ecuadoriensis entre
los diferentes micro-ambientes (habitats) de las dos regiones. Sin embargo, durante el
desarrollo, solamente se pudo utilizar dos loci (L13 y L47) con un patron definido de
alelos, lo cual dificultd obtener resultados confiables que muestren un buen soporte para
los estudios de fenotipo. Los loci L9 y L25 fueron marcadores monomorficos y respecto a
los microsatélites L3 y L43 presentaron mucha dificultad para su lectura; esa dificultad se
relaciond con la cantidad de picos ambiguos que se observd con presencia de méas de dos
alelos en los electroferogramas; estos dos ultimos no fueron tomados en cuenta para este
analisis. Cada marcador presenté un patron de alelos en particular, sin embargo, la
presencia de picos poco claros y confusos se debe a la presencia de productos de
amplificacion no especificos, lo cual evidencia una falta de especificidad de los cebadores
o “primers” utilizados. Su especificidad, se basa en la longitud del oligonucleotido, el
contenido de guanina y citosina, y la temperatura de annealing (Dieffenbach, 1993;
Mufioz, 2011). Esto nos lleva a pensar que es fundamental utilizar marcadores propios para
cada especie (Marcet et al., 2006), que apoyen a obtener resultados confiables para conocer
la estructuracion de poblaciones y subpoblaciones sin la necesidad de utilizar los
microsatélites de especies hermanas como es el caso de R. pallescens. Adicionalemte, esto
ayudara a ampliar el conocimiento de las relaciones entre poblaciones sinantropicas con las
silvestres.

Otro factor limitante en esta investigacion es el area muestreada que se abarco. En
Manabi su muestreo se realizo en el Cantdn Portoviejo, mientras que en Loja si se abarco
toda la provincia. Para lo cual se recomienda realizar estudios de estructuracion genética de
R. ecuadoriensis a una escala geografica méas extensa, que contemple las poblaciones de

esta especie en el Ecuador y también poblaciones del norte de Perd.
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El indice de fijacion (Fst) fue calculado por medio de la prueba genética de Nei
(1973). Se presentaron en el L13 un 7.8% y en el L47 un 6.6% de alelos nulos, estos
pueden ser un problema si solo tenemos dos loci polimérficos. Los alelos nulos son
considerados una vez que han sido probados por tres veces y no se amplificaron para un
locus especifico. Solo un espécimen no se amplifico para los dos locus. El valor de Fst
generado para todos los dos locus fue de Fsr= 0,191 para las dos poblaciones, y por cada
locus, L13 el Fst= 0,111; mientras que para el L47 el Fst= 0,163, demostrando que existe
una diferenciacion genética entre los especimenes de R. ecuadoriensis de Loja y Manabi

Fst < 1.

Al comparar a R. ecuadoriensis de los diferentes habitats [domicilio, peridomicilio
(sinantrdpicos) y silvestre)] entre Loja y Manabi, observamos que si existe diferenciacion
genética; en el caso de Loja, observamos que los del domicilio Loja con el domicilio
Manabi muestran un Fst = 0,178, al igual que entre el domicilio de Loja con el
peridomicilio de Manabi (Fst = 0,208) y entre domicilio de Loja y el habitat silvestre de
Manabi (Fst = 0,107). Sin embargo, si analizamos por separado por regiones, y entre
habitats, no se encontraron diferencias en la estructura poblacional Fst < 1. Tanto en Loja
como en Manabi, los valores obtenidos mostraron poca o ninguna diferenciacion genética
(Loja Fst = 0.000-0.008) y (Manabi Fst= 0.000-0.05), es decir, se encontrd una similaridad
genética entre los especimenes de los tres habitats, indicandonos que existe un flujo entre

los mismos (p < 0,01).

En el caso de Manabi, los especimenes estudiados en el ambiente domiciliar fueron

colectados por los moradores de las comunidades durante la noche, los mismos que
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parecen haber llegado volando, atraidos por la luz, visitan las UDs, se alimentan y salen a
buscar refugio en otro lugar. La estructura de cada vivienda dificulta el establecimiento de
esta especie de triatomino (Grijalva et al., 2011) en el intradomicilio. El flujo entre los tres
habitats también se observé en estudios de fenotipo solamente en la provincia de Manabi

(Villacis et al., 2010).

El indice de endogamia (Fs) presentdé un valor promedio entre las dos poblaciones de
0.28 sobre todos los locus polimérficos, indicandonos un cierto grado de diversidad
genética entre los especimenes de las mismas. La baja diversidad genética es producto de
altos niveles de endogamia, lo que puede reducir la aptitud del individuo y de sus
poblaciones (Frankham, 2001; Freeland, 2005). En cuanto a las subpoblaciones, el Ho es <

He, por lo que se asume que existe una mayor endogamia.

Finalmente, los resultados obtenidos sugieren que las poblaciones sinantrépicas y
silvestres se encuentran en un constante flujo génico y con reproduccién al azar dentro de
cada una de sus regiones (centro-costa y sur-andina); al presentar baja variabilidad genética
entre subpoblaciones, pareceria que la subpoblacion silvestre se encuentra contribuyendo
al pool genético sinantropico en ambas regiones, ya que no presenta una diferenciacion
entre micro ambientes (subpoblaciones) y asi se confirmaria la presencia de una sola
poblacion, por cada region.

Conociendo que el género Rhodnius se encuentra asociado mayoritariamente al
ambiente silvestre, y que se ha observado una elevada capacidad adaptativa a los diferentes
ambientes (Jaramillo et al., 2000; Dujardin et al., 2009; Marquez et al., 2011); nuestros
resultados junto con los estudios realizados en Venezuela, por Fitzpatrick et al., (2008) con

10 microsatelites en R. prolixus, donde se observo una baja estructuracion poblacional.
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Nos sugiere que este género tiende a presentar una débil estructura genética, por la alta
capacidad de adaptacion a los ambientes sinantropicos. La dinamica vectorial de R.
ecuadoriensis en las dos regiones (centro y sur) del pais es complicada. Las complejas
relaciones existentes en la dinamica de transmision de la ECh, tanto en la provincia de Loja
como de Manabi, se vuelven un desafio para la reduccion de la prevalencia especialmente

de estas zonas que son endémicas para esta enfermedad.

6.6. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE
INDICES ENTOMOLOGICOS, CRUCES EXPERIMENTALES, TECNICAS

FENOTIPICAS Y TECNICAS MOLECULARES

La morfologia parece estar modulada por factores ecoldgicos, y pueden producir
morfologias diferentes en poblaciones colectadas a lo largo de un amplio rango geogréafico
0 en distintos habitats, sean estos, domiciliar, peridomiciliar o silvestre. Estudios a nivel de
fenotipo mediante la utilizacion de patrones de sensilla antenales y morfometria
geométrica de alas, son muy importantes, pero deben ser complementados con estudios a
nivel del genotipo, las causas genéticas que influyen sobre las variaciones morfoldgicas
pueden deberse también a mutaciones que afectan a los genes que participan en la
morfogenesis (Catala y Dujardin, 2007). Las técnicas moleculares afianzan el
conocimiento de la existencia 0 no de flujo genético tanto a nivel inter como

intraespecifico.

Las poblaciones de la misma especie puedan estar diferenciadas genéticamente,
debido a una correlacion positiva con la distancia geografica. A mayor distancia

geografica, mayor distancia genética, esto se corrobora en este estudio con R.
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ecuadoriensis. Especimenes de las diferentes regiones Loja y Manabi tienen mayor
diferenciacion genética que la diferenciacion entre habitats, ya que se encuentran muy
cercanas las sub-poblaciones (domiciliares vs. peridomiciliares vs. silvestres); claro esta
que esta diferenciacion se muestra con los microsatélites que tienen el limitante de solo dos
de ellos ser polimorficos, sin poder llegar a resultados certeros por su escaza informacion.
Estudios de Chambers y MacAvoy, (2000) y Marcet et al., (2006) recomiendan al menos
de 7 a 10 microsatélites especificos de la especie para realizar una buena investigacion. Asi
que sugiere el disefio y la utilizacion de al menos 10 nuevos microsatélites especificos para
R. ecuadoriensis, de esta forma permitira responder de mejor manera preguntas sobre la (i)
dindmica de transmisién de ECh de esta especie en el Ecuador, (ii) proceso de infestacion y
re-infestacion desde el ambiente silvestre hasta el ambiente sinantrépico
(domicilio/peridomicilio), ya que es una pieza clave para entender la transmisién vectorial

de esta especie en las dos provincias.

Sin embargo, esto no coincide con estudios del gen mitocondrial mt Cyt b, esto puede
deberse a que el genoma mitocondrial muestra huellas que en algin momento de la historia
evolutiva de esta especie. Ademas su origen es maternal, pudiendo replicarse sin
recombinacion; es mas conservada y sus rangos evolutivos son mas rapidos si comparamos
con los marcadores nucleares (Avise, 1994; Abad-Franch y Monteiro, 2005); el nimero de
individuos pudo haber aumentado rapidamente en un periodo de tiempo muy corto. Los
resultados del mt Cyt b, en esta investigacion nos muestran que existe una moderada
diferenciacion genetica Gst = 0.05460 entre las poblaciones de las dos provincias (Loja y
Manabi), esto también se demuestra con la presencia de tres haplotipos compartidos
(HELM6, HELM9 y HELM13). Esta moderada diferenciacion genética podria explicarse

por las tasas de migracion (nimeros de migrantes por generacion) Nm= 2,24,
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Adicionalmente, la presencia de tres haplotipos compartidos muestra una evidencia de
introgresion entre las dos poblaciones (Loja y Manabi) de R. ecuadoriensis, al igual que
estudios realizados por Mazzoni et al., (2006) y Marquez et al., (2011) en Lutzomyia
intermedia y L. whitmani como también en R. robustus respectivamente. No obstante, con
este marcador, también se obtuvo resultados que muestran la existencia de una tercera
poblacién, conformada por el haplotipo 8 (HELS8). Las dos de Loja, se ven influencias por
la existencia de un aislamiento geografico, que podria verse afectado también en
aislamiento reproductivo, es decir, por lo tanto, menos propensos a la introgresion (Abad-
Franch y Monteiro, 2005; Mazzoni et al., 2006), es posible que, niveles mas altos de flujo
génico se den entre dos poblaciones, la una conformada por la mayoria de los haplotipos de
Loja con la poblacién de Manabi, y no entre las dos de Loja (HELS8). El estudio de mt cyt
b, junto con los analisis fenotipicos, de ciclo de vida y héabitos de alimentacion y
defecacion; apoya la hipdtesis de una seleccion disruptiva, que probablemente tenga que

ver con el aislamiento geografico y las rutas de dispersion.

Respecto a los estudios de microsatélites, las estimaciones del indice de fijacion
Fst= 0,191 nos indican que existe flujo génico entre las dos poblaciones Loja y Manabi, o
que estas poblaciones son muy parecidas (Fst < 1) y con un nimero de migrantes (Nm)
para el L13 de 1,99; y para el L47 de 1,28 lo que sugiere que entre estas poblaciones si
existieron migrantes como para que exista flujo génico, y de esta manera, permite
mantener una conexion entre las mismas. La existencia de flujo genético entre poblaciones,
se da como resultado de una homogeneidad genética entre ellas, para lo cual se necesita
por lo menos de 1 migrante por generacion (Wang, 2004; Abad-Franch y Monteiro, 2005).
El movimiento de insectos entre poblaciones separadas por distancias medias y barreras

geograficas, puede ser resultado del transporte pasivo asociado a migraciones de animales,
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es decir, con los habitos de su hospedero vertebrado (Catald y Schofield 1994; Moncayo y

Silveira, 2009).

Estudios de Schofield y Dujardin, (1999), Abad-Franch (2007) y Abrahan et al.,
(2011) demuestran que mediante el vuelo de los adultos o la caminata de los estadios
ninfales se puede proceder a la dispersion activa de los triatominos, este proceso esta
influenciado por algunos factores como: la busqueda de hembra por parte del macho para
copulacion, proceso en el cual la hembra emite sefiales quimicas que son detectadas por la
sensilla antenal del macho, y también puede ser por la busqueda de recursos alimenticios
(hospederos), y/o refugio dependiendo a las altas densidades poblacionales o por la
destruccion del habitat que promueve la dispersion activa con el establecimiento en nuevos
habitats, razones que pueden explicar de una mejor manera la capacidad que tiene R.
ecuadoriensis para adaptarse a los diferentes habitats. La movilidad de los insectos
determina en gran medida su supervivencia en ambientes modificados de modo que
especies estenotopicas, de escasa movilidad, son mas afectadas por los cambios
ambientales (Samways, 1989). Un factor que tiene gran influencia en la riqueza especifica
de los fragmentos, es la heterogeneidad de habitats (Gurtler, 1999; Hughes et al., 2000),
observandose en el caso de R. ecuadoriensis, una correlaciéon positiva en la presencia y
abundancia de especimenes entre habitats mas heterogéneos y riqueza de sus huéspedes
(Brown Jr., 2000). Segun Gurtler (1999), se define al peridomicilio como el ambiente mas
heterogéneo; ya que tiene muchas acumulaciones de objetos (lefia, ladrillos) que favorece a
la formacion de refugios que albergan y proporcionan a los triatominos. En este estudio,
también se corrobora que el peridomicilio, es el ambiente mas heterogéneo, esto se

demuestra con los indices de densidad (ID) y hacinamiento (IH), en Loja, en la cual se
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presenta un ID = 7,7 y un IH = 76,1 en el peridomicilio; mientras que, la provincia de

Manabi present6 un ID = 6,2 y IH = 45,2 el mismo habitat.

Las poblaciones silvestres de la mayoria de las especies presentan mayor variabilidad
que las especies domiciliadas (Arroyo et al., 2007; Dumonteil et al., 2007; Dujardin et al.,
2009). El proceso de domiciliaciéon de los triatominos es de especializacion que implica
simplificacion genética y fenotipica (Arroyo et al., 2006; Esteban et al., 2006). Diferentes
estudios han demostrado la reduccién progresiva de la variabilidad tanto en el nimero de
receptores (Catald y Schofield, 1994), en el tamafio y conformacion alar (Jaramillo, 1999),
como también en la secuencia de genes al comparar poblaciones silvestres y domiciliadas
(Monteiro et al., 2000; Abad-Franch y Monteiro, 2005; Pfeiler et al., 2006). Teniendo en
cuenta estos resultados, se debe esperar que si ocurriera un proceso de domiciliacién en los
individuos de R. ecuadoriensis, estos tendrian mayor homogeneidad genética que los de las
poblaciones silvestres estudiadas y esto favoreceria a los sistemas de control del vector

domiciliado al menos en una de estas provincias.

A causa del alto flujo genético reportado en el presente estudio, este vector pudiera
ser considerado como un vector potencial para la transmision de T. cruzi, y no se deberia
limitar a nombrarle como vector secundario en la provincia de Manabi. Tanto en las dos
provincias, por la abundancia encontrada, la adaptacion a los tres diferentes habitats, y
comportamiento de habitos de alimentacion y defecacion como ciclo de vida, esta especie
deberia ser tomada en cuenta como especie primaria en el pais; elemento a tener en cuenta
en el momento de disefiar programas de Control y Vigilancia entomo-eco-epidemioldgica

en el pais.
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Finalmente, en el caso de Manabi, estudios de Grijalva et al., (2011), indican que
tanto la intervencion con insecticidas combinados con las actividades educativas no fueron
suficientes para producir una efectiva campafia de control de poblaciones en el
peridomicilio, por lo que se recomienda apoyar como cientificos al fortalecimiento de un
Programa de Control Vectorial y Vigilancia Epidemiologica de la ECh; ademas, es
necesario implicar y participar de estos procesos a todas las partes interesadas (habitantes,
lideres politicos, empresas socio-econdmicas, servicios de salud y las campafias de
educacion, pero no solo en escuelas y colegios) tanto en la pre-intervencion, la

intervencion propiamente dicha y la post-intervencion.

La eliminacion de las colonias domiciliares de triatominos evita pérdidas de sangre que
son, en ocasiones, causa de anemia (especialmente en nifios); ademas, la infestacion de
gallineros puede provocar la disminucion en la produccion de huevos y aumenta la
mortalidad de los polluelos, contribuyendo asi a fomentar los ciclos de pobreza y
malnutricion. El estrés psicoldgico y social al que se ven sometidas las personas de las
comunidades por el hecho de vivir en una casa infestada por triatominos “chinchorros”
desaparece al controlar la infestacion, trayendo como consecuencia el incremento de
autoestima y generaciéon de una mejor disposicion respecto al cuidado de las viviendas v,
en general, a la salud de sus habitantes. La ECh no es s6lo un problema médico-biologico
que abarca a los diferentes componentes como: (i) parasito, (ii) vectores, (iii) hospederos
(reservorios) y (iv) pacientes, sino que tambiéen, es una problematica socio-econdémica, que
trata de concienciar para contribuir en el mejoramiento de la salud, educacion, vivienda y

calidad de vida de las familias que se encuentran en zonas endémicas de esta enfermedad.
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Recomiendo finalmente, ampliar este mismo tipo de estudio con herramientas
morfologicas y moleculares con especimenes de R. ecuadoriensis pero de sectores (norte,
centro y sur) de Manabi, debido a que en esta investigacion se analizaron solamente del
canton Portoviejo (centro de la provincia). Adicionalmente, mas conocimiento se necesita
de otras especies de triatominos, ya que, en el Ecuador se encuentran 15 especies

adicionales, de donde, 7 de ellas son consideradas vectores potenciales.
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Figura 1. Mapa de riesgo de la transmision de la Enfermedad de Chagas (ECh) a

nivel Mundial (DNDi- Drugs for Neglected Diseases, 2009).
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metaciclicos

Trypomastigotes

circulantes @ hué

Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi en el insecto vector y en el vertebrado

mamifero (modificado de OMS/TDR [www.who.int/tdr/], 2011).

1.- Heces contaminadas con Trypanosoma cruzi ingresan al torrente sanguineo del
hospedero.

2.- Las formas infectivas ingresan a las células y se pasan al estadio amastigote.

3.- Los amastigotes se replican dentro de la célula y evolucionan a tripomastigotes
sanguineos que son liberados al torrente sanguineo.

4.- Los tripomastigotes sanguineos son ingeridos por el vector cuando se alimentan de
mamiferos infectados.

5.- Los tripomastigotes sanguineos se transforman en epimastigotes en el intestino medio
del vector y se replican, luego migran a la parte posterior del intestino y se transforman

en tripomastigotes metaciclicos (la forma infectiva del parasito).
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B Fitofago: Rostro recto, estrecho, muy
largo y dividido en cuatro segmentos (I,
I, 1y V).

Figura 3. Aparatos bucales.- Comparacion de los aparatos bucales dependiendo del

tipo de alimentacién (Abad-Franch et al., 2001a).
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Panstrongylus Triatoma Rhodnius

Figura 4. Comparacion de las cabezas de los géneros Triatoma, Panstrongylus y
Rhodnius. Las flechas indican el lugar de nacimiento de las antenas, caracterisitca

fundamental para la diferenciacion entre géneros (Abad-Franch et al., 2001a).
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Mo Lo Hembra Manabi

Figura 5. Largo del cuerpo (mm) de hembras de Rhodnius ecuadoriensis de las

Provincias de Lojay Manabi. Hembras de Loja (14,72 = 0,39 mm) son mas pequefias

que las hembras de Manabi (16,59 £ 0,32 mm).

10 mm
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Manabi
Siloestre.

Figura 6. Mapa de las provincias (Manabi: Centro-Costa) y (Loja: Sur-Andina), en
las que se recolectaron los especimenes de Rhodnius ecuadoriensis. Las (+++) indica el
habitat con mayor cantidad de especimenes recolectados en las dos regiones, a diferencia
que (+) ensefia el habitat con menor cantidad de especimenes de R. ecuadoriensis

recolectados.
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Naranjo Adentro
El Bejucogl  , Encantada

Quebrada de Maconta’
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Figura 7. Mapa de la provincia de Manabi (Centro-Costa), indicando la localizacion
de las comunidades en las que se recolectaron los especimenes de Rhodnius

ecuadoriensis. Mapa: César Yumiseva (CIEI).
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Figura 8. Mapa de la provincia de Loja (Sur- Andina), indicando la localizacion de las

comunidades en las que se recolectaron los especimenes de Rhodnius ecuadoriensis.

Mapa: César Yumiseva (CIEI).
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Figura 9. Recoleccion de Triatominos en el habitat sinantropico (domicilio y
peridomicilio): El procedimiento se inicia con A. Firma del consentimiento informado, la
encuesta de vivienda y entomolégica; toma de puntos GPS y fotos de la vivienda. B.
Busqueda en el hébitat domiciliar, C. Busqueda en el habitat peridomiciliar. En el caso de
encontrar Triatominos vivos en la vivienda (infestada) D. se procede el rociamiento con
insecticida. E. se realiza la charla educativa a toda la familia, se entrega el calendario, se
coloca detras de la puerta la ficha de visita, y se entrega un frasco etiquetado.
Fotos: archivo CIEI.
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Figura 10. Recoleccion de Triatominos en el habitat silvestre. A - B. palmeras y

arboles, C - D. madrigueras, E. troncos huecos. F- G. nidos de mamiferos y aves. G.
Acrdillas juveniles

Fotos: archivo CIEI.
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Figura 11. Tipo de sensilla antenal en cada segmento de la antena de R.
ecuadoriensis. Bristles (BR), Thin-walled trichoidea o Tricoide a pared delgada (TPF),

Thick-walled trichoidea o Tricoidea de pared gruesa (TPG) and basiconic o basiconica

(BA), 400 X
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Figura 12. Vista dorsal del hemiélitro o ala derecha de R. ecuadoriensis. Los puntos
amarillos indican los landmarks o puntos de referencia que se utilizaron para el analisis de
morfometria geométrica (MG). A continuacion se detallan los puntos de acuerdo a las

uniones de las nerviaciones, 40X.

