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1. RESUMEN

La malaria es una enfermedad causada por la invasion de varias especies de parésitos del
género Plasmodium a los globulos rojos del higado humano. Los mosquitos hembra del
género Anopheles (Diptera: Culicidae) son responsables de la transmision mediante la
picadura de hospederos vertebrados. En Ecuador, la informacion disponible sobre estos
vectores es limitada y no existen datos sobre las variaciones poblacionales del fenotipo de
las especies a lo largo de su distribucion geografica. El objetivo de este estudio fue
determinar la variabilidad fenotipica del ala de An. albimanus y An. calderoni de las
provincias fronterizas de Esmeraldas y El Oro mediante la morfometria geométrica. Se
analizaron 198 alas, basandose en la digitalizacion de 13 puntos de referencia. Tanto en el
tamafio del ala como en su forma se encontraron diferencias significativas entre las dos
especies. Mientras que, para estas mismas caracteristicas, no se encontraron diferencias entre
los individuos de cada especie proveniente de las dos provincias. La variacion de la forma
no mostrd diferencias significativas entre especies como tampoco entre provincias. A nivel
de provincias, la asignacion correcta basada en la forma del ala fue baja tanto en An.
albimanus (69%) como en An. calderoni (66%), es decir, no se formaron grupos separados
dentro de cada especie, ni entre localidades de las dos provincias. Estos resultados fueron
confirmados con el analisis UPGMA, en el que, si bien se separaron las dos especies, las
localidades dentro de cada especie se agruparon indistintamente de su origen geografico. El
efecto alométrico fue estadisticamente significativo al comparar las dos especies y entre las
provincias de An. albimanus. Los resultados de este estudio muestran que no se forman

grupos de individuos en estas especies, probablemente debido a un flujo entre poblaciones.

Palabras clave: alometria, Anopheles, forma alar, morfometria geométrica, tamafio alar



2. ABSTRACT

Malaria is a disease caused by the invasion of the red blood cells of the human liver by
several species of Plasmodium parasites. Female mosquitoes of the genus Anopheles
(Diptera: Culicidae) are responsible for its transmission by stinging their vertebrate hosts. In
Ecuador, the information available about these vectors is limited and there are no data on the
population phenotypic variations of the species along their geographical distribution. The
objective of this study was to determine the phenotypic variability of the wings of An.
albimanus and An. calderoni of Esmeraldas and El Oro provinces by geometric
morphometry. 198 wings were analyzed, based on the digitization of 13 landmarks. The
wing shape and size showed significant differences between the two species. However,
within each species, no significant differences were found between the individuals of the
two provinces. The data of metric disparity in either species was statistically significant nor
between provinces. At the provincial level, the correct allocation based on wing shape was
low in both An. albimanus (69%) and An. calderoni (66%), that is, no separate groups were
formed within each species, nor between individuals of the two provinces. These results
were confirmed with the UPGMA analysis, in which, although both species were separated,
localities within each species were grouped indistinctly of their geographical origin. The
allometric effect was statistically significant when comparing the two species and between
the provinces of An. albimanus. The results of this study show that no groups were formed

within these species, probably due to population flow.

Keywords: allometry, Anopheles, geometric morphometry, wing shape, wing size



3. INTRODUCCION

3.1. GENERALIDADES DE LA MALARIA

La malaria o paludismo es una enfermedad causada por la infeccion de protozoos del
género Plasmodium en las células rojas de la sangre. Es transmitida a través de la picadura
de mosquitos hembras pertenecientes al género Anopheles (Familia Culicidae) (CDC,
2016a). A lo largo de la historia se han registrado epidemias importantes a nivel global.
Muchas de ellas relacionadas con guerras (como la primera y segunda Guerra Mundial), con
aglomeraciones masivas de gente (como la construccion del canal de Panamad); y fenomenos
climaticos como el de El Nifio (Kohn, 2008). Durante el siglo XX, esta enfermedad provocé
la muerte de 250 millones de personas. Hoy en dia, la malaria se encuentra eliminada de EE.
UU., Canadé, Europa y Rusia (White et al., 2013), pero el 40% de la poblacion mundial
todavia es vulnerable y vive en zonas donde existe una transmision activa de la enfermedad

(Arrow, Panosian, & Gelband, 2004).