1. Entrecruzamiento entre la postcubital y primera anal.

2. Entrecruzamiento entre la vena cubital y post cubital.

3. Entrecruzamiento entre la vena radial media y la cubital.
4. Entrecruzamiento entre la vena

5. Entrecruzamiento entre la vena radial media y radial.

6. Entrecruzamiento entre la vena radial y la subcosta.

7. Entrecruzamiento entre la vena

8. Entrecruzamiento entre la vena cubital y postcubital.
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Figura 13. llustracion en barras de la variacion geografica de fenotipo antenal de
poblaciones R. ecuadoriensis (machos y hembras) recolectados en Loja y Manabi.

Significacion: (*) p <0.005; (**) p < 0.01; (***) p <0.001.



207

[ <
. L2 '“"J A\ lanab: _oem iy e
1 Domucibo Loga
-
F &
N ; > Lo
E °° < o O ee]
[ X ° 52
_ e T ¢+ Penndomualio Loy
.
.. 10 15%
i ©
.
< ¢ Salvestre Loga
..‘ N * .. - °
™\
2 b °
¢ — 40
- I. % Pendommalio Mapaln
.
oy N L.
2 2 B —
e < Sulvestre Manata

Foctor | mdeade 2545 » 3550 - Factor 2 =degde 5274 » 3300

Figura 14. Variacién a nivel geografico y por habitat de fenotipo antenal de hembras
de Rhodnius ecuadoriensis en las dos provincias. A. Andlisis Discriminante que
demuestra las diferencias entre hembras de R. ecuadoriensis entre las dos provincias
(Manabi y Loja). B. Dendrograma de las Distancias Fenéticas derivadas de las distancias
de Mahalanobis obtenidas al comparar hembras de R. ecuadoriensis colectadas en las dos

provincias (Manabi y Loja) y por habitat.
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Figura 15. Variacién a nivel geografico y por habitat del fenotipo antenal de machos
de Rhodnius ecuadoriensis en las dos provincias. A. Andlisis Discriminante que
demuestra las diferencias entre machos de R. ecuadoriensis entre las dos provincias
(Manabi y Loja). B. Dendrograma de las Distancias Fenéticas derivadas de las distancias
de Mahalanobis obtenidas al comparar machos de R. ecuadoriensis colectadas en las dos

provincias (Manabi y Loja) y por habitat.
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A. B.

Figura 16. Dimorfismo sexual de fenotipo antenal de poblaciones de R. ecuadoriensis

en las provincias de Loja (hembras y machos). Analisis Discriminante: A. Hembras B.

Machos.
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colombiensis

pallescens

ecnadoriensis (Manabi)

ecuadoriensis (Loja)

A. Analisis Discriminante entre hembras del hébitat silvestre de

Rhodnius ecuadoriensis (Manabi y Loja) R. pallecens y R. colombiensis. B.

Dendrograma UPGMA de las Distancias Fenéticas derivadas de las distancias de

Mahalanobis entre Rhodnius ecuadoriensis, R. pallescens y R. colombiensis del habitat

silvestre.
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Figura 18. Variacion geografica y sexual en el tamafio (CS) del hemiélitro derecho de
R. ecuadoriensis. La linea media (roja) “  representa la mediana del tamafio centroide de
los hemiélitros derechos; en los extremos “ - ” representa los cuartiles (25 y 75), en azul
“” representa los numeros de especimenes analizados en el estudio y en la parte inferior en

negro se representa el rango en el que se distribuye el tamafio centroide entre las dos

poblaciones y por sexo (macho y hembras).
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Figura 19. Dimorfismo sexual en el tamafio del ala (CS) de R. ecuadoriensis tanto en
Loja como en Manabi. La linea media (roja) “” representa la mediana del tamafio
centroide de los hemiélitros derechos; en los extremos “ - ™ representa los cuartiles (25 y
75), en azul “” representa los nimeros de especimenes analizados en el estudio y en la
parte inferior en negro se representa el rango en el que se distribuye el tamafo centroide

entre A. machos y B. hembras de las dos regiones.
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Figura 20. Variacion en tamafio de ala (CS) de poblaciones R. ecuadoriensis por
Habitat en las provincias de Loja y Manabi. La linea media (roja) “” representa la
mediana del tamafio centroide de los hemiélitros derechos; en los extremos -7~
representa los cuartiles (25 y 75), en azul “” representa los nimeros de especimenes
analizados en el estudio y en la parte inferior en negro se representa el rango en el que se
distribuye el tamafio centroide entre las subpoblaciones (machos y hembras juntos) de las

dos regiones
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Figura 21. Loja Dendrograma UPGMA derivadas de las distancias de Mahalanobis.
A. Alas de Hembras (2). B. Alas de Machos (&) de R. ecuadoriensis de de los habitats

domiciliar, peridomiciliar y silvestre.
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Figura 22. Manabi Dendrograma UPGMA derivadas de las distancias de
Mahalanobis. A. Alas de Hembras (). B. Alas de Machos (&) de R. ecuadoriensis de

de los héabitats domiciliar, peridomiciliar y silvestre.
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Figura 23. Primera Generacion (F1): A. Andlisis Discriminante: que demuestra las
diferencias entre hembras de R. ecuadoriensis entre las dos provincias (Manabi y Loja) con
las hembras (9) obtenidas en durante el cruzamiento entre las dos poblaciones. B.
Distancias Fenéticas Dendrograma derivadas de las distancias de Mahalanobis obtenidas
al comparar hembras de R. ecuadoriensis colectadas en las dos provincias (Manabi y Loja)

y en el cruzamiento.
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Figura 24. Primera Generacion (F1): A. Analisis Discriminante: que demuestra las

diferencias entre los machos (&) de R. ecuadoriensis entre las dos provincias (Manabi y

Loja) con las machos obtenidos en durante el cruzamiento entre las dos poblaciones. B.

Distancias Fenéticas: Dendrograma derivadas de las distancias de Mahalanobis obtenidas

al comparar machos de R. ecuadoriensis colectados en las dos provincias (Manabi y Loja)

y en el cruzamiento.
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Figura 25. Dendrograma de Haplotipos obtenidos en las 168 muestras de R.
ecuadoriensis. 36 Haplotipos obtenidos entre las dos poblaciones (15h Loja) y (18h

Manabi); y tres haplotipos compartidos (HELM6, HELM9 y HEM13).
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Figura 26. Red de Haplotipos obtenidos en las 168 muestras de R. ecuadoriensis. 36
Haplotipos obtenidos entre las dos provincias: 15 y 18 haplotipos exclusivos en Loja y en
Manabi respectivamente; y tres compartidos (HELM6, HELM9 y HEM13). EI diametro

del circulo es proporcional a la frecuencia de los haplotipos.

® Representa los haplotipos de Loja; ® Representa los haplotipos de Manabi. mv

representa el ancestro hipotético.
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Figura 27. Tamano de los fragmentos en pares de pases (pb) en los locus L9 y L25.
Electroferogramas obtenidos por el GeneMapper™ v.4.0. A. L9 (267 pb); B. L25 (173
pb). Estos microsatétlites presentaron un solo pico, un solo alelo, por este motivo se les

consideraron como microsatélites monomarficos.
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Figura 28. Tamafio de los fragmentos en pares de pases (pb) en los locus L3 y L43.
Electroferogramas obtenidos por el GeneMapper™ v.4.0. A. L3 (86 — 164 pb); B. L43
(124 - 176 pb). Estos microsatétlites presentaron variedad de alelos, picos no claros de

dificil analisis.
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Figura 29. Tamafio de los fragmentos en pares de pases (pb) en los locus L47 (110-
120 pb). Electroferogramas obtenidos por el GeneMapper ™ v.4.0. Este microsatélite
presentd picos claros (heterocigotos) y fue considerado para el estudio, debido a su

polimorfismo.
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Figura 30. Tamano de los fragmentos en pares de pases (pb) en los locus L47 (160-174
pb). Electroferogramas obtenidos por el GeneMapper™ v.4.0. Este microsatélite presento

A. dos picos claros (heterocigotos) y B. un tamafio del fragmento de 164 pb. Debido a su

polimorfismo fue considerado para el estudio.
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Figura 31. Distribucién de dos microsatélites (L13 y L47) polimdrficos amplificados

en los 333 especimenes de R. ecuadoriensis. Frecuencia alélica en el A. Locus L13 B.

Locus L47 en los tres habitats de las dos provincias.

Loja: DL: Domicilio - Loja; PL: Peridomicilio - Loja; SL: Silvestre - Loja.

Manabi: DM: Domicilio - Manabi; PM: Peridomicilio - Manabi; SM: Silvestre - Manabi.
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Figura 32. Frecuencia de Alelos obtenidos en el microsatélite L13 polimdrfico de R.
ecuadoriensis en los habitats A. Domicilio. B. Peridomicilio y C. Silvestre de la

provincia de Loja.
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Figura 33. Frecuencia de Alelos obtenidos en el microsatélite L13 polimdrfico de R.
ecuadoriensis en los habitats A. Domicilio B. Peridomicilio y C. Silvestre de la

provincia de Manabi.
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Figura 34. Frecuencia de Alelos obtenidos en el microsatélite L47 polimoérfico de R.
ecuadoriensis en los habitats A. Domicilio. B. Peridomicilio y C. Silvestre de la

provincia de Loja.
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Figura 35. Frecuencia de Alelos obtenidos en el microsatélite L47 polimoérfico de R.
ecuadoriensis en los habitats A. Domicilio B. Peridomicilio y C. Silvestre de la

provincia de Manabi
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Figura 36. Andlisis de Coordinadas Principales (PCoA) de los dos microsatellites
polimorficos (L13 y L47) en los tres diferentes habitats de las provincias de Loja (L) y
Manabi (M): domicilio (DL, DM), peridomicilio (PL; PM) vy silvestre (SL, SM). No hay

diferencias significativas entre las subpoblaciones, demostrando flujo entre ellas.
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Figura 37. Andlisis Jerarquico de Varianza Molecular (AMOVA) de la variacion
genética de R. ecuadoriensis. EI AMOVA, se obtuvo de dos microsatellites
polimérficos (L13, L47) en los tres habitats de las provincias de Loja (L) y Manabi

(M): domicilio (DL, DM), peridomicilio (PL; PM) y silvestre (SL, SM).
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Figura 38. Estructura espacial y genética de R. ecuadoriensis en la provincia de
Manabi. Correlacion de la matriz de distancias genéticas (Das) y geograficas (km). No se
observa una correlacion significativa entre las dos matrices analizadas a pesar de poseer un

valor de p altamente significativo (Rxy = 0.025, p < 0.001***).
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Figura 39 Andlisis de Coordinadas Principales (PCoA) utilizando dos microsatellites

polimérficos (L13 y L47) en las comunidades de la provincia de Manabi. No hay

diferencias significativas (p > 0.05) entre los individuos, demostrando flujo entre ellas. A.

poblaciones. B. Individuos
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Figura 40. Estructura espacial y genética de R. ecuadoriensis en la provincia de Loja.
Correlacion de la matriz de distancias genéticas (Das) Y geograficas (km). Se evidenci6 una
fuerte estructura espacial relacionada con la distancia (Rxy = 0.175, p < 0.000),
comprobando aislamiento entre las poblaciones de R. ecuadoriensis de Loja; sin embargo,

hay que aumentar el nimero de microsatélites para mejorar la resolucion.
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Figura 41. Analisis de Coordinadas Principales (PCoA) utilizando dos microsatellites
polimérficos (L13 y L47) en la provincia de Loja. Se observa agrupamiento. A.

Poblaciones B. Individuos.
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9.TABLAS



Tabla 1. Localizacion Geografica de las poblaciones analizadas de Rhodnius ecuadoriensis
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Altitud Latitud Longitud
Especie Regién Provincia Canton Comunidad (msnm) (S) (O)
Rhodnius Region Manabi Portoviejo Zapallo 52 -1,01332  -80,21398
ecuadoriensis  Central Costa Maconta Abajo 68-144 -1,081 -80,413
JesUs Maria 65-400 -1,020 -80,228
Bejuco 65-400 -0,9495 -80,331
Cruz Alta 105-150 -0,9950 -80,2776
La Encantada 290 -0,9922 -80,3519
Naranjo Adentro 65-400 -0,963 -80,2282
Region Sur Loja Celica La Ciénega 580-870  -4,1960 -80,104
Andina Algarroillo 600 -4,1723 -80,0643
Quilanga  Galapagos 1200-1400 -4,356 -79,730
Santa Rosa 730to 850 -4,160 -80,080
Tuburo 182 -4,3834 -80,3492
Catamayo La Extensa 1207-1295 -4,032 -79,3705
El Huayco 1212 - 1460 -4,0910 -79,3228
Paltas Naranjo Dulce 1007-1532  -4,059 -79,694
Ashimingo 870-1150  -4,030 -79,730
Limodn 1121 -4,04972 -79,811
Vega del Carmen  1121-1683 -4,127 -79,604
Bramaderos 916 -4,0793 -79,8223
Gonzanam& Santa Ester 1083 -4,1238 -79,5581
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Tabla 2. Diez y seis cruces entre especimenes de R. ecuadoriensis recolectados en Loja y Manabi. () El nUmero de especimenes por sexo.

Cruce Origen del Cruce

Provincia Comunidad  Sexo Cruce Provincia Comunidad Sexo
1 Loja  Coamine H (1) X Manabi  Naranjo Adentro M (2)
2 Loja  Limdn M (2) X Manabi  Bejuco H (1)
3 Loja  Limon M (2) X Manabi  Naranjo Adentro H (1)
4 Loja  Limdn H (1) X Manabi  Zapallo M (2)
S Loja  Higinda M (2) X Manabi  Naranjo Adentro H (1)
6 Loja  Coamine H (1) X Manabi  Bejuco M (2)
7 Loja  Coamine M (2) X Manabi  Naranjo Adentro H (1)
8 Loja  Coamine H (1) X Manabi  Bejuco M (2)
9 Loja  Coamine H (1) X Manabi  Bejuco M (2)
10 Loja  Coamine M (2) X Manabi  Naranjo Adentro H (1)
11 Loja  Coamine M (2) X Manabi  Bejuco H (1)
12 Loja  Coamine H (1) X Manabi  Naranjo Adentro M (2)
13 Loja  Bramaderos M (2) X Manabi  Naranjo Adentro H (1)
14 Loja  Bramaderos M (2) X Manabi  Bejuco H (1)
15 Loja  Coamine M (2) X Manabi  Bejuco H (1)
16 Loja  Bramaderos H (1) X Manabi  Zapallo M (2)

TOTAL 25 23



Tabla 3. Informacion de los Loci de Rhodnius pallescens para la evaluacion de polimorfismo y andlisis de microsatélites en R.

ecuadoriensis.
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Tamarnio del .
NUmero de
Locus Secuencias de los Primer (5’ -3°) Orden del Rearreglo Flourocromo T, (°C) producto de PCR alelosen R.
(bp) en R. pallescens
pallescens
F: AAGGGAGAAAGGCCTGAG
L3 R TCGTGACATCCTTTGTGTAAG (CA)N1o(CA)2 FAM > 88-113 1
F: GGATGAAAAACCCAAGGA
L9 R (TA)T(GT)o HEX 55 277-297 8
GCATTCAACTAATATCTCTTTAATTT
F: CCGGTCAGGGAAACATCA
L13 R: (GT)q HEX 60 166-175 6
GCCCTTGAAACTTACTTATCAGTT
F: CGTGCGGTGCAACTACTC
L25 R: A10(GA)s FAM 58 161-166 5
GGAGTTATTAATGAAAGTTTCGTG
F: ACAGGTTGTACAGCGCGTC
L43 R: CATGTTCCGTCACGTAGGE (GT)3Ng(CT)2 (GT)13 HEX 56 114-135 8
a7 F: TGATTGAGAAAGTGTATGTTCGT (GT)sN2(GT)N, HEX 55 190124 ,

R: TGTGCAAGTCAGCACGTC (GT)7N2(GT)4
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Tabla 4. Indices entomol6gicos por Triatominos (Rhodnius ecuadoriensis, Triatoma carrioni, Panstrongylus chinai y P. rufotuberculatus)

obtenidos en los habitats sinantropicos (domicilio+ peridomicilio) en 13 comunidades de la Provincia de Loja.

N de
N de N de viviendas N de Indice de Indice de
viviendas viviendas con Triatominos Infestacion Indicede  Indicede  Colonizacion
# Comunidad Canton examinadas infestadas ninfas colectados (%) Densidad Hacinamiento (%)
1 Naranjo Dulce Paltas 36 7 6 49 19,4 1,4 7 85,7
2 Vegadel Carmén Paltas 39 3 2 124 7,7 3,2 41,3 66,7
3 Limédn Paltas 43 6 3 20 14,0 0,5 3,3 50
4 Ashimingo Paltas 29 7 6 252 24,1 8,7 36 85,7
5 Bramaderos Paltas 60 13 12 771 21,7 12,9 59,3 92,3
6 Tuburo Quilanga 27 5 5 905 18,5 33,5 181 100
7  Galapagos Quilanga 34 10 8 733 29,4 21,6 73,3 80
8 Santa Rosa Quilanga 39 8 7 220 20,5 5,6 27,5 87,5
9 LaExtensa Catamayo 47 5 3 397 10,6 8,4 79,4 60
10 El Huayco Catamayo 34 3 2 233 8,8 6,9 77,7 66,7
11 Algarrobillo Celica 48 9 7 362 18,8 7,5 40,2 77,8
12 LacCiénega Celica 42 11 7 531 26,2 12,6 48,3 63,6
13 Santa Ester Gonzanama 27 8 7 45 29,6 1,7 5,6 87,5

TOTAL 505 95 75 4642 18,8 9,2 48,9 78,9
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Tabla 5. indices entomol6gicos de R. ecuadoriensis obtenidos en el habitat domiciliar en 13 comunidades de la Provincia de Loja.

Domiciliar
N de N de N de N de Indice de Indice de
viviendas viviendas  viviendas Triatominos Infestacion Indice de Indice de Colonizacion

N Comunidad Canton examinadas infestadas con ninfas  colectados (%) Densidad  Hacinamiento (%)
1 Naranjo Dulce  Paltas 36 1 1 1 2,8 0 1 100
2 Vegadel Carmén Paltas 39 1 1 35 2,6 0,9 35 100
3 Limon Paltas 43 4 2 17 9,3 0,4 4,25 50
4 Ashimingo Paltas 29 4 3 17 13,8 0,6 4,25 75
5 Bramaderos Paltas 60 3 2 10 5,0 0,2 3,3 66,7
6 Tuburo Quilanga 27 3 3 55 11,1 2,0 18,3 100
7 Galépagos Quilanga 34 7 6 39 20,6 11 5,6 85,7
8 Santa Rosa Quilanga 39 4 4 43 10,3 1,1 10,75 100
9 LaExtensa Catamayo 47 1 1 60 2,1 1,3 60 100
10 El Huayco Catamayo 34 0 0 0 0 0 - -
11 Algarrobillo Celica 48 0 0 0 0 0 - -
12 LaCiénega Celica 42 2 2 4 4,8 0,1 2 100
13 Santa Ester Gonzanama 27 3 2 5 11,1 0,2 1,7 66,7

TOTAL 505 33 27 286 6,5 0,6 8,7 81,8




Tabla 6. indices entomoldgicos de R. ecuadoriensis obtenidos en el habitat peridomiciliar en 13 comunidades de la Provincia de Loja.
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Peridomicilio

N de N de N de N de Indice de Indice de
viviendas viviendas viviendas Triatominos Infestacion Indice de Indice de Colonizacion
N Comunidad Cantén  examinadas infestadas con ninfas colectados (%) Densidad Hacinamiento (%)
1 Naranjo Dulce Paltas 36 3 3 22 8,3 0,6 7,3 100
Vega del
2 Carmén Paltas 39 2 2 101 51 2,6 50,5 100
3 Limon Paltas 43 0 0 0 0 0 - -
4 Ashimingo Paltas 29 2 2 226 6,9 7,8 113 100
5 Bramaderos Paltas 60 11 10 744 18,3 12,4 67,6 90,9
6 Tuburo Quilanga 27 4 4 850 14,8 31,5 212,5 100
7 Galapagos Quilanga 34 6 6 694 17,6 20,4 115,7 100
8 Santa Rosa Quilanga 39 2 2 16 51 0,4 8 100
9 LaExtensa Catamayo 47 3 3 327 6,4 7,0 109 100
10 El Huayco Catamayo 34 2 2 231 59 6,8 115,5 100
11 Algarrobillo Celica 48 7 6 127 14,6 2,6 18,1 85,7
12 La Ciénega Celica 42 7 5 518 16,7 12,3 74 71,4
13 Santa Ester Gonzanama 27 2 2 24 7,4 0,9 12 100
TOTAL 505 51 47 3880 10,1 7,7 76,1 92,2
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Tabla 7. indices entomoldgicos de R. ecuadoriensis obtenidos en el habitat silvestre en 5 comunidades de la Provincia de Loja.