3.1.1. AGENTE INFECCIOSO: PROTOZOOS DEL GENERO Plasmodium

Los parasitos del género Plasmodium requieren de dos hospederos: un hospedero
invertebrado (mosquito hembra del género Anopheles) y un hospedero vertebrado (reptil,
pajaro o mamifero) (Roberts, Janovy, & Schmidt, 2005). La malaria humana es causada por
cinco especies del género Plasmodium pero la mayoria de los casos corresponde a P.

falciparum o P. vivax (White et al., 2013).

3.1.2. CICLO DE VIDA DEL PARASITO Y TRANSMISION

El ciclo de vida en el hospedero vertebrado inicia cuando un mosquito infectado se
alimenta de la sangre del hospedero, en el proceso inyecta saliva con esporozoitos. Una vez
que los parésitos estan en el torrente sanguineo, estos infectan células del higado, donde se
replican y maduran para formar esquizontes (ciclo exoeritrocitico). La ruptura de los
esquizontes provoca la liberacion de merozoitos que infectan los globulos rojos de la sangre

y se replican asexualmente (ciclo eritrocitico). Dentro de los globulos rojos se forman los



trofozoitos inmaduros (caracterizados por su estadio en forma de anillo) (CDC, 2016a) que
son los responsables de las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Los trofozoitos
maduran en una de dos formas: en esquizontes, cuyo rompimiento libera mas merozoitos a
la sangre o en gametocitos (microgametocitos y macrogametocitos), que representan los
estadios eritrociticos sexuales (Anexo 1) (CDC, 2016a).

En el mosquito Anopheles, el ciclo empieza cuando éste ha ingerido sangre con
gametocitos. En el estdmago de los mosquitos, los parésitos se multiplican en una fase
conocida como ciclo esporogonico. Durante este ciclo, los microgametocitos (macho)
penetran a los macrogametocitos (hembras) y generan cigotos. Estos cigotos crecen y se
vuelven moviles y elongados (oocinetes), que son los que invaden el intestino medio donde
se desarrollan en oocistos y se rompen liberando esporozoitos. Los Gltimos viajan hacia las
glandulas salivares del mosquito y son inoculados cuando €ste pica a otro ser humano, quien

se convierte en un nuevo hospedero de la enfermedad (Anexo 1) (CDC, 2016a).

3.1.3. ASPECTOS CLINICOS

La infeccidn con los parasitos de la malaria puede ser no complicada o grave (CDC,
2015a). La sintomatologia principal consiste en una combinacion de fiebre, escaloftrios,
sudor, ndusea y vomito, dolores de cabeza y dolor corporal. Las manifestaciones de la
malaria grave incluyen afecciones neurologicas, respiratorias, anemia, hiperparasitemia,
hipoglicemia, entre otros (CDC, 2015a). A pesar de que atn no se ha logrado obtener una
vacuna efectiva que prevenga la infeccion, la malaria es curable cuando el diagnostico y

tratamiento son adecuados y se hacen a tiempo (CDC, 2015Db).