N de
N de nidos N de Indice de Indice de
N de nidos nidos con Triatominos Infestacion Indicede Indicede  Colonizacion

Comunidad Canton examinados infestados ninfas  colectados (%) Densidad Hacinamiento (%)

Naranjo
1 Dulce Paltas 20 4 4 40 20,0 2,0 10 100
2 Tuburo Quilanga 9 1 1 9 11,1 1,0 9,0 100
3 Galapagos Quilanga 117 14 12 150 12,0 1,3 10,7 85,7
4 SantaRosa  Quilanga 36 2 2 22 5,6 0,6 11,0 100
5 La Ciénega  Celica 32 7 4 63 21,9 2,0 9,0 57,1
TOTAL 214 28 23 284 13,1 1,3 10,1 82,1
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Tabla 8. indices entomolégicos por Triatominos (R. ecuadoriensis, Panstrongylus chinai y P. rufotuiberculatus) obtenidos en los habitats

sinantropicos (domicilio+ peridomicilio) en 8 comunidades del Canton Portoviejo, Provincia de Manabi.

N de
N de N de viviendas N de Indice de Indice de
viviendas viviendas con Triatominos Infestacion Indice de Indicede  Colonizacién
N Comunidad examinadas infestadas ninfas  colectados (%) Densidad Hacinamiento (%)
1 Maconta Abajo 29 8 6 170 27,6 5,9 21,2 75
2 Quebrada de Maconta 125 30 27 2384 24,0 19,1 79,5 90
3 Zapallo 1 1 1 70 100 70 70 100
4 Bejuco 58 8 7 45 13,8 0,8 5,6 87,5
5 Cruz Alta 114 15 10 95 13,2 0,8 6,3 66,7
6 La Encantada 123 37 15 374 30,1 3,0 10,1 40,5
7 Jesus Maria 30 5 4 49 16,7 1,6 9,8 80
8 Naranjo Adentro 1 1 1 25 100 25 25 100
TOTAL 481 105 71 3212 21,8 6,7 30,6 67,6
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Tabla 9. Indices entomoldgicos de R. ecuadoriensis obtenidos en el habitat domiciliar en 8 comunidades del Cantdn Portoviejo, Provincia

de Manabi.
Domiciliar
N de
N de N de viviendas N de Indice de Indice de
viviendas viviendas con Triatominos Infestacion Indice de Indice de  Colonizacién

N Comunidad examinadas infestadas ninfas  colectados (%) Densidad Hacinamiento (%)
1 Maconta Abajo 29 0 0 0 0 0 - -
2 Quebrada de Maconta 125 4 1 15 3,2 0,1 3,8 25
3 Zapallo 1 0 0 0 0 0 - -
4 Bejuco 58 1 0 1 1,7 0,02 1 0
5 Cruz Alta 114 6 0 39 53 0,3 6,5 0
6 La Encantada 123 11 0 22 8,9 0,2 2 0
7 JesUs Maria 30 1 0 1 3,3 0 1 0
8 Naranjo Adentro 1 0 0 0 0 0 - -

TOTAL 481 23 1 78 4.8 0,2 3.4 4,3
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Tabla 10. Indices entomoldgicos de R. ecuadoriensis obtenidos en el habitat peridomiciliar en 8 comunidades del Cantén Portoviejo,

Provincia de Manabi.

Peridomicilio
N de
N de N de viviendas N de Indice de Indice de
viviendas viviendas con Triatominos Infestacion Indice de Indicede  Colonizacién

N Comunidad examinadas infestadas ninfas  colectados (%) Densidad Hacinamiento (%)
1 Maconta Abajo 29 7 6 168 24,1 5,8 24 85,7
2 Quebrada de Maconta 125 27 25 2315 21,6 18,5 85,7 92,6
3 Zapallo 1 1 1 70 100 70 70 100
4 Bejuco 58 5 4 30 8,6 0,5 6 80
5 Cruz Alta 114 7 6 52 6,1 0,5 7.4 85,7
6 La Encantada 123 13 10 281 10,6 2,3 21,6 76,9
7 Jesus Maria 30 5 4 41 16,7 1,4 8,2 80
8 Naranjo Adentro 1 1 1 25 100 25 25 100

TOTAL 481 66 57 2982 13,7 6,2 45,2 86,4
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Tabla 11. indices entomoldgicos por Triatominos (R. ecuadoriensis y P. howardi) obtenidos en el habitat silvestre en 2 comunidades de la

Provincia de Manabi.

N de N de N de Indice de Indice de
N de nidos nidos  nidos con Triatominos Infestacion Indice de Indicede  Colonizacién
Comunidad Cantén examinados infestados ninfas  colectados (%) Densidad Hacinamiento (%)
1 Maconta Abajo - 59 18 16 96 30,5 1,6 53 88,9
Portoviejo
Bejuco 193 38 33 249 19,7 1,3 6,6 86,8

TOTAL 252 56 49 345 22,2 14 6,2 87,5
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Tabla 12. Promedios y Desviacion estandar () del nimero de sensilla antenales de R. ecuadoriensis separado por sexo y por hébitat en la

provincia de Loja.

Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2
Sexo Habitat BR* BR TPF* TPG* BA BR TPF TPG* BA
Hembras Silvestre 59,0 21,7 36,2 630 151 123 392 736 201
N 28 (7,2) (2,6) (10,6) (1920 (54) (31) (12,1) (159 (6,4)
Peridomicilio 56,6 22,0 422 72,7 186 139 455 904 247
(5,8 (38 (86) (1020 (45 (300 (11,7 (11,9 (6,0
Domicilio 54,8 222 252 412 118 123 308 60,3 18,0
69 @7 (@3 (67 (B0 (19 67 (95 (6,9
Machos  Silvestre 53,50 24,70 39,70 57,90 15,90 12,90 41,10 75,40 20,70
N 31 4,7 (12,00 (18,3) (19,7) (7,4 (7,8) (12,9 (13,00 (6,3)
Peridomicilio 59,45 21,36 44,00 73,09 17,64 13,36 43,73 90,73 27,82
(38) (B4 (78 (152 @5 (25 (64 (B9 (43
Domicilio 61,90 2550 36,50 68,30 16,90 14,90 39,30 88,20 23,20
(7,4 (46) (13,8) (19,8) (89,00 (3,9 (6,1) (12,3) (9,0)

* Sensilla antenales que presentaron diferencias significativas.
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Tabla 13. Promedios y Desviacion estandar ( ) del nimero de sensilla antenales de R. ecuadoriensis separado por sexo y por habitat en la

provincia de Manabi.

Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2
Sexo Habitat BR* BR TPF* TPG* BA BR TPF TPG* BA
Hembras  Silvestre 80,0 254 55,7 109,9 22,0 13,4 42,9 1119 27,0
N 20 (11,2) (5,3) (145 (43,0) 99 (21 (6,9) (38,1) (6,4)

Peridomicilio 79,2 236 533 984 195 123 441 1031 251
88) (63) (224) (HB7) (88 (25 (920 (267 (6.0

Machos  Silvestre 81,2 265 610 1118 261 141 509 1168 27,1
N 20 (252) (1,6) (11,6) (254) (72) (29 (7.9 (247 (9,1
Peridomicilio 80,0 27,6 662 1122 209 157 52,9 1326 30,6

(26,0) (63) (1600 (335 (95 (07) (88) (295 (5,4)

* Sensilla antenales que presentaron diferencias significativas.
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Tabla 14. Promedios y Desviacion estandar () del nimero de sensilla antenales de Rhodnius ecuadoriensis separado por sexo y por

provincia (Loja y Manabi).

Loja

Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2
Sexo BR* BR TPF* TPG* BA BR TPF  TPG* BA
Hembras 57,2 21,9 35,9 61,8 15,6 12,9 39,6 76,7 21,3
N 28 (6,6) (3,4) (11,00 (18,2 (5,5) (2,9) (12,2) (17,3) (6,8)
Machos 58,3 23,8 40,2 66,6 16,8 13,7 41,5 85,0 24,0
N 31 (6,4) (7,9) (13,7)  (18,7) (6,9) (5,1) (8,9) (13,0) (7,2)

Manabi

Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2
Sexo BR* BR TPF* TPG* BA BR TPF  TPG* BA
Hembras 79,6 24,5 54,4 103,9 20,8 12,8 43,5 107,3 26,0
N 20 9,7 (5,8) (18,7)  (38,8) 9,2) (2,4) (8,0) (32,1) (6,1)

Machos 806 27,0 636 1120 235 149 51,9 1247 288
N 20 82 (45 (139 (291 87 (22 (82 (27,7) (7.5

* Sensilla antenales que presentaron diferencias significativas.
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Tabla 15. Promedios y Desviacion estandar del nimero de sensilla antenales de Rhodnius ecuadoriensis (n=99) de Loja y Manabi. R.

colombiensis (n=6) y R. pallescens (n=15).

Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2
ESPECIE SEXO BR * BR* TPF* TPG* BA* BR TPF* TPG* BA*
Machos 63,6 23,9 446 764 181 13,7 43,4 92,1 24,3
R. ecuadoriensis N 51 (12,1) (6,1) (17,00 (29,9) (7,56) (3,8) (11,1) (27.1) (7,6)

Hembras 675 238 480 837 188 134 440 958 248
N 48 (138 (61 (178 (348 (79 (35 (108 (30,00 (7.2

R. colombiensis ~ Hembras ~ 1010 373 1005 1925 416 141 702 1520 352
N 6 (132) (34 (@197 (192) (108) (26) (129 (231 (47)

R. pallescens Hembras 101,2 33,6 83,2 168,2 41,0 16,6 654 1784 49,2
N5 (4,9) (38 (119 (20,8) (5,79 (1,80 (10,2) (13,5 (10,5

* Sensilla antenales que presentaron diferencias significativas.
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Tabla 16. Disparidad Meétrica (DM) de la conformacion alar de Rhodnius ecuadoriensis entre los habitats y entre género (macho y

hembra).
Provincia Habitat Males Females
(n) (n)
Peridomestic 0.00146 0.00135
Manabi (29) (30)
Sylvatic 0.00109* 0.00135
(14) (21)
Total 0.00128 0.00135
(43) (51)
Domestic 0.00162 0.00199*
Loja (23) (18)
Peridomestic 0.00159 0.00157
(24) (23)
Sylvatic 0.00145 0.00151
(26) (22)
Total 0.001553 0.00169
(73) (63)
Total 0.00283 0.00304
(116) (114)

* Sensilla antenales que presentaron diferencias significativas.
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Tabla 17. Resumen de la comparacion entre las variables fenotipicas de Rhodnius ecuadoriensis a nivel geografico, habitats

[sinantropicos (domicilio+ peridomicilio) y silvestre] y entre sexo (macho y hembra).

Conformacion Tamafo Fenotipo

Género Habitats? Antenal
Comparacion entre machos todos il *kk Kk
Provincias (Lojavs. hembras todos il e Kk

Manabi)

Entre habitats machos Svs. P ——- ———
MANABI hembras Svs. P *
Svs. P fakaie c— e
machos Svs.D folelad — e
Entre habitats Dvs. P
LOJA Svs.P folekl
hembras  Svs.D Fkk
Dvs.P —— —_— *KhHk

Diferencia estadisticamente significativa. *p < 0.05, **p <0.05 - 0.01, ***p <0.01; ---- no existe diferencia

% (hébitats): S: Silvestre, P: Peridomicilio, D:Domicilio
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Tabla 18. Viabilidad, tamafio de huevos y tiempo de pre-ovoposicion obtenidos en los diez y seis entre especimenes de R. ecuadoriensis

recolectados en Loja y Manabi.

Viabilidad de los NGmero de huevos Tamario de los huevos  Tiempo de pre-ovoposicion
huevos (%) viables (mm) (dias)
Manabi Loja Manabi Loja Manabi Loja Manabi Loja
Cruce de una sola region 79 86 1.491 1.338 1,79+0,25 155+0,27 15,5+0,05 13,6 + 0,08

Cruce experimental 32 243 1,76 £0,13 1,71+0,13 155+15 16,5+ 0,03
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Tabla 19. Resumen de los indices de diversidad genética del segmento del gene mt Cyt b (670 pb) de Rhodnius ecuadoriensis colectados

en las Provincias de Loja y Manabi.

N de
Provincias secuencias S H Hd + SD n+ SD mconJC Tajima'sD FulLiD
Loja 95 39 18 0.87212+0.015 0.02012 £ 0.00198  0.02066  1.88900* 2.0575*
Manabi 73 31 21 0.891+0.023 0.00800 +£0.00322  0.00807 -0.83680™ -1.8236"™
Total 168 53 34 0.9313+0.007 0.01641 + 0.00385 0.1674  0.208802"™  1.3552"

N, nimero de secuencias; S, nimero de sitios polimérficos o variables; H, nimero de haplotipos; Hd, diversidad haplotipica; = diversidad nucleotidica;

DS, Desviacion Standard (); JC, Correccion de Jukes y Cantor; Tajima’s D (Tajima, 1989); Fu Li (D) (Fu y Li, 1993). * p < 0.05; ns no significativo
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Tabla 20. Resumen del Test de Neutralidad obtenido de las poblaciones Rhodnius ecuadoriensis colectados en las Provincias de Loja y

Manabi.

Loja
N de Tajima’s

Habitats muestras S H Hd + SD 7+ SD D FuLiD

Domicilio 25 37 10 0.870 + 0.041 0.02404 + 0.00299 1.85474*  1.56298*

Peridomicilio 49 36 7 0.82058 +0.021  0.02172 +0.00258 2.13433*  1.88334*

Silvestre 21 16 11 0.9333 £ 0.030 0.00842 + 0.00067  0.54302"™  1.20765™

Total 95 39 18 0.87212 +0.015 0.02012 +0.00198 1.88900* 2.0575*

Manabi
N de

Habitats muestras S H Hd + SD n + SD Tajima'sD FulLiD
Domicilio 8 14 7 0.964 + 0.07 0.0743 £ 0.00167 -0.84821™ -0.71032"™
Peridomicilio 37 26 12 0.89640 + 0.0006  0.00914 + 0.00098 - 0.49764™ -0.61705™
Silvestre 28 17 12 0.83069 + 0.063  0.00640 + 0.00106 - 0.39144™  0.18444™
Total 73 31 21 0.891 +0.023 0.00800 + 0.00322  -0.83680™ - 1.8236™

N, nimero de secuencias; S, numero de sitios polimorficos o variables; H, nimero de haplotipos; Hd, diversidad haplotipica; z diversidad

nucleotidica; DS, Desviacion Standard ( ); JC, Correccion de Jukes y Cantor; (Tajima, 1989); Fu Li (D) (Fu y Li, 1993). * p < 0.05; ns no

significativo
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Tabla 21. Haplotipos, Frecuencia y porcentaje (%) de la presencia de haplotipos de Rhodnius ecuadoriensis colectados en las Provincias

de Loja y Manabi. 18 Haplotipos en Loja, 21 en Manabi y 3 Haplotipos compartidos entre Loja y Manabi.

Frecuencia de Haplotipos en las poblaciones de R.
ecuadoriensis por Provincia

Porcentaje (%) de presencia de Haplotipos en las
poblaciones de R. ecuadoriensis por Provincia

Loja Manabi

Haplotipos (N=95) (N=73) Loja Manabi
HEL1 18 0 18,95 0
HEL2 5 0 5,26 0
HEL3 18 0 18,95 0
HEL4 1 0 1,05 0
HEL5 1 0 1,05 0
HELM6* 14 6 14,74 8,22
HEL7 3 0 3,16 0
HEL8 18 0 18,95 0
HELM9* 2 10 2,11 13,7
HEL10 1 0 1,05 0
HEL11 2 0 2,11 0
HEL12 3 0 3,16 0
HELM13* 1 3 1,05 4,11
HEL14 1 0 1,05 0
HEL15 2 0 2,11 0
HEL16 1 0 1,05 0
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Tabla 21. Haplotipos, Frecuencia y porcentaje (%) de la presencia de haplotipos de Rhodnius ecuadoriensis colectados en las Provincias
de Loja y Manabi. 18 Haplotipos en Loja, 21 en Manabi y 3 Haplotipos compartidos entre Loja y Manabi.

(continuacion...)

Frecuencia de Haplotipos en las poblaciones de R.  Porcentaje (%) de presencia de Haplotipos en las

ecuadoriensis por Provincia poblaciones de R. ecuadoriensis por Provincia
Loja Manabi

Haplotipos (N=95) (N=73) Loja Manabi
HEL17 2 0 2,11 0
HEL18 2 0 2,11 0
HEM19 0 9 - 12,33
HEM20 0 1 - 1,37
HEM21 0 1 - 1,37
HEM22 0 19 - 26,03
HEM23 0 1 - 1,37
HEM24 0 4 - 5,48
HEM25 0 4 - 5,48
HEM26 0 1 - 1,37
HEM27 0 3 - 4,11
HEM28 0 1 - 1,37
HEM29 0 1 - 1,37
HEM30 0 1 - 1,37
HEM31 0 3 - 4,11
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Tabla 21. Haplotipos, Frecuencia y porcentaje (%) de la presencia de haplotipos de Rhodnius ecuadoriensis colectados en las Provincias

de Loja y Manabi. 18 Haplotipos en Loja, 21 en Manabi y 3 Haplotipos compartidos entre Loja y Manabi (continuacion).

Frecuencia de Haplotipos en las poblaciones de R.  Porcentaje (%) de presencia de Haplotipos en las

ecuadoriensis por Provincia poblaciones de R. ecuadoriensis por Provincia
Loja Manabi
Haplotipos (N=95) (N=73) Loja Manabi
HEM32 0 1 - 1,37
HEM33 0 1 - 1,37
HEM34 0 1 - 1,37
HEM35 0 1 - 1,37
HEM36 0 1 - 1,37
TOTAL 95 73 100 100

* Haplotipo que comparten las dos poblaciones de R. ecuadoriensis (Loja y Manabi). HEL = Haplotipo/Ecuador/Loja, HEM =

Haplotipo/Ecuador/Manabi, HELM = Haplotipo/Ecuador/Loja/Manabi.



Tabla 22. Calculos de diferenciacion genética (Gsrt) e indice de fijacion (Fst) entre poblaciones y subpoblaciones de R. ecuadoriensis.

Poblacion 1 Poblacion 2 Gst Fst Dxy Da
Loja Manabi 0.05460 0.18238  0.01720 0.00314
Loja Loja domicilio 0.00019 -0.00828 0.02192 -0.00018
Loja Loja peridomicilio -0.00314 -0.01141 0.02068 -0.00024
Loja Loja silvestre 0.01234 0.09107  0.01570  0.00143
Manabi Loja domicilio 0.00710 0.19171  0.01985 0.00381
Manabi Loja peridomicilio 0.00658 0.20537  0.01870  0.00384
Manabi Loja silvestre 0.00286 0.22014  0.01053 0.00232
Loja domicilio Loja peridomicilio -0.00343  -0.0198 0.02246 -0.00044
Loja domicilio Loja silvestre 0.02440 0.15511  0.01924  0.00298
Loja peridomicilio Loja silvestre 0.02529 0.12316  0.01719 0.00212
Loja Manabi domicilio 0.00706 0.17174  0.01663  0.00286
Loja Manabi peridomicilio 0.06691 0.18158  0.01787  0.00325
Loja Manabi silvestre 0.03105 0.19512  0.01647 0.00321
Manabi Manabi domicilio 0.01672  -0.04615 0.00737 -0.00034
Manabi Manabi peridomicilio -0.00236  -0.00411 0.00853 -0.00004
Manabi Manabi silvestre 0.00281  -0.00028 0.00720 -0.00000
Loja domicilio Manabi domicilio 0.03550 0.18890 0.01942  0.00367
Loja domicilio Manabi peridomicilio 0.05501 0.18563  0.02039  0.00379
Loja domicilio Manabi silvestre 0.07509 0.20831  0.01925 0.00401
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Tabla 22. Calculos de diferenciacion genética e indice de fijacion entre poblaciones y subpoblaciones de R. ecuadoriensis (Continuacion)

Poblacion 1 Poblacion 2 Gst Fst Dxy Da
Loja peridomicilio Manabi domicilio 0.04064 0.19980 0.01821 0.00364
Loja peridomicilio Manabi peridomicilio ~ 0.06775 0.20129 0.01932 0.00389
Loja peridomicilio Manabi silvestre 0.08321 0.22052 0.01803 0.00398
Loja silvestre Manabi domicilio 0.01988 0.17505 0.00961 0.00168
Loja silvestre Manabi peridomicilio  0.03550 0.23672 0.01150 0.00272
Loja silvestre Manabi silvestre 0.05390 0.22140 0.00952 0.00211
Manabi domicilio Manabi domicilio 0.00984 -0.00090  0.00827 -0.00001
Manabi domicilio Manabi peridomicilio  0.01393 0.07331 0.00644 - 0.00047
Manabi peridomicilio ~ Manabi silvestre 0.01974 0.04631 0.00814 0.00038




Tabla 23. Microsatélites de R. pallescens utilizados en poblaciones de R. ecuadoriensis de las dos provincias (Loja y Manabi)

Tamarnio del
producto de N de
Locus PCR (pb) Alelos N Categoria

L3 86-164 - 15  Dificultad para leer
L9 267 1 70 Monomorfico
L13 160-174 8 333 Polimorfico
L25 173 1 70 Monomorfico
L43 124-176 - 15 Dificil de leer
L47 110-120 6 333 Polimorfico
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Tabla 24. Evaluacion de los dos microsatélites polimorficos (L13, L47) amplificados en 333 especimenes de Rhodnius ecuadoriensis

pertenecientes a Manabi y Loja.

HWE *
Poblacion Locus N Na Ne Ho He F ChiSq Signif
Domicilio Loia L13 38 5 2 02 05 0545 57,220 0,000 ***
) L47 43 3 2 04 03 -0,096 0,839 0,840 ™
Peridomicilio Loia L13 111 7 2 03 05 0,308 109,790 0,000 ***
) L47 110 3 1 03 03 0,03 110,072 0,000 ***
: i L13 47 5 2 01 04 0,783 111,111 0,000 ***
Silvestre Loja
L47 46 4 2 03 04 0,262 26456 0,000 ***
Domicilio Manabi L13 11 7 6 04 08 0560 36,667 0,018 *
L47 11 4 3 05 06 0252 4583 0598 ™
Peridomicilio Manabi L13 65 7 4 04 0,7 04442 151531 0,000 ***
L47 65 6 4 08 08 0,030 42558 0,000 ***
: . L13 48 7 4 05 08 0,347 74296 0,000 ***
Silvestre Manabi .
L47 47 6 3 07 07 -0014 21469 0122 ™

N: Numero de muestras, Na: Numero de alelos; Ne: Numero de alelos efectivos; Ho: Heterocigocidad observada; He: Heterocigocidad
esperada; F: Frecuencia del alelo mas comun; HWE: Equilibrio Hardy-Weinberg; Significacion: ns= no significantivo, * p<0.05, ** p<0.01,

*** p<0.001.



Table 25. Distancias genéticas entre las dos poblaciones de R. ecuadoriensis en los tres habitats estimadas por el método de Nei

(1978) (Pairwise Population Fst (via Frecuency) Values, a partir de frecuencias alélicas para dos Locus (L13y L47).

DL PL SL DM PM SM
DL 0,000
PL 0,003 0,000
SL 0,005 0,008 0,000

DM 0,178 0,208 0,184 0,000
PM 0,070 0,091 0,075 0,046 0,000
SM 0,096 0,120 0,107 0,028 0,011 0,000

Fsr (Indice de Fijacion)
LD: Loja Domicilio; LP: Loja Peridomicilio; LS: Loja Silvestre;
MD: Manabi Domicilio; MP: Manabi Peridomicilio; MS: Manabi Silvestre

En negrita los que presentan diferencias significativas: p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001
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Tabla 26. Analisis de la VVariancia Molecular (AMOVA).

Componentes
Suma de de la %
Fuente Variacién gl cuadrados MS variancia Variacion
Entre regiones 1 37,686 37,686 0,116 18%
Entre poblaciones dentro de las regiones 4 5,020 1,255 0,007 1%
Dentro de poblaciones 660 345,709 0,524 0,524 81%
Total 665 388,415 39,465 0,647
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10. ANEXOS
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Anexo 1. Consentimiento informado utilizado para el ingreso del grupo de campo a cada

una de las viviendas.

CIEI

% CENTRO DEINVEST IGACION EN ENFERMED ADES -8
= INFECCIOSAS
Escuelade Biologa ’
\ Facultad de Glencias Exactas y Nahumales
Investigacion de Enfermedad de Chagas en Ecuador
Ohio University, Universidad Catélica del Ecuador y Hinisterio de Salud Puiblica del Ecuador
Formulario de Consentimiento Informado. Parte 1A. ENTOMOLO G

Nombres Apellidos

Comunidad

Objetivo del Proyecto: La enfermedad de Chagas afecta a mucha gente en Ecuador. Este proyecto de investigacidn guiere saber si
hay esta enfermedad en su comunidad y porqué. Pedimos su ayuda voluntaria. Su participacion ayudard a obtener informacion valiosa
gue ayudara a disefiar maneras de cortrolar y prevenir esta enfermedad. Este estudio incluird a unas 2000 viviendas aproximadamente.
Participacion voluntaria: Usted puede elegir libremente participar o no participar en absoluto en este proyecto de investigacidn. Na
habra ningun tipo de penalizacion si usted no desea participar. Si se niega a participar Ud. no perdera ninguno de los beneficios de
atencidn de salud que existen normalm ente para Ud. Para que usted pueda participar en este proyecto, es necesario gue usted
entienda lo que se necesita de usted. Si usted acepta colaborar voluntatiamente con nosotros, debe fimar (o poner su huella digital) en
la linea disponible abajo en este formulario.

Usted puede dejar de participar en este proyecto en cualguier momento sin necesidad de dar ninguna explicacion. De igual manera, los
investigadores pueden terminar la participacion de Ud. en el mismo. Si éste es el caso, usted serd notificado. No hay costo para
participar en esta investigacion. Si usted tiene dudas sobre la investigacidn o sobre sus derechos en este proyecto de investigacion,
por favor pregunte al entresistador o contacte a las personas nombradas abajo.

Encuesta sobre la vivienda y cuestionario de conocimientos: Unh entrevistador solicitard que usted responda a varias preguntas
relacionadas con su casa, sus hahitos o costumbres, y sobre usted mismo.

Estas pregurtas se refieren a varios factores asociados a la enfermedad de Chagas tiempo estimado 5 minutos).

Encuesta de insectos: Entomdlogos experimentados buscaran |a presencia de chinchorros, dentro y alrededor de su casa durante un
tiempo de 20 minutos . Si se encuentran chinchorros, personal del Ministerio de Salud (SNEM) le pediran penmiso para preparar su casa
para que ésta sea fumigada con un insecticida piretroide. Siusted acepta esto, el personal del SNEM le ayudara a sacar de su casa
toda la comida, los utensilios de cocina, ropa y colchones . La preparacidn y fumigacion de suvivienda se llevara a cabo por un tiempo
aproximado de 60 minutos.

Confidencialidad: Toda |a informacion que usted proporcione serd mantenida confidencialmente y utilizada solamente para propdsitos
de 13 investigacidn sin conexidn a su nombre. Los resuttados generales, serdn compartidos con el Ministerio de Salud Publica del
Ecuador y con su comunidad.

Riesgos: los riesgos potenciales asociados a su participacion en esta investigacion son la pérdida de la corfidencialidad de la
informacidn, y posibles molestias ocasionadas por el insecticida. El asignar un codigo a toda su informacion y desligarlo de cualguier
referencia a su identificacion personal reducen al minimo el tiesgo de pérdida de confidencialicdad. El insecticida aplicado por el
Ministerio de Salud es muy seguro y es recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud para control de insectos dentro de las
casas. Sin embargo, en algunos casos puede causar picazon de |3 piel, dermatitis, alergia, congestion pulmonar o dolor de cabeza.
Para reducir este iesgo es importante preparar bien las viviendas antes del rociamiento con los insecticidas sacando toda la ropa,
implementos de cocina, comida y ropa de cama fuera de |a casa y evitar ingresar a la vivienda por un periodo de 20 minutos. Si se
presentan cualquiera de estas molestias, se recomienda lavar el area afectada con agua y jahon, salir de |a vivienda a un lugar
ventilado hasta que los sintomas desaparezcan. De no desaparecer, se recomienda gue se consulte a un médico.

Beneficios

Los beneficios potenciales de su participacion incluyen un incremento en el conacimiento sobre la prevencion de 1a enfermedad de
Chagas yla futura implementacion de actividades de control e intervencidn, que tienen el potencial de mejorar la salud de su
comunidad.

Declaracion general de consentimiento: “Al firmar abajo, declaro que los investigadores a cargo de este proyecto me han explicado
los propdsitos y los beneficios y riesgos de |a investigacidn, y que los he entendido plenamente. Ertiendo claramente gue no hay
compensacidn monetaria por mi participacion ni de parte de la Universidad de Ohio, ni de la PUCE ni de las otras instituciones
implicadas, y/o de sus empleados, y que en caso de alguna lesidn que pudiese sufrir por mi participacion en esta investigacion, se
huscaran las prestaciones médicas necesarias sin costo para mi a través de las unidades del Ministerio de Salud”. Al firmar abajo
declaro gue entiendo el alcance y los objetivas del Proyecto, y estoy dispuesto a patticipar voluntariamente.

Firma Fecha: de del 201 _

Firma del testigo (en caso de analfabetismo) Fecha: de del 201 _

Si tiene preguntas sobre esta investigacidn por favor comuniguese con el Ledo. Esteban Baus, CIEI Universidad Catdlica del Ecuador.
Ave. 12 de Octubre 1076 y Roca. Tel. (02) 299 1700 ext. 1856, Fax. (02) 299 1689 Email: egbaus@puce eduec. .

Si tiene preguntas sobre sus derechos como participante en esta investigacidn comuniguese con el Dr. lvan Carvajal, Comité de Etica,
Universidad Catdlica del Ecuador Ave. 12 de Octubre 1076 y Roca. Tel. 02) 299 1533 ext. . Fax. 02 299 1656 Email:

ICARVAJAL @puce edu.ec.



Anexo 2. Encuesta de vivienda utilizada en el trabajo de campo.

Encuesta de vivienda
hagas en Ecuador
fesso |8lo] | ol | rem L1 JL 1 Jlzlols] |
dia mes sho
Locabdad Canton Codgo Canton
Provincsa Céago de la vivienda
ete de Fanvila | |
Nombres Apellidos
|Seccidn A, Informacion geografica cion D. Intervencion
A1, Lathud jen greses sscmmes) I 'I . 1. ¢ Ha fumigado Ud. Mismo su casa? l |
=5
(A2, Longitud (sn grades decmaies) I ‘I 2= NO
J01.2. tHace cuanto tiempo? | |
(AT ARItUd jen metros) | I
Seccion B. Serviclos D2.1. ¢ Ha fumigado el Servicio de la Malaria I |
B1. ¢ Cuantos dormitorios tlene su casa? | I SNEM) su casa?
1= §§
BZ LCubntas personas dusrmen en | I 2= NO
acasa? 2. (Hace cusnto thempo? | I
B3.. Tiene servicio highénico en la casa? | |
1= 8 clon E Tiene animales domésticos dentro o cerca
2= NO o lacasa
1.1 gallinas o palomas u otras aves?
[Seccion C. Material predominante de 1a casa 1= 8t
2= NO
JC1. Techo o cublenta l I
1 Losa JE1.2. (Cudntas gallinas u otras aves?
2 Asbesto o elemit
3 Inc
4 Tepp JE2.1. Perros?
5 Paja paima. o smilares 1=8
6 Otros, especifique 2= NO

JE2.2. s Cudntos perros?

lc2. Paredes | Il

L [Leclelcl c

1 Hormigon, ladrilio o blogue JE3N. cuyes?
2 Adobe o tapia =8
3 Madera 2= NO
4 Cafa guadun revestios JE31. (Cudntos cuyes?
S Baharegue
6 Cafa guodus no revestida
JE.1. gutos?

IC Piso | I 1= 8
1 Entablado rushco 2= NO
2 Parquet 3.2. (Cudntos gatos?
3 Balooss ovnyl
4 Ladnlio o cemento os del responsable
5 Cefa guacua
6 Tiers I
7 Otros les
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Anexo 3. Ficha entomoldgica uilizada durante las busquedas en el habitat sinantropico
(domicilio y peridomicilio)

Ficha Entomoldgica para visitas a casas

Esudo  [BO] | Grupo || | Fecha || /1 1 [/12l0f¢] |
| | Grs | ] L |
Locahdad Canton
| | .
— b,
Jefe de Famiia | |
Nombres Apslidos
Seccidn A (la casa serd considerada positiva cuando se encuentre un INatomino vivo) | |
1=Cemada 2=Renuents 3=Deshablads 4=No infestada S=infestada
[Seccon B Infestac on i adomciar TSeccian C Infestacion penaomiciiar
B Alguno de los tratominos fue C1 Aiguno de los tnatominos fue
encontrado &n @ intradomiciio? | | encontrado en el pendomiciio? | |
1=81 1=S|
2=NO 2=NO
B2 Cudintos triatominos fueron encontrados Total C2 Cuéntos tristominos fueron encontrados Total
en el intradomiciko | | en el pendomicio | |
83 Qué espece fue encontrada en &l C3 Qué espece fue encontrada en &l
ntradomicio pendomiciso
FEW Especie
[ vuevos || meas | | Asmes | || hueves || wetas | | Acumes ||
B4 Lugar exacto donde se encontraron los triatominos C4 Lugar exacto dénde se enconfraron los tnatominos
Seccion D Rociamiento de la vivienda CTR= numero de cargas para rociamiento | |
D1 Lacasa fue rocada? | |
1=St 03 Cuantos gramos de insecticida | |
2=NO fueron utizados
D2 Calculo de fa carga total de insecticida
CTR= s Hy(AsL)* (152 A2 L) D4 Nombre del Rociador
A= ancho de la casa | |
H= alto de la casa l I
L= Largo de la casa | |
Datos del Responsable Firma
Nombre
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Anexo 4. Ficha de Visita. Esta ficha se coloca detras de la puerta una vez terminado el trabajo de busqueda en el ambiente sinantropico

(domicilio — peridomicilio).

PROYECTO: EFECTIVIDAD DE LA ESTRATEGIA DEL PROGRAMA NACIONAL DE CONTROL DE
LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN LA PROVINCIA DE MANABI

Universidad Cat6lica, Universidad de Ohio, Servicio Nacional de Erradicacion de la Malaria y Plan Internacional

Provincia: Canton:

Barrio: Localidad:

Cadigo de la vivienda:

Nombre completo del Jefe de Familia:

Fecha de Visita Actividad Inspector




Anexo 5. Ficha entomoldgica uilizada durante la busqueda en el habitat silvestre

Investigacién de Enfermedad de Chagas en Ecuador
Ohio University, Universidad Catdlica del Ecuador y Ministerio de Salud del Ecuador
FICHA DE BUSQUEDAS ENTOMOLOGICAS SELVATICAS

270

Iniciales responsabie |

[¥ Estuso | Blo 0] 5 Feera |1 | L1 J L1111
dla mes afo
CogigodeMcrotabtat || | | | | | | | 1ol |
|canton | J Provircia | )
Nombre localidad | |

Seccion A Informacidn Geogréfica del Punto (Coordenadas decimales)

2 Nombre comdn

3. Por determinar

B4 Altura del suelo

metros

Lattud | |rvs Atitud | )
msnm
Longitud | Jo
Seccion B8 Microhabitat Secodn C Estructura vegetacional I I
81 Tipo | ' 1 Vegetacidn escasa
1. Nido 2 Herbdcea
2. Madrigera 3. Arbustiva
3 Hueco arbol 4 Arbustos y Arboles
4 Bajo rocas
5. Bajo troncos
6 Palmera Seccion D Estatus | '
7. Otro 1. Infestaco
2. No infestado
B2 Animal microhabitat | |
1. Si
2 No Secoidn E Contaje triatominos
B2 1 Tipo
1. Nomtre coman Especie No Ninfas  No Adultos
2 Especie L | ] | |
83 Habltat L] | | | | | |
1. Especie

NOMBRE RESPONSABLE

FIRMA RESPONSABLE
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Anexo 6. Ficha Entomoldgica para el contaje de triatominos recolectados en el

ambiente sinantropico (domicilio y peridomicilio)

Ficha Entomoléglca para contaje de triatominos, muestras de casas
hagas en Ecuador

b £ studio lelo] | Feea |1 Ll L Ll o)) |
dia mes aflo
| | | | | |
Localidad Canton Codigo de Canton
| J I O R R (N
Provincia Cadigo de la vivienda

SECCION A. INSECTOS ENCONTRADOS EN EL INTRADOMICILIO

A1, Intradomiciliar Vivos Lugar
| Estadios ninfales | | Adultos |

|Especies Muevos | N 1] s _W M H Total
o k) L b Bl g B |
(W ) O e N N Oy IO [ ! L] | |
) O L g |

A2. Intradomic iliar Muertos Lugar
[ Estadios ninfales I [ Adultos ]

|Especies Huevos | __l_l_ 11] ..ll/_ _y_ M I Total
S T S N N g [N N [N O S N N G (N A J
L LY did g il |
R L ) B ] ) B J

B81. Peridomiciliar Vivos

Estadios ninfales
11} IV \ M I Total

Especies Huevos _ |

L) B L L Lt L W Bl J

L) O LY J g |

) R G Gt B L A ) J
|B2. Peridomiciliar Muertos Lugar

| Estadios ninfales | | Adutes |

|Especies Huevos |

X S | i 14

L) L J L L1

N O O [ T TNy A T T O
|

I (0 O R O N (B O O o O O O 0 N |

Observaciones (anotar cualquier evento [Nombre del responsable
particular que presentes los insectos)

FechadeElaboracion | | /1 | 1] 2 of 1| o
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Anexo 7. Ficha Entomoldgica para el contaje de triatominos recolectados en el
ambiente silvestre.

FICHA DE CONTAJE DE TRIATOMINOS SELVATICOS

# Estudo B8 ] o] 1 rece || ] L) L 111
dia mes afic
Cosgodemcronabtat | | | | | | | | | | | |
Cantén | | Provincia | |
huevo| n | e || nm| ||
nv | w | el e
NOMBRE RESPONSABLE CONTAJE
FIRMA RESPONSABLE CONTAJE
#estwgo | | | ] ] ]| rfera || | L1 1 LLI1T1 |
dia mes aho
Codgodemicronabtat | | | | | | | | | | | |
Cantén l l Provincia I I
Nombre localidad | |
huevo| |w | Jnu || |||
Especie
v | w | el dald
NOMBRE RESPONSABLE CONTAJE
FIRMA RESPONSABLE CONTAJE
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Anexo 8. Origen, cddigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este

estudio de la provincia de Loja.

w
O Andlisis del Analisis del
S < - Fenotipo Genotipo
L ke] © =)
2 5 o] S 8
2 = g = g 3 o
N s > ‘s £ 8 8 Ei S - Sexo Longitud Latitud  Altitud
8 b= g < 2 3 £ Tg o =25 HWM O (S)  (ms.n.m)
c > Q o © S Q 1~ P
-_— — O — = e [1+] > <
5 3 = 3 g s& 9 g2
ko] O w e = C = = 29
o 1S) o2 S o7
R=y c S E s<
2 & 3
O
Naranjo
1 ND2704 ND402 Dulce Domiciliar Cuarto 12/07/2006 X X H -79,70702 -4,06891 1367
Nido de ardilla
Naranjo en planta de
2 ND2712 NDN209 Dulce Silvestre chirimoyo 12/07/2006 X X X X M -79,70090 -4,07885 1303
Nido de ardilla
Naranjo en planta de
3 ND2713 NDN405 Dulce Silvestre chirimoyo 12/07/2006 X X X H -79,69922 -4,07609 1210
Nido de ardilla
Naranjo en planta de
4 ND2823 NDN405 Dulce Silvestre chirimoyo 13/07/2006 X X X H -79,69922 -4,07609 1210
Naranjo Nido de
5 ND2824 NDN405 Dulce Silvestre Ardilla 13/07/2006 X X H -79,69922 -4,07609 1210
Nido de ardilla
Naranjo en planta de
6 ND3358 NDN404 Dulce Silvestre chirimoyo 13/07/2006 X X X M -79,69913 -4,07622 1213




Anexo 8. Origen, cddigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Loja (continuacién...)

% Analisis  Analisis
s . del del
w S © S Fenotipo Senotipo
2 5 7 = g
2 = 3 = =3 2 _ _ _
N 8 - 5 = O 5] = @ Sexo Longitud Latitud Altitud
2 ° = £ g 3 S & E 8 < (H/M) (O) (S) (m.s.n.m)
= 2 3} 2 g E 235 2 8
—_ e} = © ]
= B oe £ o©
g S SE 5=
O w >
Naranjo
7 ND3509 ND401 Dulce Domiciliar Cama 13/07/2006 X X X H -79,70602  -4,06901 1376
8 SS2967 SS304 Santa Rosa Domiciliar Cama 22/07/2006 X X X H -79,40531  -4,39761 1421
9 SS2689 SS104 Santa Rosa Domiciliar Dormitorio 24/04/2007 X X X H -79,41757 -4,39786 1287
Peridomicilia Nido de
10 SS3038 SS602 SantaRosa r gallina 17/07/2007 X X X H -79,38939  -4,39580 1636
Peridomicilia Nido de
11 SS3039 SS602 SantaRosa r gallina 17/07/2007 X X M -79,38939  -4,39580 1636
Peridomicilia Nido de
12 SS3040 SS602 Santa Rosa r gallina 17/07/2007 X X X M -79,38939  -4,39580 1636
Peridomicilia Nido de
13 SS3041 SS602 Santa Rosa r gallina 17/07/2007 X X X M -79,38939  -4,39580 1636
Peridomicilia Nido de
14 SS3042 SS602 SantaRosa r gallina 17/07/2007 X X X M -79,38939  -4,39580 1636
Peridomicilia Nido de
15 SS3043 SS602 SantaRosa r gallina 17/07/2007 X X X X M -79,38939  -4,39580 1636
Peridomicilia Nido de
16 SS3464 SS507 Santa Rosa r gallina 16/08/2007 X X X X H -79,40589  -4,39236 1391
Peridomicilia Nido de
17 SS3465 SS507 Santa Rosa r gallina 16/08/2007 X X X X M -79,40589  -4,39236 1391
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Anexo 8. Origen, cddigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Loja (continuacién...)