3.1.4. EPIDEMIOLOGIA

La malaria se encuentra distribuida globalmente en areas tropicales y subtropicales.
En estas zonas la temperatura, humedad y precipitacion permiten la sobrevivencia y
reproduccion de los vectores, ademas de favorecer el ciclo de desarrollo de los parésitos
(CDC, 2017). De las 95 areas endémicas para la malaria, declaradas hasta el 2016, la
transmision mas alta existe en Africa Sub-Sahariana, Paptia Nueva Guinea (Oceania) y

Brasil (Sudamérica) (CDC, 2017). En la actualidad, se conocen 21 paises endémicos para



malaria en las Américas y se estima que 20 millones de personas se encuentran en alto riesgo
de infeccion por P. vivax y P. falciparum (WHO, 2016). En el 2017 se registré un total de
451 mil casos de malaria en esta region, de los cuales la mitad fueron en Brasil. Esto significé
una reduccion de 62% con respecto al afio 2000, pero un aumento de 16% con respecto a lo
observado en 2014, afio en que se registr6 el menor numero de casos de malaria en las

ultimas cuatro décadas.

3.1.4.1. MALARIA EN ECUADOR

En el 2014, se report6 la menor incidencia de malaria en la Giltima década en Ecuador
(241 casos). Sin embargo, en el afio 2015, 2016 y 2017 se observo un aumento en el nimero
de casos (686, 926 y 1279 casos, respectivamente) (WHO, 2016). En este ultimo afo, el
reporte se realizo a partir de los datos de 13 provincias, de las cuales las mas afectadas
fueron: Morona Santiago (41%), Esmeraldas (20%), Pastaza (19%) y Orellana (15%); de
estos, 62,5% fueron provocados por P. vivax y el 37,4% por P. falciparum (MSP, 2017). Si
bien, Ecuador ha experimentado una reduccion del 93% en los casos clinicos de malaria en
los ultimos 15 afios y ahora apunta hacia una fase de eliminacion (MSP, 2017), se ha
demostrado que muchas infecciones son submicroscopicas y asintomaticas, lo que lleva a
una subestimacion del nimero de individuos infectados. En 4reas con bajos niveles de
transmision, los casos asintomaticos podrian ser reservorios criticos en el mantenimiento de

la transmision (Saenz et al., 2017).

3.1.4.2. ESTRATEGIAS PARA EL CONTROL Y PREVENCION DE
LA MALARIA

Las estrategias mas importantes son el uso de mosquiteros impregnados con
insecticidas de larga duracion (MTILDs) y el rociamiento intradomiciliar con insecticidas
de efecto residual (IRS por sus singlas en inglés). Los mosquiteros tratados con insecticida
reducen el contacto entre los mosquitos y los seres humanos, proporcionando una barrera
fisica al dormir debajo de una red que ademads tiene un efecto insecticida. Mientras que, el
rociamiento logra matar a los vectores que reposan en las paredes luego de picar a su

hospedero. Esta técnica se basa en rociar una dosis efectiva de insecticida con una actividad



residual prolongada en paredes interiores y techos, generalmente una o dos veces al afo
(Mashauri, Manjurano, Safari Kinung’hi, Martine et al., 2017).

En Ecuador, las estrategias de control de vectores de malaria empezaron a aplicarse
a inicios del siglo XX. Ademas, se participé en multiples iniciativas regionales con el fin de
lograr que la formacidn de profesionales y aplicacion de estrategias se manejen de manera
sostenibles (Naranjo et al., 2014).

Dichas intervenciones tuvieron como resultado una disminucion en el nimero de
casos reportados, lo que permitido a Ecuador ser el acreedor del premio “Campedn de la
malaria” en el afio 2009 y finalista, para el mismo galardon, en el 2012. Consecuentemente,
entre el 2013 y 2014 el nimero de casos disminuy6 de 544 a 368, en comparacion con el
1.14 millones que se report6 en el afo 2000 o los 572 mil en el 2008 (WHO, 2015; PAHO,
2013).