Andlisisdel ~ Analisisdel Sexo Longitud Latitud Altitud

E 8 © s Fenotipo Genotipo  (M/H) O) (S) (m.s.n.m)
I} c — —
gz ¢ 3 = 2
A = 2 o = =3 2 — 3
£0 > c = 8 3 g © © 17}
N i @ =] Q [ [} @ 2 <
TS o © ) = b= 2 =g
O =) E T o ° = 2 s B3
8> £ 3 2 g § £E8 & B>
S NS) 17} = e s = 2o
© o L ] S @ g€ SS9
O c S IS s<
& 3
(=2}
18 SS3468 SS501 Santa Rosa Peridomiciliar  Nido de gallina  16/08/2007 X X X M -79,40117 -4,39549 1511
19 SS3470 SS105 SantaRosa Peridomiciliar  Nido de gallina 16/08/2007 X H -79,41600 -4,39696 1329
20 SS3471 SS105 SantaRosa Peridomiciliar Nido de gallina 16/08/2007 X X X M -79,41600 -4,39696 1329
21 SS3474 SS602 SantaRosa Peridomiciliar  Nido de gallina  16/08/2007 X X X H -79,38939 -4,39580 1636
22 SS3475 SS602 SantaRosa Peridomiciliar  Nido de gallina  16/08/2007 X X X H -79,38939 -4,39580 1636
23 SS3476  SS602 Santa Rosa Peridomiciliar Nido de gallina  16/08/2007 X X X X M -79,38939 -4,39580 1636
24 SS3477  SS602 Santa Rosa Peridomiciliar  Nido de gallina  16/08/2007 X X X H -79,38939 -4,39580 1636
25 SS3478 SS602 Santa Rosa Peridomiciliar  Nido de gallina  16/08/2007 X H -79,38939 -4,39580 1636
26 SSN3510 SSN5 Santa Rosa Silvestre Nido de ardilla  20/03/2007 X X H -79,41020 -4,39712 1400
27 SSN3511 SSN5 Santa Rosa Silvestre Nido de ardilla  20/03/2007 X X M -79,41020 -4,39712 1400
28 SSN3512 SSN6 Santa Rosa Silvestre Nido de ardilla  20/03/2007 X X M -79,40922 -4,39633 1376
29 SSN3513 SSN8 Santa Rosa Silvestre Nido de ardilla  20/03/2007 X X M -79,40745 -4,39801 1329
30 SSN3514 SSN8 Santa Rosa Silvestre Nido de ardilla  20/03/2007 X X H -79,40745 -4,39801 1329
31 SSN3515 SSN9 Santa Rosa Silvestre Nido de ardilla  20/03/2007 X H -79,40754 -4,39853 1329
32 SSN3516 SSN9 Santa Rosa Silvestre Nido de ardilla  20/03/2007 X X H -79,40754 -4,39853 1319
33 ST2972 ST305 Santa Ester Domiciliar Cama 12/07/2007 X X X M -79,42511 -4,37836 1219




Anexo 8. Origen, cddigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este

estudio de la provincia Loja (continuacion...)
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@) Analisis del Fenotipo .
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N 3 _ de Comunidad Habitat Captura coleccion S £ 8=  (HM) (0) (S) (m.s.n.m)

2 vivienda = S o =5

= 3 o s g2 24
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g s £ E 53
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34 ST2973 ST306 Santa Ester Domiciliar Cama 12/07/2007 X X M -79,42646 -4,378 1224
35 AH2404 AH202 Ashimingo Domiciliar Llegé volando 20/02/2007 X X X M -79,73944  -4,04458 871
Vega del Dentro de la
36 VC3047 VC501 Carmen Domiciliar casa 11/07/2007 X X M -79,59096  -4,11502 1057
Dentro de la
37 LM2456 LM301 Limon Domiciliar casa 11/07/2007 X X X H -79,80624 -4,04674 1115
Cuyera dentro

38 LM2457 LM301 Limén Domiciliar de la casa 11/07/2007 X X H -79,80624  -4,04674 1115
39 TR2813 TR405 Tuburo Domiciliar Cama 24/04/2007 X X H -79,42495 -4,37783 1221
40 CG2319 CG406 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de paloma 14/07/2005 X X H -80,08701 -4,1963 826
41 CG2320 CG406 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de paloma 14/07/2005 X X X H -80,08701 -4,1963 826
42 CG2332 CG406 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de paloma 14/07/2005 X X H -80,08701 -4,1963 826
43 CG2333 CG406 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de paloma 14/07/2005 X X X M -80,08701 -4,1963 826
44 CG2334 CG406 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de paloma 14/07/2005 X X X H -80,08701 -4,1963 826
45 CG2335 CG406 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de paloma 14/07/2005 X X M -80,08701 -4,1963 826
46 CG2336 CG406 La Ciénega Peridomiciliar ~ N. de paloma 14/07/2005 X H -80,08701 -4,1963 826
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Anexo 8. Origen, cddigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este

estudio de la provincia de Loja (continuacién...)
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Codigo

g2,
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E T F 3
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3 2
47 CG2337 CG406 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de paloma 14/07/2005 X X X H -80,08701 -4,1963 826
48 CG2338 CG406 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de paloma 14/07/2005 X X X H -80,08701 -4,1963 826
49 CG2339 CG406 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de paloma 14/07/2005 X X H -80,08701 -4,1963 826
50 CG2401 CGO003 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de gallina 15/07/2006 X X X H -80,08878  -4,20013 861
Volando trampa
51 CG2405 S/N La Ciénega Silvestre de luz 12/08/2005 X X X M -80,10392  -4,21483 762
52 CG2406 CGO003 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de gallina 15/07/2006 X M -80,08878  -4,20013 861
53 CG2433 CGN506 LaCiénega Silvestre Nido de Ardilla 15/07/2006 X X X M -80,10400  -4,21484 755
54 CG2640 CGN506 La Ciénega Silvestre Nido de Ardilla 15/07/2006 X X H -80,10400  -4,21484 755
55 CG2641 CGN506 LaCiénega Silvestre Nido de Ardilla 15/07/2006 X X H -80,10400  -4,21484 755
56 CG2642 CGN506 La Ciénega Silvestre Nido de Ardilla 15/07/2006 X X X M -80,10400  -4,21484 755
57 CG2818 CG406  LaCiénega Peridomiciliar Nido de Gallina 12/07/2005 X M -80,08878  -4,20013 861




Anexo 8. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este

estudio

de la provincia de Loja (continuacion...).

s Andlisis del  Analisis del
) Fenotipo Genotipo
kel
i codi — 2
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3 g g8t 9 82
o = = —
B S @ E g
g s =5 s<
O L S
Nido de -
58 CG2838 CGN602 LaCiénega Silvestre Ardilla 15/07/2006 X X H 80,10400 -4,21362 759
Nido de -
59 CG2839 CGN602 LaCiénega Silvestre Ardilla 15/07/2006 X X M 80,10400 -4,21362 759
Nido de -
60 CG2840 CGN602 LaCiénega Silvestre Avrdilla 15/07/2006 X X M 80,10400 -4,21362 759
Nido de -
61 CG2841 CGN602 LaCiénega Silvestre Ardilla 15/07/2006 X X H 80,10400 -4,21362 759
Nido de -
62 CG2842 CGN602 LaCiénega Silvestre Ardilla 15/07/2006 X X M 80,10400 -4,21362 759
Nido de -
63 CG2843 CGN607 LaCiénega Silvestre Ardilla 15/07/2006 X X M 80,10367 -4,21727 830
Nido de -
64 CG2844 CGN607 LaCiénega Silvestre Ardilla 15/07/2006 X X M 80,10367 -4,21727 830
65 CG2964 CG408 LaCiénega Domiciliar dormitorio 12/08/2005 X X M -80,0879 -4,19812 853
Nido de -
66 CG3479 CGN-1 La Ciénega Silvestre ardilla 12/08/2005 X X H 80,10383 -4,21336 768
Nido de -
67 CG3480 CGN-1 La Ciénega Silvestre ardilla 16/08/2007 X X H 80,10383 -4,21336 768
Nido de -
68 CG3481 CGN-1 La Ciénega Silvestre ardilla 16/08/2007 X X H 80,10383 -4,21336 768
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Anexo 8. Origen, cddigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en
este estudio de la provincia de Loja (continuacion...).

Anélisis del Anélisis del
° Fenotipo Genotipo
2 -
8 _ e o g S ©
ouw 2 3 2 g ksl
N — > _ b1 o —_ =
£0 s S S S 3 g g 8
R £ g g g 2 g, = 58§ |
oy s O T ° s S o8 5 T2 Sexo Longitud Latitud Altitud
2 = = S & te 2 8& (HM (E0) sy (msnm)
© O 2] L = B O S B —
o =
O c IS s<
e L
g
04/07/2
81  EX3011 EX401 La Extensa Domiciliar Cuyera 007 X X X M -79,36064  -4,04102 1262
04/07/2
82 EX3012 EX401 La Extensa Domiciliar Cuyera 007 X X H -79,36064 -4,04102 1262
14/03/2
83  TR5001 TRN7 Tuburo Silvestre Nido de ardilla 007 X X X H 79,42348  -4,3789 1211
14/03/2
84  TR5002 TRN7 Tuburo Silvestre Nido de ardilla 007 X X X M 79,42348  -4,37894 1211
14/07/2
85  CG5004 CG406 La Ciénega Peridomiciliar Nido de paloma 007 X X H -80,08878  -4,20013 861
14/07/2
86  CG5005 CG406 La Ciénega Peridomiciliar Nido de paloma 007 X X M -80,08878  -4,20013 861
10/08/2
87  AH5006 AH304  Ashimingo Domiciliar Domicilio 005 X X X H -79,72719  -4,04928 1002
10/08/2
88  AH5007 AH302  Ashimingo Domiciliar Domicilio 005 X X H -79,72634  -4,05648 1114
10/08/2
89  AH5008 AH302  Ashimingo Domiciliar Domicilio 005 X X X M -79,72634  -4,05648 1114
10/08/2
90  AH5009 AH302  Ashimingo Domiciliar Domicilio 005 X X X M -79,72634  -4,05648 1114
10/08/2
91  AH5010 AH201  Ashimingo Domiciliar Domicilio 005 X X X M -79,72964  -4,05654 1046
10/08/2
92  AH5047 AH201  Ashimingo Domiciliar Domicilio 005 X X M -79,72964  -4,05654 1046
10/08/2
93  AH5048 AH201  Ashimingo Domiciliar Domicilio 005 X X X H -79,72964  -4,05654 1046
15/07/2
94  AB5049 AB201 Algarrobillo Peridomiciliar Nido de gallina 005 X M -80,05955 -4,17334 778
15/07/2
95  AB5050 AB201 Algarrobillo Peridomiciliar Nido de gallina 005 X H -80,05955 -4,17334 778
21/07/2
96  GL5051 GL108 Galapagos Peridomiciliar Nido de gallina 007 X X M -79,43299  -4,34198 1358
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Anexo 8. Origen, codigo (laboratorio y vienda), hébitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis
analizados en este estudio de la provincia de Loja (continuacion...).

2 < - Analisis del Analisis del
I e g b= Fenotipo Genotipo
3 = g 2 g
N - = L] = =
N =9 > = .‘;; 8 8 o8 8< Sexo Longitud Latitud Altitud
3 E S 2 3 2 3z 8w &9 S =Y (HWM) (E/O) N/S (m.s.n.m)
oo S s = o s £5 EE8 3 §>
27 5 O = S SE €2« 2 &9
g 3 ? e e s§ E 353
© 25 s~
97 GL5052  GL108 Galapagos Peridomiciliar  Nido de gallina ~ 21/07/2007 X X M -79,43299  -4,34198 1358
98 GL5053  GL602 Galapagos Peridomiciliar  Nido de gallina ~ 21/07/2007 X H -79,43281  -4,33788 1392
99 GL5054  GL602 Galapagos Peridomiciliar  Nido de gallina ~ 21/07/2007 X X X M -79,43281  -4,33788 1392
100 CG5055  CG001 La Ciénega Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X X H -80,10383  -4,21336 768
101 CG5056 CG001 La Ciénega Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X X X H -80,10383  -4,21336 768
102 CG5057  CG004 La Ciénega Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X M -80,10394  -4,21480 775
103 CG5058  CG004 La Ciénega Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X M -80,10394  -4,21480 775
104 AB5059  AB102 Algarrobillo Peridomiciliar ~ Nido de gallina 15/07/2008 X H -80,07395 -4,17424 744
105 AB5060 AB102 Algarrobillo Peridomiciliar ~ Nido de gallina 16/07/2008 X X H -80,07395 -4,17424 744
106 CG5061  CG406 La Ciénega Peridomiciliar ~ Nido de paloma  14/07/2005 X X X X M -80,08878  -4,20013 861
107 CG5062  CG406 La Ciénega Peridomiciliar ~ Nido de paloma  14/07/2005 X X X X H -80,08878  -4,20013 861
108 CG5063  CG406 La Ciénega Peridomiciliar ~ Nido de paloma  14/07/2005 X X X M -80,08878  -4,20013 861
109 CG5064  CG406 La Ciénega Peridomiciliar ~ Nido de paloma  14/07/2005 X H -80,08878  -4,20013 861
110 CG5065 CG406 La Ciénega Peridomiciliar ~ Nido de paloma  14/07/2005 X H -80,08878  -4,20013 861
111 CG5066  CG406 La Ciénega Peridomiciliar  Nido de paloma  14/07/2005 X X X X H -80,08878  -4,20013 861
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Anexo 8. Origen, cddigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este

estudio de la provincia de Loja (continuacion...).
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112 CG5067  CG406 La Ciénega Peridomiciliar ~ Nido de paloma 14/07/2005 X H -80,08878 -4,20013 861
113 CG5068 CG406 LaCiénega Peridomiciliar ~ Nido de paloma 14/07/2005 X X H -80,08878  -4,20013 861
114 CG5069 CG406 La Ciénega Peridomiciliar ~ Nido de paloma 14/07/2005 X M -80,08878 -4,20013 861
115 CG5070  CG406 La Ciénega Peridomiciliar ~ Nido de paloma 14/07/2005 X H -80,08878 -4,20013 861
116 AH5071  AH504  Ashimingo Peridomiciliar ~ Nido de paloma 30/08/2005 M -79,72928  -4,05597 1102
117 AH5072  AH504  Ashimingo Peridomiciliar ~ Nido de paloma 30/08/2005 X M -79,72928  -4,05597 1102
118 AH5073  AH202  Ashimingo Peridomiciliar ~ Nido de gallina 10/08/2005 X X M -79,73944  -4,04458 871
119 AH5074  AH202  Ashimingo Peridomiciliar ~ Nido de gallina 10/08/2005 X X X M -79,73944  -4,04458 871
120 AH5075  AH202  Ashimingo Peridomiciliar ~ Nido de gallina 10/08/2005 X X X M -79,73944  -4,04458 871
122 AH5077  AH202  Ashimingo Peridomiciliar ~ Nido de gallina 10/08/2005 X X M -79,73944  -4,04458 871
123 AH5078  AH202  Ashimingo Peridomiciliar ~ Nido de gallina 10/08/2005 X H -79,73944  -4,04458 871
124 AH5079  AH202  Ashimingo Peridomiciliar  Nido de gallina 10/08/2005 X M -79,73944  -4,04458 871
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Anexo 8. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Loja (continuacién...).
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8 © * s 2%
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125 AH5080 AH202 Ashimingo Peridomiciliar Nido de gallina 10/08/2005 X M -79,73944 -4,04458 871
126 AH5081 AH202 Ashimingo Peridomiciliar Nido de gallina 10/08/2005 X M -79,73944  -4,04458 871
127 AH5082 AH202 Ashimingo Peridomiciliar Nido de gallina 10/08/2005 X X M -79,73944 -4,04458 871
128 AH5083 AH202 Ashimingo Peridomiciliar Nido de gallina 10/08/2005 X X M -79,73944  -4,04458 871
129 AH5084 AH202 Ashimingo Peridomiciliar Nido de gallina 10/08/2005 X X M -79,73944 -4,04458 871
130 AH5085 AH202 Ashimingo Peridomiciliar Nido de gallina 10/08/2005 X X M -79,73944  -4,04458 871
131 GL5086 GL108 Galapagos Peridomiciliar Nido de gallina 21/07/2006 X H -79,43299  -4,34198 1358
132 GL5087 GL108 Galapagos Peridomiciliar Nido de gallina 21/07/2006 X H -79,43299  -4,34198 1358
133 GL5088 GL108 Galépagos Peridomiciliar Nido de gallina 21/07/2006 X X X H -79,43299  -4,34198 1358
134 GL5089 GL108 Galapagos Peridomiciliar Nido de gallina 21/07/2006 X X M -79,43299  -4,34198 1358
135 GL5090 GL108 Galépagos Peridomiciliar Nido de gallina 21/07/2006 X X H -79,43299  -4,34198 1358
136 GL5091 GL108 Galapagos Peridomiciliar Nido de gallina 21/07/2006 X M -79,43299  -4,34198 1358
137 GL5092 GL108 Galépagos Peridomiciliar Nido de gallina 21/07/2006 X M -79,43299  -4,34198 1358
138 GL5093 GL108 Galapagos Peridomiciliar Nido de gallina 21/07/2006 X X H -79,43299  -4,34198 1358
139 SS5094  SS509 Santa Rosa  Domiciliar Cama 22/07/2006 X X X X M -79,40566 -4,3942 1384
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Anexo 8. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Loja (continuacién...).
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2 - - Fenotipo Genotipo
8 2 S 2
%o k: - 2 >
- = o - 1% . . .

N E Q - g % 8 8 g © % ] Sexo Longitud Latitud Altitud
3 E S g s 3 g g ta a % (H/M) (E/O) (N/S) (m.s.n.m)
=) > Q o < S [ I 3~
2 5 o = S o ES 5 =5
3 Q n $ Q e c 9_, e
O © s S @ 1S =

c S € o
() o o
LL % 5

140 SS5095  SS304 Santa Rosa Domiciliar Cama 22/07/2006 X X X M -79,40531  -4,39761 1421

141 SS5096  SS304 Santa Rosa Domiciliar Cama 22/07/2006 X X X X H -79,40531  -4,39761 1421

142 EX5097 EX401 La Extensa Domiciliar Cuyera 22/07/2006 X X X X M -79,36064  -4,04102 1262

143 EX5098 EX401 La Extensa Domiciliar Cuyera 22/07/2006 X X X X M -79,36064 -4,04102 1262

144 EX5099 EX401 La Extensa Domiciliar Cuyera 22/07/2006 X X X M -79,36064  -4,04102 1262

145 EX5100 EXA401 La Extensa Domiciliar Cuyera 22/07/2006 X X X M -79,36064 -4,04102 1262

146 EX5101 EX401 La Extensa Domiciliar Cuyera 22/07/2006 X X X H -79,36064  -4,04102 1262

147 HY5102 HY107 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 05/07/2007 X X H -79,33931 -4,09456 1256

148 HY5103 HY107 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 05/07/2007 X X H -79,33931  -4,09456 1256

149 HY5104 HY306 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X X X H -79,34805  -4,09395 1228

150 HY5105 HY306 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X X X H -79,34805  -4,09395 1228

151 HY5106 HY306 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X X M -79,34805  -4,09395 1228

152 HY5107 HY306 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X X X H -79,34805  -4,09395 1228

153 HY5108 HY306 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X X X H -79,34805 -4,09395 1228

154 HY5109 HY306 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X X X M -79,34805  -4,09395 1228

155 HY5110 HY609 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X X M -79,34282 -4,10128 1231

156 HY5111 HY609 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X M -79,34282 -4,10128 1231

157 HY5112 HY609 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X H -79,34282 -4,10128 1231

158 HY5113 HY609 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X X M -79,34282 -4,10128 1231




284

Anexo 8. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Loja (continuacién...).

Analisis del Anélisis del
2 Fenotipo Genotipo
3 S g S P i
N =0Q > = ._%5 8 8 T . % ] Sexo  Longitud  Latitud Altitud
g2 S 2 g 2 ] 8 T 5 % (HIM) (E/O) (N/S) (m.s.n.m)
52 2 3 2 8 < ga = £c
3 3 7 8 g &£ 2 g3
8 © 3 5 & E 2
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(<5} o o
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159 HY5114 HY609 El Huayco Peridomiciliar Nido de gallina 24/06/2006 X X M -79,34282 -4,10128 1231
Naranjo
160 ND5115 ND703 Dulce Peridomiciliar Nido de gallina 14/07/2007 X H -79,70243 -4,06381 1167
Naranjo
161 ND5116 ND703 Dulce Peridomiciliar Nido de gallina 14/07/2007 X H -79,70243 -4,06381 1167
Naranjo
162 ND5117 ND703 Dulce Peridomiciliar Nido de gallina 14/07/2007 X M -79,70243 -4,06381 1167
Naranjo
163 ND5118 ND703 Dulce Peridomiciliar Nido de gallina 14/07/2007 X M -79,70243 -4,06381 1167
164 TR5119 TR106 Tuburo Peridomiciliar Nido de gallina 30/07/2005 X X H -79,42748  -4,37399 1236
165 TR5120 TR106 Tuburo Peridomiciliar Nido de gallina 30/07/2005 X X X H -79,42748 -4,37399 1236
166 TR5121 TR106 Tuburo Peridomiciliar Nido de gallina 30/07/2005 X X X M -79,42748  -4,37399 1236
167 TR5122 TR106 Tuburo Peridomiciliar Nido de gallina 30/07/2005 X M -79,42748 -4,37399 1236
168 TR5123 TR106 Tuburo Peridomiciliar Nido de gallina 30/07/2005 X X H -79,42748  -4,37399 1236
169 SS5124  SS501 Santa Rosa Peridomiciliar Nido de gallina 17/07/2007 X X H -79,40117 -4,39549 1511
Nido de rata en
170 ST5125  ST301 Santa Ester  Peridomiciliar bodega 12/07/2007 X X M -79,55072 -4,12323 1103
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Anexo 8. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Loja (continuacién...).

o Analisis del Analisis del
Q Fenotipo Genotipo
= « c
u = g 9 8 >
36 3 3 2 3 2 o
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2 © 2 < @ 3 = 3 o 2 . (H/W) (E/O) (N/S) (m.s.n.m)
17} o 1S T © «© o © = fl
£ > S o © o & 6) £5
= 5 o = S e g = z -
s O ? £ g £° B §
) s 5 2
R 8 < =}
8 S s
o =
Nido de rata en
171 ST5126  ST301 Santa Ester ~ Peridomiciliar bodega 12/07/2007 X X H -79,55072 -4,12323 1103
Nido de rata en
172 ST5127  ST301 Santa Ester ~ Peridomiciliar bodega 12/07/2007 X X M -79,55072 -4,12323 1103
Nido de rata en
173 ST5128  ST301 Santa Ester  Peridomiciliar bodega 12/07/2007 X H -79,55072 -4,12323 1103
174 SS5129  SS507 Santa Rosa Peridomiciliar Nido de paloma 17/07/2007 X H -79,40589 -4,39236 1391
175 BR5130 BR304 Bramaderos ~ Peridomiciliar Nido de gallina 09/07/2007 X M -79,84622 -4,07672 1301
176 BR5131 BR304 Bramaderos ~ Peridomiciliar Nido de gallina 09/07/2007 X X H -79,84622 -4,07672 1301
177 BR5132 BR304 Bramaderos ~ Peridomiciliar Nido de gallina 09/07/2007 X H -79,84622 -4,07672 1301
178 BR5133 BR534 Bramaderos ~ Peridomiciliar Nido de gallina 09/07/2007 X H -79,80719 -4,07567 897
179 BR5134 BR534 Bramaderos ~ Peridomiciliar Nido de gallina 09/07/2007 X H -79,80719 -4,07567 897
180 SS5135  SS507 Santa Rosa Peridomiciliar Nido de gallina 17/07/2007 X M -79,40589 -4,39236 1391
181 SS5136  SS507 Santa Rosa  Peridomiciliar Nido de gallina 17/07/2007 X M -79,40589 -4,39236 1391
182 SS5137  SS501 Santa Rosa Peridomiciliar Nido de gallina 17/07/2007 X H -79,40117 -4,39549 1511
183 SS5138  SS507 Santa Rosa Peridomiciliar Nido de gallina 17/07/2007 X X M -79,40589 -4,39236 1391
184 EX5139 EX604 La Extensa Domiciliar Cuyera 04/07/2007 X X H -79,36067 -4,04497 1271
185 EX5140 EX604 La Extensa Domiciliar Cuyera 04/07/2007 X X M -79,36067 -4,04497 1271
186 CG5151 CG001 La Ciénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X X X H -80,10383  -4,21336 768
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Anexo 8. Origen, cddigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Loja (continuacién...).

o Andlisis del Anélisis del
E § o :5 Fenotipo Genotipo
Iy = ° -_ = —
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s} 2 = 2
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187 CG5152 CG001 La Ciénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X X M -80,10383  -4,21336 768
188 CG5153 CG001 La Ciénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X X X M -80,10383 -4,21336 768
189 CG5154 CG001 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X H -80,10383  -4,21336 768
190 CG5155 CGO001 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X X X M -80,10383 -4,21336 768
191 CG5156 CG001 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X H -80,10383  -4,21336 768
192 CG5157 CG001 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X H -80,10383 -4,21336 768
193 CG5158 CG001 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X M -80,10383  -4,21336 768
194 CG5159 CG001 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X M -80,10383 -4,21336 768
195 CG5160 CG001 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X M -80,10383  -4,21336 768
196 CG5161 CGO001 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X M -80,10383 -4,21336 768
197 CG5162 CG001 La Ciénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X M -80,10383  -4,21336 768
198 CG5163 CG001 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X X H -80,10383 -4,21336 768
199 CG5164 CG001 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X X H -80,10383  -4,21336 768
200 CGb165 CG004 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X M -80,10394  -4,21480 775
201 CGbh166 CGO009 La Ciénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X X H -80,10397 -4,21484 763
202 CGb167 CG009 LaCiénega  Silvestre Nido de ardilla 15/07/2005 X X X M -80,10397 -4,21484 763
203 GL1385 GL502 Galapagos Domiciliar Cama 21/07/2006 X X X H -79,43851 -4,35221 1259
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Anexo 8. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Loja (continuacion).

2' Analisis del Andlisis del
i Fenotipo Genotipo
2 3 © S
o c —_ —
= K o 2 3] o
S = 3 = o K] T K/ »
N g W - ‘g b= 3 3 8 g &< Sexo Longitud  Latitud Altitud
25 = 2 g 2 3z £ E S f; ST (HMm) (E/O) (N/S) (m.s.n.m)
3 £ 8 2 £ g s ¢ &2
o Q (7} o S S @ £ S
O L o L
=t S =4 5=
3 = g
Sabana de la
204 TR1426  TR407 Tuburo Domiciliar cama 28/07/2006 X X M -79,42491 -4,37537 1259
Sabana de la
205 TR1427  TR407 Tuburo Domiciliar cama 28/07/2006 X X X M -79,42491 -4,37537 1259
Sabana de la
206 TR1428 TR407 Tuburo Domiciliar cama 28/07/2006 X X X M -79,42491 -4,37537 1259
207 BR1727 BR303 Bramaderos Domiciliar Cama 18/07/2006 X X X M -79,84645 -4,07582 1307
208 BR1728 BR303 Bramaderos Domiciliar Cama 18/07/2006 X X X H -79,84645 -4,07582 1307
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Anexo 9. Origen, cddigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Manabi (continuacion).

m Anlisisdel ~ Analisis
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s Genotipo
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= 5 @ E &

3 5 5 g

o T 5

S s

209 MB5003 MB216 Maconta Abajo Peridomiciliar Nido de gallina 23/07/2007 X X X X H -80,36935 - 1,08556 132
210 MB5011  MB308 Maconta Abajo Peridomiciliar Nido de rata 23/07/2007 X X X X H -80,37745  -1.08215 123
211 MB5012 MBNG6-1 Maconta Abajo  Silvestre Nido de rata en cade 23/07/2007 X X X H -80,35293  -1,09027 262
212 BJ5013 BJ310 Bejuco Peridomiciliar Nido de rata 25/06/2007 X X X H -80,34322  -0.96849 143
213 BJ5014 BJ310 Bejuco Peridomiciliar Nido de rata 25/06/2007 X H -80,34322  -0.96849 143
214 BJ5015 BJ310 Bejuco Peridomiciliar Nido de rata 25/06/2007 X X X H -80,34322  -0.96849 143
215 BJ5016 BJ310 Bejuco Peridomiciliar Nido de rata 25/06/2007 X X X H -80,34322  -0.96849 143
216 ZP5017 ZP Zapallo Peridomiciliar nido de zorro 01/09/2006 X X X M -80,21398  -1.01332 52
217 ZP5018 ZP Zapallo Peridomiciliar nido de zorro 01/09/2006 X X X M -80,21398  -1.01332 52
218 ZP5019 zP Zapallo Peridomiciliar nido de zorro 01/09/2006 X H -80,21398  -1.01332 52
219 ZP5020 ZP Zapallo Peridomiciliar nido de zorro 01/09/2006 X X X M -80,21398  -1.01332 52
220 ZP5021 ZP Zapallo Peridomiciliar nido de zorro 01/09/2006 X X X X H -80,21398  -1.01332 52
221 ZP5022 ZP Zapallo Peridomiciliar nido de zorro 01/09/2006 X X X X H -80,21398  -1.01332 52
222 ZP5023 ZP Zapallo Peridomiciliar nido de zorro 01/09/2006 X X X X M -80,21398  -1.01332 52
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Anexo 9. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Manabi (continuacion...).
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223 MB5024 MBN48-1  Maconta Abajo  Silvestre Nido de ardilla 23/06/2007 H -80,34830 -1,09275 386
224 MB5025 MBN40-3  Maconta Abajo  Silvestre Nido de ardilla 23/06/2007 X X X X M -80,35027 -1,09304 332
225 MB5026 MBN12-4 Maconta Abajo  Silvestre Nido de ratén en coroso ~ 23/07/2007 X X X M -80,35114 -1,09109 318
226 MB5027 MB215 Maconta Abajo Peridomiciliar entre maderas 23/07/2007 X X X X M -80,36863 -1,08542 141
227 MB5028  MBN48-1 Maconta Abajo  Silvestre Nido de ardilla 23/06/2007 X X X H -80,34830  -1,09275 386
228 MB5029 MBN43-1 Maconta Abajo  Silvestre Nido de ardilla 23/06/2007 X X X X H -80,35293  -1,09108 241
229 MB5030 MBN43-1 Maconta Abajo  Silvestre Nido de ardilla 23/06/2007 X X X X H -80,35293  -1,09108 241
230 BJ5031 BJIN12-1 Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X X X H -80,33049  -0,95838 239
231 CA5032 CA315 Cruz Alta Peridomiciliar En lefia 18/06/2007 X X X X H -80,26371 -1,00157 147
232 LE5033 LE442 La Encantada  Peridomiciliar nido de gallina 21/06/2007 X X H -80,34132  -0,99554 94
233 JM5034 JM401 Jesus Maria Peridomiciliar Pila de cade 25/07/2007 X X H -80,22012  -1,02863 102
234 JM5035 JM401 Jesls Maria Peridomiciliar Pila de cade 25/07/2007 X X M -80,22012  -1,02863 102
235 JM5036 JM101 Jesus Maria Peridomiciliar Nido de rata en lefia 25/07/2007 X X X X H -80,21724  -1,02346 119
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Anexo 9. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Manabi (continuacion...).
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236 JM5037 JM125 Jesus Maria Peridomiciliar ~ Nido de rata en lefia 25/07/2007 X X X X H -80,22521  -1,02201 128
237 JM5038 JM209 Jests Maria Peridomiciliar ~ Nido de rata en lefia 25/07/2007 X X X M -80,22647  -1,02872 75
238 JM5039 JM301 Jeslis Maria Peridomiciliar ~ Nido de gallina 25/07/2007 X X X X M -80,22432  -1,02781 75
239 JM5040 JM301 Jesus Maria Peridomiciliar ~ Nido de gallina 25/07/2007 X X X X H -80,22432  -1,02781 75
240 JM5041 JM301 JesUs Maria Peridomiciliar ~ Nido de gallina 25/07/2007 X X H -80,22432  -1,02781 75
241 JM5042 JM301 JesUs Maria Peridomiciliar  nido de gallina 25/07/2007 X X M -80,22432  -1,02781 75
242 JM5043 JM301 Jesus Maria Peridomiciliar  nido de gallina 25/07/2007 X X H -80,22432  -1,02781 75
243 JM5044 JM301 Jesus Maria Peridomiciliar  nido de gallina 25/07/2007 X X H -80,22432  -1,02781 75
244 JM5045 JM301 Jesus Maria Peridomiciliar  nido de gallina 25/07/2007 X X X X H -80,22432  -1,02781 75
245 BJ5046 BJN11-1 Bejuco Silvestre Nido de raton en coroso 21/06/2007 X X X H -80,32834  -0,95976 234
246 MB5141  MBNG6-1 Maconta Abajo  Silvestre Nido de rata en palma 23/07/2007 X X X X H -80,35293  -1,09027 262
247 MB5142  MBNG6-1 Maconta Abajo  Silvestre Nido de rata en palma 23/07/2007 X X X X H -80,35293  -1,09027 262
248 MB5143  MBNG6-1 Maconta Abajo  Silvestre Nido de rata en palma 23/07/2007 X X M -80,35293  -1,09027 262
249 MB5144  MBNG6-1 Maconta Abajo  Silvestre Nido de rata en palma 23/07/2007 X X X X H -80,35293  -1,09027 262
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Anexo 9. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Manabi (continuacion...).
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£ 0O cédigode . - . Fecha de © 3 » Sexo Longitud Latitud Altitud
NUZZ vivienda  Comunidad Habitat Sitio de Captura coleccion 5 £5 o £ ®=m  EO) (N/S)  (m.s.n.m)
&= = f3 5 %3
5 <3 s QO 82
3 8 s§% E gg
s =5 5=
= S
250 BJ5145 BJ203 Bejuco Peridomiciliar Nido de rata en lefia 25/06/2007 X X X X M -80,33247  -0,95247 334
251 BJ5146 BJ203 Bejuco Peridomiciliar Nido de rata en lefia 25/06/2007 X X X M -80,33247  -0,95247 334
252 BJ5147 BJ401 Bejuco Peridomiciliar Nido de rata en lefia 25/06/2007 X H -80,34809  -0,99255 73
253 BJ5148 BJ203 Bejuco Peridomiciliar Nido de rata en lefia 25/06/2007 X X X X M -80,33247  -0,95247 334
254 BJ5149 BJ203 Bejuco Peridomiciliar Nido de rata en lefia 25/06/2007 X X M -80,33247  -0,95247 334
255 BJ5150 BJN19-6  Bejuco Silvestre Nido de rata 21/06/2007 X X M -80,33058  -0,9584 234
256 BJ2491 BJ227 Bejuco Peridomiciliar pifiuelas 25/06/2007 X X M -80,34700 -0,97296 126
257 BJ2953 BJ401 Bejuco Peridomiciliar Nido de rata 25/06/2007 X X X M -80,34809  -0,99255 73
258 ZP3023 ZP Zapallo Peridomiciliar Nido de rata 01/09/2006 X X H -80,21398  -1,01332 52
259 ZP3024 ZzZP Zapallo Peridomiciliar Nido de rata 01/09/2006 X X X H -80,21398  -1,01332 52
260 ZP3025 ZP Zapallo Peridomiciliar Nido de rata 01/09/2006 X X H -80,21398  -1,01332 52
261 ZP3026 ZP Zapallo Peridomiciliar Nido de rata 01/09/2006 X X M -80,21398  -1,01332 52
Naranjo
262 NA3030 NA Adentro Peridomiciliar Nido y conejera 01/03/2007 X X M -80,2282  -0.963 290
Naranjo
263 NA3031 NA Adentro Peridomiciliar Nido y conejera 01/03/2007 X X H -80,2282  -0.963 290
Naranjo
264 NA3032 NA Adentro Peridomiciliar Nido y conejera 01/03/2007 X X X H -80,2282  -0.963 290
Naranjo
265 NA3033 NA Adentro Peridomiciliar Nido y conejera 01/03/2007 X X M 80.2282°  -0.963 290
Naranjo
266 NA3034 NA Adentro Peridomiciliar Nido y conejera 01/03/2007 X X X M 80.2282°  -0.963 290
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Anexo 9. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Manabi (continuacion...).

Anélisis del Analisis del
° Fenotipo Genotipo
Es
gu P
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£ = £2 0 iz
3 g 58 E 53
o
Peridomicilia
267 CA3064 CA306 Cruz Alta r Nido de rata en madera 18/06/2007 X X M -80,25127 -1,0055 135
Peridomicilia
268 CA3068 CA306 Cruz Alta r Nido de rata en madera 18/06/2007 X M -80,25127 -1,0055 135
Peridomicilia
269 BJ3089 BJ401 Bejuco r Nido de rata 25/06/2007 X X M -80,34809 -0,99255 73
Peridomicilia
270 BJ3090 BJ401 Bejuco r Nido de rata 25/06/2007 X X H -80,34809 -0.99255 73
271 BJ3092 BJIN41-4 Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X M -80,32982 -0,95983 223
272 BJ3093 BJIN41-4 Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X X X H -80,32982 -0,95983 223
273 BJ3094 BJN11-1 Bejuco Silvestre Nido de ratén en coroso 21/06/2007 X X X M -80,32834 -0,95976 234
274 BJ3095 BJIN11-1 Bejuco Silvestre Nido de ratén en coroso 21/06/2007 X X M -80,32834 -0,95976 234
275 BJ3096 BJN41-2 Bejuco Silvestre Nido de ratén en coroso 21/06/2007 X X H -80,32982 -0,95983 223
276 BJ3097 BJIN19-3 Bejuco Silvestre Nido de raton en coroso 21/06/2007 X X X M -80,33058 -0,9584 234
Maconta
277 MB3445 BJIN41-4 Abajo Silvestre Nido de ardilla 23/06/2007 X X X H -80,32982 -0,95983 223
Maconta
278 MBN3446 MBN29-2 Abajo Silvestre Nido de pajaro 23/07/2007 X X X M -80,35217 -1,00085 280
Maconta
279 MB3447 MBN10-1 Abajo Silvestre Nido de ardilla 23/07/2007 X H -80,35215 -1,09257 265
Maconta
280 MBN3483 MBN10-1 Abajo Silvestre Nido de ardilla 23/06/2007 X H -80,35215 -1,09257 265
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Anexo 9. Origen, cddigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Manabi (continuacion...).

. Anélisis del Andlisis del
-% Fenotipo Genotipo
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£° s 5% 3 g2
3 § sg E 53
© S =5 =
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Nido de ardilla en
281 MBN3487 MBN43-1 Maconta Abajo Silvestre palmera 23/06/2007 X X X X M -80,35293 -1,09108 241
282 MBN3488 MBN58-2 Maconta Abajo Silvestre Nido de ardilla 23/06/2007 X X X X M -80,35203 -1,09258 262
283 MBN3489 MBN40-3 Maconta Abajo Silvestre Nido de ardilla 23/06/2007 X X X H -80,35027 -1,09304 332
Nido de ardilla en
284 MBN3490 MBN58-2 Maconta Abajo Silvestre palmera 23/06/2007 X X X X M -80,35203 -1,09258 262
285 MBN3491 MBN29-2 Maconta Abajo Silvestre Nido de pajaro 23/07/2007 X X H -80,35217 -1,09085 280
Nido de ardilla en
286 MBN3492 MBN58-2 Maconta Abajo Silvestre palmera 23/06/2007 X X X X M -80,35203 -1,09258 262
Nido de ardilla en
287 MBN3493 MBN58-2 Maconta Abajo Silvestre palmera 23/06/2007 X X X X M -80,35203 -1,09258 262
Nido de ardilla en
288 MBN3494 MBN58-2 Maconta Abajo Silvestre palmera 23/06/2007 X X X M -80,35203 -1,09258 262
Nido de ardilla en
289 MBN3506 MBN36-1 Maconta Abajo Silvestre palmera 23/06/2007 X X X X M -80,35224 -1,09253 259
Nido de ardilla en
290 MBN3507 MBN36-1 Maconta Abajo Silvestre palmera 23/06/2007 X X X X M -80,35224 -1,09253 259
Peridomicil
291 ZP3022 AP Zapallo iar Nido de rata 01/09/2006 X H -80,21398 -1,01332 52
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Anexo 9. Origen, codigo (laboratorio y vivienda), habitat, sexo de los especimenes de R. ecuadoriensis analizados en este
estudio de la provincia de Manabi (continuacion...).
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292 ZP3023 zP Zapallo Peridomiciliar Nido de rata 01/09/2006 X H -80,21398  -1,01332 52
295 ZP3027 ZP Zapallo Peridomiciliar Nido de rata 01/09/2006 X X M -80,21398  -1,01332 52
296 ZP3028 ZP Zapallo Peridomiciliar Nido de rata 01/09/2006 X X X H -80,21398  -1,01332 52
297 ZP3029 ZP Zapallo Peridomiciliar Nido de rata 01/09/2006 X H -80,21398  -1,01332 52
298 QM3524  CA305 Cruz Alta Peridomiciliar Nido de rata 18/06/2007 X H -80,26073  -1,00578 144
299 CA3063 CA305 Cruz Alta Peridomiciliar Nido de rata 18/06/2007 X X H -80,26073 -1,00578 144
300 CA3065 CA306 Cruz Alta Peridomiciliar Nido de rata en madera 18/06/2007 X X H -80,25127 -1,0055 135
301 CA3067 CA306 Cruz Alta Peridomiciliar Nido de rata en madera 18/06/2007 X X M -80,25127 -1,0055 135
302 MB2477  MB215 Maconta Abajo  Peridomiciliar Nido de rata en lefia 23/07/2007 X X H -80,36863  -1,08542 141
303 MB2478 MB215 Maconta Abajo  Peridomiciliar Nido de rata en lefia 23/07/2007 X X X H -80,36863 -1,08542 141
304 MB2479  MB215 Maconta Abajo  Peridomiciliar Nido de rata en lefia 23/07/2007 X X M -80,36863  -1,08542 141
305 MB2480 MB503 Maconta Abajo  Peridomiciliar Nido de rata en lefia 23/07/2007 X X X H -80,37815 -1,08190 111
306 MB2481  MB503 Maconta Abajo  Peridomiciliar Nido de rata en lefia 23/07/2007 X X X H -80,37815 -1,08190 111
307 MB2482  MB503 Maconta Abajo  Peridomiciliar Nido de rata en lefia 23/07/2007 X X X H -80,37815  -1,08190 111
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308 BJ2485 BJ326 Bejuco Domicilio Entregado por sefiora 25/06/2007 X X H -80,34727 -0,9719 121
309 MB2487 MB107 Maconta Abajo  Peridomiciliar ~ Entre lefia 23/07/2007 X X X M -80,40488 -1.08767 71
310 MB2488 MB107 Maconta Abajo  Peridomiciliar ~ Entre lefia 23/07/2007 X X X M -80,40488  -1.08767 71
311 BJ5952 BJN19-5 Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X H -80,33058  -0,95840 234
312 BJ5953 BJN19-5 Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X H -80,33058  -0,95840 234
313 BJN3110 BJN12-1 Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X M -80,33049  -0,95838 239
315 BJ3761 BJIJN12-1 Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X X M -80,33049  -0,95838 239
316 BJ3762 BJIJN12-1 Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X M -80,33049  -0,95838 239
317 BJ3763 BJIJN12-1 Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X M -80,33049  -0,95838 239
318 BJ3764 BJN44-1  Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X X M -80,33105  -0,95900 247
319 BJ3765 BJN19-5 Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X H -80,33058  -0,95840 234
320 BJ3766 BJN27-2  Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X X X H -80,32989  -0,96218 308
321 BJ3767 BJN27-2  Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X X H -80,32989  -0,96218 308
322 BJ3768 BJN41-4  Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X H -80,32982  -0,95983 223
323 BJ3769 BJN41-4  Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X H -80,32982  -0,95983 223
324 BJ3770 BJN41-4  Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X H -80,32982  -0,95983 223
325 BJ3771 BJN44-1  Bejuco Silvestre Nido de ardilla 21/06/2007 X X X H -80,33105  -0,95900 247
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326 BJ4078 BJ417 Bejuco Domicilio dormitorio 25/06/2007 X X X H -80,34806  -0,98891 75
327 BJ4079 BJ417 Bejuco Domicilio dormitorio 25/06/2007 X X X H -80,34806  -0,98891 75
328 BJ4080 BJ407 Bejuco Domicilio Cama 25/06/2007 X X M -80,34746  -0,99167 92
329 MB4081 MB303  Maconta Abajo Domicilio dormitorio 23/07/2007 X X X M -80,37455  -1,08269 125
330 MB4098 MB303 Maconta Abajo Domicilio dormitorio 23/07/2007 X X X M -80,37455  -1,08269 125
331 MB4099 MB303  Maconta Abajo Domicilio dormitorio 23/07/2007 X X M -80,37455  -1,08269 125
332 MB4100 MB303  Maconta Abajo Domicilio dormitorio 23/07/2007 X X M -80,37455  -1,08269 125
333 MB4106 MBN6-2  Maconta Abajo Peridomiciliar Palmera 23/07/2007 X M -80,35293  -1,09027 262
334 BJ4114 BJ406 Bejuco Domicilio dormitorio 08/02/2007 X M -80,34635  -0,99175 75
335 BJ4115 BJ406 Bejuco Domicilio dormitorio 08/02/2007 X X H -80,34635  -0,99175 75
336 BJ4116 BJ406 Bejuco Domicilio dormitorio 08/02/2007 X X H -80,34635  -0,99175 75
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Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2

N Cadigo Comunidad  Sexo Region Habitat Sitio de Captura BR BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA
1 SSN3514  Santa Rosa H Loja Silvestre Nido de ardilla 78 22 25 57 11 9 18 49 7

2 ND2713 Naranjo Dulce H Loja Silvestre Nido de ardilla 57 22 26 22 15 13 33 54 15
3 CG3480 La Ciénega H Loja Silvestre Nido de ardilla 60 26 17 79 10 12 30 69 20
4 CG3482 La Ciénega H Loja Silvestre Nido de ardilla 57 18 35 62 17 10 31 76 29
5 CG3479 La Ciénega H Loja Silvestre Nido de ardilla 58 22 32 53 15 14 34 65 14
6 CG3481 La Ciénega H Loja Silvestre Nido de ardilla 58 17 35 74 21 9 27 57 22

Nido de ardilla en

7 ND3358 Naranjo Dulce M Loja Silvestre Chirimoyos 55 14 16 26 5 8 14 53 5

8 ND2712 Naranjo Dulce M Loja Silvestre Nido de ardilla 50 28 36 87 25 18 35 83 18
9 SSN3511  Santa Rosa M Loja Silvestre Nido de ardilla 50 21 33 58 8 10 36 70 21
10 SSN3513  Santa Rosa M Loja Silvestre Nido de ardilla 49 24 15 48 13 9 33 78 24
11 GL422 Galépagos M Loja Silvestre Nido de ardilla en palo 55 25 33 63 19 13 40 73 17
12 SSN3512  Santa Rosa M Loja Silvestre Nido de ardilla 50 20 37 50 20 8 40 64 23

Dormitorio debajo del
13 TR2813 Tuburo H Loja Domicilio colchon 59 27 23 41 16 12 29 66 28
14 ND3509 Naranjo Dulce H Loja Domicilio Cama 43 25 25 43 13 15 24 68 15
15 SS2689 Santa Rosa H Loja Domicilio Pared debajo del papel 54 15 39 50 18 12 48 70 25
16 6AH Ashimingo H Loja Domicilio Intradomicilio 63 23 21 46 5 10 29 60 10
17 48AH Ashimingo H Loja Domicilio Intradomicilio 52 25 25 32 7 14 26 47 14
18 96SS Santa Rosa H Loja Domicilio Cama 58 18 18 35 12 11 29 51 16
Vega del

19 VC3047 Carmen M Loja Domicilio Dentro de la casa 58 26 25 47 6 10 28 82 12
20 EX3011 La Extensa M Loja Domicilio Cuyera dentro de la casa 72 35 55 101 30 14 44 91 26



Anexo 10. Resultados del analisis de Fenotipo antenal de los especimenes de R. ecuadoriensis utilizados en este estudio

(continuacioén...).

298

Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2
N Cadigo Comunidad  Sexo Region Habitat Sitio de Captura BR BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA
22 GL2708 Galapagos M Loja Domicilio cocina 69 25 45 94 16 15 35 105 19
23 AH2404 Ashimingo M Loja Domicilio entregado por la sefiora 65 25 38 60 18 15 42 89 18
24 SS3468 Santa Rosa M Loja Peridomicilio Nido de gallina 56 26 37 53 26 14 46 102 32
25 SS3043 Santa Rosa M Loja Peridomicilio Nido de gallina 56 20 46 76 13 10 51 80 26
26 SS3465 Santa Rosa M Loja Peridomicilio Nido de gallina 64 16 44 88 18 14 40 84 24
27 SS3471 Santa Rosa M Loja Peridomicilio Nido de gallina 55 28 35 54 23 11 44 89 25
28 SS3476 Santa Rosa M Loja Peridomicilio Nido de gallina 63 17 59 76 17 9 48 86 29
29 SS3474 Santa Rosa H Loja Peridomicilio Nido de gallina 59 22 47 84 25 10 57 91 29
30 SS3475 Santa Rosa H Loja Peridomicilio Nido de gallina 49 28 31 51 16 15 41 71 21
31 SS3383 Santa Rosa H Loja Peridomicilio Nido de gallina 56 22 27 67 11 9 36 80 15
32 SS3473 Santa Rosa H Loja Peridomicilio Nido de gallina 59 14 39 73 19 16 50 98 25
33 SS3464 Santa Rosa H Loja Peridomicilio Nido de gallina 64 25 53 82 19 18 53 80 30
34 4CG La Ciénega H Loja Peridomicilio Nido de paloma 48 24 43 69 14 15 48 85 30
35 5CG La Ciénega M Loja Peridomicilio Nido de paloma 57 15 44 75 20 16 48 80 35
36 CG1381 La Ciénega H Loja Peridomicilio Nido de gallina 54 22 40 67 22 1 54 112 28
37 CG2401 La Ciénega H Loja Peridomicilio Nido de gallina 60 20 51 74 18 16 54 102 26
38 55CG La Ciénega H Loja Silvestre Nido de ardilla 61 24 48 80 23 17 52 87 28
39 56CG La Ciénega H Loja Silvestre Nido de ardilla 53 24 56 71 20 18 44 68 26
40 SSN3510  Santa Rosa H Loja Silvestre Nido de ardilla 53 21 38 39 7 14 52 82 19
41 SSN3516  Santa Rosa H Loja Silvestre Nido de ardilla 58 20 40 80 15 13 50 83 19
42 GL3424 Galapagos H Loja Silvestre Nido de rata en flor 65 20 45 86 20 8 57 95 17
43 151CG La Ciénega H Loja Silvestre Nido de ardilla 50 24 37 53 7 11 42 98 25
44 152CG La Ciénega M Loja Silvestre Nido de ardilla 51 19 46 61 26 8 56 67 26
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Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2
N Cddigo Comunidad Sexo Regiéon Habitat Sitio de Captura BR BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA
45 153CG La Ciénega M  Loja Silvestre Nido de ardilla 61 19 54 69 17 8 48 80 23
46 155CG La Ciénega M  Loja Silvestre Nido de ardilla 52 20 50 84 19 14 52 99 23
Lleg6 volando a la
47 CG2405 La Ciénega M  Loja Silvestre trampa de luz 62 57 77 33 7 33 57 87 27
48 62CG La Ciénega H Loja Peridomicilio  Nido de paloma 65 24 51 86 25 16 44 93 29
49 66CG La Ciénega H Loja Peridomicilio  Nido de paloma 52 19 40 74 17 13 18 92 14
50 61CG La Ciénega M  Loja Peridomicilio  Nido de gallina 54 28 30 58 15 13 40 90 31
51 54GL Galépagos M  Loja Peridomicilio  Nido de gallina 63 17 50 85 20 15 32 87 20
52 135SS507 Santa Rosa M  Loja Peridomicilio  Nido de gallina 64 26 44 57 10 14 36 108 26
53 136SS508 Santa Rosa M  Loja Peridomicilio  Nido de gallina 61 26 48 93 17 17 43 97 31
54 138SS509 Santa Rosa M  Loja Peridomicilio  Nido de gallina 61 16 47 89 15 14 53 95 27
55 8AH Ashimingo M  Loja Domicilio Cama 48 28 32 76 10 12 40 80 14
56 94SS Santa Rosa M  Loja Domicilio Cama 60 18 20 55 8 18 37 61 29
57 95SS Santa Rosa M  Loja Domicilio Cama 56 27 18 41 7 16 32 89 37
Cuyera dentro de la
58 97EX401 La Extensa M  Loja Domicilio casa 58 26 40 80 23 10 46 102 24
Cuyera dentro de la
59 98EX401 La Extensa M  Loja Domicilio casa 63 25 59 72 29 16 43 95 37
60 MBN58-2 Maconta Abajo H  Manabi Silvestre Nido de ardilla 55 25 38 36 12 13 30 72 25
61 28MBN36-4 Maconta Abajo H  Manabi Silvestre Nido de Ardilla 90 22 37 88 16 11 38 83 21
62 29MBN36-4 Maconta Abajo H  Manabi Silvestre Nido de Ardilla 73 20 47 85 21 13 40 72 22
63 30MBN36-4 Maconta Abajo H  Manabi Silvestre Nido de Ardilla 73 17 45 86 19 9 49 72 25
64 31BJN27-2 Bejuco H  Manabi Silvestre Nido de ardilla 78 24 67 94 15 15 43 95 18
Nido de ratén en
65 12MBN6-1 Maconta Abajo H  Manabi Silvestre palma de cade 85 30 48 98 12 15 47 141 32
Nido de ratén en
66 46BIN6 Bejuco H  Manabi Silvestre COroso 82 26 74 134 33 15 53 159 30
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Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2

N Cédigo Comunidad Sexo Regiéon Habitat Sitio de Captura BR BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA
Nido de rata en

67 141MB Maconta Abajo H  Manabi Silvestre palmera 95 36 75 184 40 13 45 139 40
Nido de rata en

68 142MB Maconta Abajo H  Manabi Silvestre palmera 86 28 68 135 20 16 48 116 31
Nido de rata en

69 144MB Maconta Abajo H  Manabi Silvestre palmera 83 26 58 159 34 14 36 170 26
Nido de raton en

70 MBN3492 Maconta Abajo M Manabi Silvestre palmera 85 26 70 126 23 16 54 120 18

71 MBN3490 Maconta Abajo M Manabi Silvestre Nido de ardilla 87 30 63 97 19 15 41 106 11

72 MBN3493 Maconta Abajo M Manabi Silvestre Nido de ardilla 83 26 67 87 16 16 53 102 21

73 MBN3494 Maconta Abajo M Manabi Silvestre Nido de ardilla 67 27 79 129 33 10 57 109 29

74 MBN3506 Maconta Abajo M Manabi Silvestre Nido de ardilla 81 24 62 115 24 13 59 118 23

75 MBN3507 Maconta Abajo M Manabi Silvestre Nido de ardilla 75 26 53 100 28 16 59 136 34

76 MBN3446 Maconta Abajo M Manabi Silvestre Nido de ardilla 84 27 37 63 25 8 53 88 27

77 MBN3487 Maconta Abajo M Manabi Silvestre Nido de pajaro 82 26 52 125 20 17 42 110 30
Nido de ardilla en

78 MBN3449 Maconta Abajo M Manabi Silvestre rama seca 81 25 68 120 36 15 37 102 41
Nido de rata en

79 150BJN55-1  Bejuco M  Manabi Silvestre palmera 87 28 59 156 37 15 54 177 37

80 36JM 108 Jesus Maria H  Manabi Peridomicilio  Nido de rata en lefia 66 16 30 46 12 9 42 56 32

81 37JM 108 Jesus Maria H  Manabi Peridomicilio  Nido de rata en lefia 83 19 36 66 10 9 46 78 26
Nido de rata en

82 15BJ Bejuco H  Manabi Peridomicilio  pinuela 74 18 51 100 12 14 38 82 16

83 3MB216 Maconta Abajo H Manabi Peridomicilio  Nido de Gallina 77 29 26 50 11 14 28 84 17

84 40JM301 Jesus Maria H  Manabi Peridomicilio  Nido de gallina 72 18 48 91 24 12 41 94 24

85 11MB Maconta Abajo H Manabi Peridomicilio  Pifiuela nido de rata 85 32 78 155 35 11 51 149 35
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Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2
N Cadigo Comunidad Sexo Region Habitat Sitio de Captura BR BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA
86 19MB Maconta Abajo H  Manabi Peridomicilio  Pifiuela nido de rata 87 27 17 114 24 12 64 122 27
87 217P Zapallo H  Manabi Peridomicilio  Pifiuela nido de rata 86 23 81 136 20 16 50 109 30
88 227P Zapallo H  Manabi Peridomicilio  Pifiuela nido de rata 77 30 46 99 13 14 43 125 22
89 32CA315 Cruz Alta H  Manabi Peridomicilio  En lefia 95 17 83 138 33 9 45 117 20
90 17ZP Zapallo M  Manabi Peridomicilio  Pifiuela nido de rata 73 29 44 76 5 16 60 122 21
91 18ZP Zapallo M  Manabi Peridomicilio  Pifiuela nido de rata 72 29 62 121 29 15 57 122 31
92 20ZP Zapallo M  Manabi Peridomicilio  Pifiuela nido de rata 71 23 74 110 17 17 62 171 35
93 23ZP Zapallo M  Manabi Peridomicilio  Pifiuela nido de rata 69 25 53 70 11 16 44 94 22
Acumulacion de
94 27MB Maconta Abajo M Manabi Peridomicilio  madera 80 25 63 86 34 15 53 84 34
95 39JM301 Jesus Maria M Manabi Peridomicilio  Nido de gallina 90 31 69 148 25 16 56 173 30
96 45JM301 Jesus Maria M Manabi Peridomicilio  Nido de Gallina 100 28 73 164 27 16 46 158 30
97 145BJ203 Bejuco M  Manabi Peridomicilio  Nido de rata en lefia 84 15 67 141 21 15 46 135 32
98 146BJ203 Bejuco M  Manabi Peridomicilio  Nido de rata en lefia 88 39 54 78 11 16 39 137 33
99 148BJ203 Bejuco M  Manabi Peridomicilio  Nido de rata en lefia 73 32 103 128 29 15 66 130 38



Anexo 11. Resultados del analisis de Fenotipo antenal de los especimenes del “complejo pallescens” (R. colombiensis, R.

pallescens y R. ecuadoriensis de Loja y Manabi que se utilizaron en este estudio (continuacion...).

302

Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2
N Cadigo Comunidad Sexo  Regién  Habitat Sitio de Captura BR BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA
1 SSN3514 Santa Rosa H Loja Silvestre  Nido de ardilla 78 22 25 57 1 9 18 49 7
2 ND2713 Naranjo Dulce H Loja Silvestre  Nido de ardilla 57 22 26 22 15 13 33 54 15
3 CG3480 La Ciénega H Loja Silvestre  Nido de ardilla 60 26 17 79 10 12 30 69 20
4 CG3482 La Ciénega H Loja Silvestre  Nido de ardilla 57 18 35 62 17 10 31 76 29
5 CG3479 La Ciénega H Loja Silvestre  Nido de ardilla 58 22 32 53 15 14 34 65 14
6 CG3481 La Ciénega H Loja Silvestre  Nido de ardilla 58 17 35 74 21 9 27 57 22
7 55CG La Ciénega H Loja Silvestre  Nido de ardilla 61 24 48 80 23 17 52 87 28
8 56CG La Ciénega H Loja Silvestre  Nido de ardilla 53 24 56 71 20 18 44 68 26
9 SSN3510 Santa Rosa H Loja Silvestre  Nido de ardilla 53 21 38 39 7 14 52 82 19
10 SSN3516 Santa Rosa H Loja Silvestre  Nido de ardilla 58 20 40 80 15 13 50 83 19
Nido de rata en
11 GL3424 Galapagos H Loja Silvestre  flor 65 20 45 86 20 8 57 95 17
12 151CG La Ciénega H Loja Silvestre  Nido de ardilla 50 24 37 53 7 11 42 98 25
13 MBN58-2 Maconta Abajo H Manabi Silvestre  Nido de ardilla 55 25 38 36 12 13 30 72 25
14 28MBN36-4 Maconta Abajo H Manabi Silvestre  Nido de Ardilla 90 22 37 88 16 11 38 83 21
15 29MBN36-4 Maconta Abajo H Manabi Silvestre  Nido de Ardilla 73 20 47 85 21 13 40 72 22
16 30MBN36-4 Maconta Abajo H Manabi Silvestre  Nido de Ardilla 73 17 45 86 19 9 49 72 25
17 31BJN27-2 Bejuco H Manabi Silvestre  Nido de ardilla 78 24 67 94 15 15 43 95 18
Nido de ratén en
18 12MBN6-1 Maconta Abajo H Manabi Silvestre  palma de cade 85 30 48 98 12 15 47 141 32
Nido de ratén en
19 46BIN6 Bejuco H Manabi Silvestre  coroso 82 26 74 134 33 15 53 159 30
Nido de rata en
20 141MB Maconta Abajo H Manabi Silvestre  palmera 95 36 75 184 40 13 45 139 40



Anexo 11. Resultados del analisis de Fenotipo antenal de los especimenes del “complejo pallescens” (R. colombiensis, R.
pallescens y R. ecuadoriensis de Loja y Manabi que se utilizaron en este estudio (continuacion).

303

Pedicelo Flagelo 1 Flagelo 2

Sitio de
N Cadigo Comunidad Sexo  Regién Habitat Captura BR BR TPF TPG BA BR TPF TPG BA

Nido de rata
22 144MB Maconta Abajo H Manabi Silvestre en palmera 83 26 58 159 34 14 36 170 26
23 926 Tolima/Colombia H Tolima Silvestre palma 121 38 129 189 52 13 95 134 40
24 1934 Tolima/Colombia H Tolima Silvestre palma 103 41 71 164 35 16 72 131 29
25 1935 Tolima/Colombia H Tolima Silvestre  palma 104 38 105 220 36 16 68 173 35
26 1936 Tolima/Colombia H Tolima Silvestre palma 98 39 93 187 58 13 60 173 38
27 1942 Tolima/Colombia H Tolima Silvestre palma 80 31 112 188 31 10 65 128 39
28 1943 Tolima/Colombia H Tolima Silvestre  palma 100 37 93 207 38 17 61 173 30
29 1126 Acondi/Chaco/Colombia H Chaco Silvestre  palma 97 35 70 134 39 18 70 167 33
30 1130 Acondi/Chaco/Colombia H Chaco Silvestre palma 106 32 92 168 45 15 54 172 54
31 1134 Acondi/Chaco/Colombia H Chaco Silvestre  palma 98 35 8 184 32 15 72 167 46
32 2011 Acondi/Chaco/Colombia H Chaco Silvestre palma 98 38 72 169 46 19 55 192 52
33 2013 Acondi/Chaco/Colombia H Chaco Silvestre palma 107 28 97 186 43 16 76 194 61
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Anexo 12. Programa COOw permite ordenar la informacion y colectar los puntos de

referencia o landmarks de las alas de Triatominos para estudios de morfometria.
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Anexo 13: El programa TETwin permite concatenar los datos, y verificar la

informacién para comenzar los andlisis de morfometria geométrica alar de

Triatominos.
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Anexo 14: El programa MOGwin permite obtener el tamafio centroide (CS), ademas

de separar, trasladar y rotar los puntos para realizar el analisis de morfometria

geométrica alar de Triatominos. A y B. Pasos a seguir para ingresar la informacion. C.

Separacion de los puntos. D. Traslacion. E. Rotacion.
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Anexo 15. Protocolo de extraccion de ADN con el kit DNAeasy (Quiagen, 2006).

1. Para la extraccion del ADN de triatominos se utilizaron las patas de individuos

colectados de las provincias de Loja y Manabi.

2. Las muestras fueron previamente conservadas en alcohol al 100% por lo que se
procedié a quitar el exceso de alcohol con papel absorbente antes de la

extraccion.

3. El tejido fue triturado con un bisturi estéril y macerado a través de un pistilo

previamente autoclavado.

4. Aproximadamente un 25 mg de tejido fueron colocados en un tubo eppendorf
de 1.5 ml. A este se le adiciond 180 pl de buffer ATL y 20 pl de Proteinasa K
para lisar el tejido, posteriormente a esto se realizd una agitaciéon (vortex) para

mezclar el contenido.

5. Las muestras fueron colocadas en bafio maria (56 °C) durante toda la noche

como parte del proceso de lisis.

6. Una vez completado el tiempo de incubacion se realizé otra agitacion a las
muestras por 15 segundos, se afiadié 200 pl de Buffer AL seguido de una
agitacion (vortex).

7. Posteriormente, se adiciono 200 pl de etanol al 100% para precipitar el ADN,

acompariado de una agitacion (vortex) para mezclar el contenido.



8.

10.

11.

12.
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Se pipete6 el contenido del eppendorf a la columna DNeasy mini spin
introducida en tubo de coleccion de 2 ml. Se centrifug6 la muestra a 8000 rpm

(por un minuto) y se descarto el sobrenadante.

En un nuevo tubo de coleccidn se coloco la columna y se agregd 500 ul de
Buffer AW1. La muestra fue centrifugada por un minuto a 8000 rpm vy el

sobrenadante fue descartado.

La columna fue colocada en un nuevo tubo de coleccion, al que se agregaron
500 pl del buffer AW2 y se centrifugé a 14 000 rpm por tres minutos, el

sobrenadamente fue una vez mas descartado.

Se coloco la columna un eppendorf autoclavado de 1.5 ml, a la que se le agregd
200 pl de Buffer AE a la membrana de la columna. Esta fue incubada a
temperatura ambiente por un minuto y se procedié a centrifugar cada muestra
por un minuto a 8000 rpm. Este Ultimo paso se realiz6 dos veces para obtener la

mayor cantidad de ADN.

El ADN fue almacenado a 4 °C (Qiagen, 2006).
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Anexo 16. Procedimiento de purificacion Millipore Multiscreen HTS

Este procedimiento es utilizado para la limpieza de productos de PCR para el uso en

reacciones de secuencia en secuenciador automatico.

Materiales:

-Producto de PCR- Se recomienda un volumen de 20-100 ul
-Millipore MultiScreen HTS plate

-Colector de vacio millipore (uno més grande con una parrilla amplia)

Procedimiento:

1. Coloque la placa en el colector: Enganchar el colector hasta el grado del vacio

2. Afadir la muestra de PCR a un pozo sin utilizar. (sefialar claramente los pozos que
se ha utilizado anteriormente, no se debe utilizar los pozos ya usados previamente).

3. Encender el vacio en el banco y luego encienda el vacio en la linea del colector.
Aspirar hasta que este(n) bien seco(s) y luego adicionar 30 segundos. Detener el
aspirado en la linea del colector.

4. Afadir 100 ul de nucleasa- libre de agua a la muestra para lavarla. Encender el
vacio hasta que quede totalmente seco por 30 segundos adicionales.

5. Remover la placa del colector y secar el fondo de la placa con papel toalla para
remover el exceso de liquido.

6. Afadir el volumen inicial del buffer Tris-HCI y agitar bien en el agitador de placa
en Room 5 por 10 minutos entre 160 y 180

7. Transferir el liquido desde la placa hasta un tubo de almacenamiento etiquetado.
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Anexo 17. Protocolo a seguir para el proceso del ciclo de secuenciacion o cycle

sequencing

Este procedimiento es usado para preparar reacciones de secuencias mediante el
secuenciador automatico. Este protocolo ha sido optimizado para su uso en la maquina
ABI 3130. Consulte por informacion adicional o cualquier conveniente a ABI Sequencing
Chemistry Guide

Materiales:

Producto de PCR purificado
Big DYE terminator Ready Reaction Kit v1.1
ABI 5X 0 CDC 5X buffer de secuenciacion (4 degree 3-door o -20 in hall)

Procedimiento:

1. Se realizara dos reacciones por muestra purificada, una con el primer forward y otra
con el reverse. Por lo tanto, se crea dos master mix, uno con el forward primery
otro con el reverse. Realizar la mezcla por el niUmero de reacciones que se esta
haciendo +1 para tener algo extra. Lo siguiente es por reaccion por lo tanto se
multiplica por el nimero total o reacciones. El volumen total sera 10 ul asi que
después se decidira la cantidad de ADN a afiadir, agregar agua para hacer 10 ul.
Con el 3100, usualmente 1-2 ul de ADN es suficiente.

0.5 ul Terminator Ready Reaction Mix v1.1

2.0 ul ABI o CDC Sequencing Buffer [5X] dependiendo con cual se va a trabajar)

1.0 ul Primer [5 pM]

1.0-2.0 ul ADN templado

-ul agua ultra pura

2. Colocar la cantidad correcta del master mix en tubos de pre-marcados

3. Afiadir la cantidad de ADN a cada tubo de modo que el volumen final sea 10 ul.

4. El programa estandar es el siguiente: 25 ciclos de amplificacion a 96°C por 10 segundos,
50°C por 5 segundos, 60°C por 1 minuto y un paso de extension final a 4°C indefinido
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Anexo 18. Protocolo a seguir en el proceso de purificacion Centri-SEP

1.0 Columna de hidratacion

1.1 Suavemente tapar la columna para asegurarse que el gel seco se ha situado en el
fondo de la columna de giro (spin).

1.2 Remover la tapa de la columna superior y reconstituir la columna adicionando
0.80 ml de agua de grado reactivo o buffer. Dejar el tapén del final de la
columna de tal forma que la columna pueda pararse por si misma. Reemplazar
la tapa de la columna e hidratar el gel agitando e invirtiendo la columna o
utilizando el vortex brevemente. Esto es importante para hidratar a todas las de
gel seco.

1.3 Permitir al menos 30 minutos de tiempo de hidratacién a temperatura ambiente
antes de utilizar las columnas. Las columnas reconstituidas pueden ser
almacenadas en refrigeracion al 4°C por varios dias. En almacenamientos mas
prolongados puede ser realizado en 10 mM de azida de sodio (NaN3). Permitir
que las columnas refrigeradas se calienten a temperatura ambiente antes
de continuar el procedimiento.

2.0 Eliminacion del liquido intersticial

2.1 Eliminar las burbujas de aire de la columna de gel invirtiendo la columna y
agitandola, tapando la columna, permitiendo que el gel se mezcle al final
opuesto, mantener levantada la columna para permitir que el gel se asiente
cuando corra en el microtubo.

2.2 Despees de que el gel se halla asentado y esté libre de burbujas, primero
remueva la tapa de la columna y luego remueva el tapén del final de la columna
del fondo.

2.3 Permita que el exceso del fluido de las columnas drenen dentro del tubo de
lavado (2 ml). Si el liquido no empieza a fluir inmediatamente a travez del final
de la columna, use una pera de pipeta de latex de 2 ml para aplicar suavemente
presién de aire hacia la superficie superior de la columna para permitir que el
liqguido empiece a filtrar a través de la columna. La columna detendra el
drenado por si sola. Aproximadamente 200-250 ul se drenaran de la columna.
Descartar este liquido.

2.4 Gire la columna y el tubo de lavado a una velocidad variable en la centrifuga de
750 X g por dos minutos para remover el liquido intersticial. Por ejemplo,
utilice la microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415C en 750 X g (rotor de 7,3
cm), la velocidad correcta es de 3,000 rpms. Si usted usa una microcentrifuga es
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importante mantener la pista de la posicion de la columna usando la marca de
orientacion en la columna.

2.5 Aproximadamente 300 ul de liquido sera eliminado. Si existe una gota al final
de la columna secarla. Descarte el tubo de lavado y el liquido intersticial. No
permita que el material del gel se seque excesivamente. Procese la muestra
dentro de los siguientes minutos.

3.0 Procesamiento de la mezcla

3.1 Lleve la columna hacia la luz. Transfiera 20 ul de DyeDeoxy™ terminator
reaction mixture hacia la superficie del gel. Cuidadosamente dispense la
muestra directamente sobre el centro del gel hacia la superficie de la columna
sin dafar la superficie del gel (vea figura 1). NO permita el contacto de los
lados de la columna con la mezcla de la reaccion o la punta de la pipeta de la
muestra, esto puede reducir la eficacia de purificacion y posiblemente arruinar
el andlisis por exceso de colorante.

3.2 Coloque la columna en EL TUBO DE COLECCION DE LA MUESTRA (1,5
ml) y coloque los dos dentro del rotor. Mantenga la orientacion apropiada de
la columna. El punto mas alto del gel en la columna deberia siempre apuntar
hacia afuera del rotor . Rotar la columna y el tubo de coleccion a 750 X g por
dos minutos. La muestra purificada serd colectada en el fondo del tubo de la
muestra de coleccion. Descarte la columna y proceda con el procedimiento de
preparacion de la muestra ABI.

3.3 Seque la muestra en una centrifuga Vacuum. No aplique calor.

*DyeDeoxy™, Prism™, y Amplitag®
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Anexo 19.- Programa SeqMan permite ensamblar y alinear las secuencias (Forward y
Reverse) para analisis de gen mitocondrial (mt Cyt b). A. Ingreso de informacion

para el ensamblaje. B y C. Alineacion de las secuencias (F) y (R)

T LB eaaror ehe et Senit B9 IeRA0 S

SN I e e
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Anexo 20. Programa Bioedit que permite alinear las secuencias obtenidas para el

analisis de gen mitocondrial (mt Cyt b). A. Alineacién de las secuencias obtenidas. B.

Observacion de los cambios de Bases [Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) y Timina
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Anexo 21. Programa GeneMapper permite la genotipificacion y provee el tamafio y
alelos del fragmento de ADN que se desea determinar en cada especimen. A. Ingreso
de informacion. B. Observacion de la Informacion obtenida después de utilizar la lectura

en el Secuenciador. C. Se escoge el fluorocromo de cada uno de los locus de R. pallescens.
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Anexo 22. Programa GeneMapper permite la genotipificacion y provee el tamafio y
alelos del fragmento de ADN (pares de base) que se desea determinar en cada

espécimen. Se observa picos claros mostrandonos el tamario de los alelos (individuo

heterocigoto).
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Anexo 23. Tamano del fragmento en pares de bases (pb) de los alelos obtenidos en los dos microstélites polimorficos para R.

ecuadoriensis de Manabi y Loja.

N  Provincia Cadigos Habitat L13 L47
1 Loja ND2704 Domiciliar 164 164 118 118
2 Loja ND3509 Domiciliar 0 0 118 118
3 Loja SS2967 Domiciliar 164 164 118 118
4 Loja SS2689 Domiciliar 164 164 118 118
5 Loja ST2972 Domiciliar 164 164 118 118
6 Loja ST2973 Domiciliar 0 0 114 118
7 Loja AH2404 Domiciliar 0 0 118 118
8 Loja \VC3047 Domiciliar 164 164 116 116
9 Loja LM2456 Domiciliar 164 164 118 118
10 Loja LM2457 Domiciliar 164 164 118 118
11 Loja TR2813 Domiciliar 172 172 118 118
12 Loja CG2964 Domiciliar 164 164 118 118
13 Loja GL2705 Domiciliar 162 164 114 118
14 Loja GL2706 Domiciliar 164 164 118 118
15 Loja GL2707 Domiciliar 0 0 118 118
16 Loja GL2708 Domiciliar 164 164 118 118
17 Loja GL2971 Domiciliar 166 166 116 118
18 Loja EX2399 Domiciliar 162 166 116 118
19 Loja EX3011 Domiciliar 160 160 116 118
20 Loja EX3012 Domiciliar 166 166 118 118
21 Loja AHS5006 Domiciliar 160 172 116 118
22 Loja AHS5007 Domiciliar 164 164 116 118
23 Loja AH5008 Domiciliar 164 164 118 118
24 Loja AHS5009 Domiciliar 162 164 118 118
25 Loja AH5010 Domiciliar 162 166 118 118
26 Loja AH5047 Domiciliar 162 164 118 118
27 Loja AH5048 Domiciliar 162 164 118 118
28 Loja SS5094 Domiciliar 164 164 118 118
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Guayas
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja

SS5095
SS5096
SS5097
EX5098
EX5099
EX5100
EX5101
EX5139
EX5140
GL1385
TR1426
TR1427
TR1428
BR1727
BR1728
BJ2485
BJ4078
BJ4079
BJ4080
MB4081
MB4098
MB4099
MB4100
BJ4114
BJ4115
BJ4116
SA6490
SS3038
SS3039
SS3040
SS3041
SS3042

Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domiciliar
Domicilio
Entregado
Entregado
Domicilio
Entregado
Entregado
Entregado
Entregado
Entregado
Entregado
Entregado
Domicilio
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar

160
164
164
164
160
164
164
164
164

160
164
160
164
164
162
166
164
172
162
168
166
162
160
160
164
162
164
164
172
164
172

172
164
164
164
164
164
164
164
164

160
164
160
164
164
162
168
166
172
162
168
174
162
166
160
164
174
164
164
172
164
172

118
118
116
116
116
116
116
116
116
118
118
116
116
118
118
110
112
114
118
114
114
118
114
112
112
114
118
118
118
118
116
118

118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
114
118
114
118
114
114
118
114
114
114
118
118
118
118
118
116
118
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61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja

SS3043
SS3464
SS346
SS3468
SS3470
SS3471
SS3474
SS3475
SS3476
SS3477
SS3478
CG2319
CG2320
CG2332
CG2333
CG2334
CG2335
CG2336
CG2337
CG2338
CG2339
CG2401
CG2406
CG2818
EX2814
EX2815
EX2816
EX2817
CG5004
CG5005
AB5049
AB5050

Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar

164
172
164
160
164
164
164
164
164
162
164
164
164
164
164
162
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
162
172
164
164
164

164
172
164
160
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
172
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
174
172
164
164
164

118
118
118
118
118
118
118
118
118
116
114
118
118
118
118

118
118
118
118
116
118

116
116
116
118
116
118
116
118

118
118
118
118
118
118
118
118
118
116
114
118
118
118
118

118
118
118
118
118
118

118
118
118
118
118
118
118
118

319



93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja

GL5051
GL5052
GL5053
GL5054
AB5059
AB5060
CG5061
CG5062
CG5063
CG5064
CG5065
CG5066
CG5067
CG5068
CG5069
CG5070
AH5071
AH5072
AHS5073
AH5074
AHS5075
AH5076
AHS5077
AH5078
AHS5079
AH5080
AHS5081
AH5082
AHS5083
AH5084
AH5085
GL5086

Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar

160
164
164
164
164
162
166

160
164
164
166
164
164
164
164
164
164
162
160
164
164
164
160
160
160
162
164
160
160
160
162

160
172
164
164
164
162
166

164
164
164
166
164
166
166
164
164
164
172
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164

118
118
116
118
118
118
118
118
116
116
118
116
116
118
118
116
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118

118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
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125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156

Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja

GL5087
GL5088
GL5089
GL5090
GL5091
GL5092
GL5093
HY5102
HY5103
HY5104
HY5105
HY5106
HY5107
HY5108
HY5109
HY5110
HY5111
HY5112
HY5113
HY5114
ND5115
ND5116
ND5117
ND5118
TR5119
TR5120
TR5121
TR5122
TR5123
SS5124

ST5125

ST5126

Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar

162
162
164
162
162
164
164
164
164
164
162
164
164
162
164
164
164
164
164
164
164
164
164
162
164
162
160
164
160
160

166

164
164
164
162
164
164
166
166
164
166
164
164
164
164
164
164
164
164
166
164
164
164
164
164
164
164
164
166
164
160

168

118
118
118
118
118
118
118
116
116
116
116
116
116
116
116
118
116
116
116
116
118
118
118
118
118
118
118
116
116
118
116
118

118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118

321



157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188

Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi

ST5127
ST5128
SS5129
BR5130
BR5131
BR5132
BR5133
BR5134
SS5135
SS5136
SS5137
SS5138
MB5003
MB5011
BJ5013
BJ5014
BJ5015
BJ5016
ZP5017
ZP5018
ZP5019
ZP5020
ZP5021
ZP5022
ZP5023
MB5027
CAS5032
LE5033
JM5034
JM5035
JM5036
JM5037

Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar

164
160
164
164
164
164
162
164
164
164
164
164
166
164
166

168
164
164
164
164
164
164
164
164
164
168
160
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162
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164
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118
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118
118
118
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118
118
118
118
118
118
116
114
114
112
112
110
114
112
114
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114
118
114
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114
114
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118
118
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118
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114
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114
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208
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Manabi
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JM5038
JM5039
JM5040
JM5041
JM5042
JM5043
JM5044
JM5045
BJ5145
BJ5146
BJ5147
BJ5148
BJ5149
BJ2491
BJ2953
ZAP3023
ZAP3024
ZAP3025
ZAP3026
NA3030
NA3031
NA3032
NA3033
NA3034
CA3064
CA3068
BJ3089
BJ3090
ZP3022
ZP3023
ZP3027
ZP3028

Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
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Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
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Peridomiciliar
Peridomiciliar
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164
164
168
164
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168
162
164
164
164
166
164
164
166
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164
164
164
160
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160
164
164
164
162
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164
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168
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166
166
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112
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118
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118
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224
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249
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Loja
Loja
Loja
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Loja
Loja
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Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
Loja
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ZP3029
QM3524
CA3063
CA3065
CA3067
MB2477
MB2478
MB2479
MB2480
MB2481
MB2482
MB2487
MB2488
MB4106
ND2712
ND2713
ND2823
ND2824
ND3358
SSN3510
SSN3511
SSN3512
SSN3513
SSN3514
SSN3515
SSN3516
CG2405
CG2433
CG2640
CG2641
CG2642
CG2838

Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Silvestre
Silvestre
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Silvestre
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164
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164
164
160
164
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166
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174
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164
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164

164

164
164
160
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168
164
166
162
166
166
166
166
166
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164
174
164
164
164
164
164
164
164
164
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164

164
164
160
164

118
114
110
118
110
110
114
118
118
110

112
116
114
118
118
118

118
116
118
116
118
118
118

114

118

118

118
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112
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118
118
118
118

114
118
118
118
118
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118
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118
118
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Loja
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CG2839
CG2840
CG2841
CG2842
CG2843
CG2844
CG3479
CG3480
CG3481
GL3422
GL3424
TR5001
TR5002
CG5055
CG5056
CG5057
CG5058
CG5151
CG5152
CG5153
CG5154
CG5155
CG5156
CG5157
CG5158
CG5159
CG5160
CG5161
CG5162
CG5163
CG5164
CG5165

Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
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Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
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164
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114
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118
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116
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Loja
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Manabi
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Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
Manabi
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CG5166
CG5167
MB5012
MB5024
MB5025
MB5026
MB5028
MB5029
MB5030
BJ5031
BJ5046
MB5141
MB5142
MB5143
MB5144
BJ5150
BJ3092
BJ3093
BJ3094
BJ3095
BJ3096
BJ3097
MB3445
MBN3446
MB3447
MBN3483
MBN3487
MBN3488
MBN3489
MBN3490
MBN3491
MBN3492

Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
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Silvestre
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Silvestre
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Silvestre
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166
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164
164
162
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BJ3761
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BJ3765
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