3.2. INSECTO VECTOR: MOSQUITOS DEL GENERO Anopheles

Los mosquitos son el grupo de mayor importancia médica y veterinaria. Se
encuentran distribuidos en todo el mundo, excepto en la Antartica (Martinsen et al., 2016) y
sobre los 3000 metros de altura sobre el nivel del mar (msnm) (Black y Kondratieff, 2004).
La mayoria de los mosquitos se clasifican en tres grandes grupos: anofelinos, aedinos y
culicinos (Black y Kondratieff, 2004). La malaria humana es transmitida Gnicamente por

mosquitos de la subfamilia Anophelinae (Familia Culicidae) (White et al., 2014).

3.2.1. CICLO DE VIDA Y BIOLOGIA DEL INSECTO VECTOR

El ciclo de vida de los anofelinos consta de cuatro etapas: huevo, larva, pupa y adulto
(Anexo 2). Las primeras tres etapas se desarrollan en vida acudtica y duran entre 5 y 14 dias,
dependiendo de la especie y de la temperatura ambiente. El tiempo de vida de las hembras
adultas es de dos semanas en la naturaleza (o hasta de un mes o mas en cautiverio) (CDC,
2015c). Sus probabilidades de supervivencia también dependen de la humedad y de su
capacidad para obtener una comida de sangre exitosamente, evitando ser notado por el
huésped (CDC, 2015c¢).

Las hembras adultas ovopositan entre 50 a 200 huevos, los que estan asociados al

agua, son de color marrén o negro, tienen forma de barco, no resisten a la desecacion y



poseen una especie de flotadores a los lados, lo que es una caracteristica unica y exclusiva
del género (Service, 2008) (Anexo 2a). El sitio de ovoposicion es determinante para la
distribucion de las diferentes especies, y estos hdbitos varian ampliamente entre las
diferentes especies (Black y Kondratieff, 2004).

Las larvas son organismos complejos cuya principal funcion es alimentarse de algas,
bacterias y otros microorganismos de la superficie de la micro capa acuatica donde pasan la
mayor parte del tiempo (Service, 2008) (Anexo 2b). Se desarrollan a través de 4 etapas, o
estadios, antes de transformarse en pupas (CDC, 2015¢). Las larvas se encuentran en
diversos habitats, pero la mayoria de las especies prefieren el agua limpia y no contaminada.
Sin embargo, se las ha encontrado también en humedales de agua dulce o salada, pantanos
de manglares, campos de arroz, zanjas de hierba, bordes de arroyos y rios y pequefios
estanques temporales pues gran parte de las especies prefieren los habitats con vegetacion
(Service, 2008). Algunas larvas se han adaptado a zonas con poca o nula vegetacion como
piscinas abiertas; y pocas de ellas se encuentran solo en lugares de reproduccion sombreados
en los bosques, pues se reproducen en los agujeros de los arboles o en las axilas de algunas
plantas (CDC, 2015c).

La etapa pupal dura de dos a tres dias (Anexo 2¢) (Black y Kondratieff, 2004). El
apareamiento ocurre cerca de las fuentes de agua donde se encuentran las larvas. Sin
embargo, antes del apareamiento, la hembra debe haberse alimentado de sangre (Anexo 2d).
La hembra descansa hasta que la sangre sea digerida y se desarrollen los huevos, lo que tarda
entre dos y tres dias dependiendo de la temperatura ambiental (Anexo 2¢) (CDC, 2015¢). La
sangre provee de los nutrientes necesarios para el desarrollo de los huevos que seran
fertilizados (Black y Kondratieff, 2004).

La hematofagia en artrépodos ha evolucionado, independientemente, al menos 21
veces (Black y Kondratieff, 2004). En Anopheles se ha visto comportamientos antropofilicos
(que tienen preferencia por alimentarse de sangre humana) y zoofilicos (con preferencia de
alimentarse de otros animales) (CDC, 2015¢).

En cuanto a su actividad, la mayoria de los mosquitos Anopheles son crepusculares
(activos al anochecer o al amanecer) o nocturnos (activos por la noche). Algunos se
alimentan en interiores (end6fagos) mientras que otros se alimentan al aire libre (exofagico).
Después de la alimentacion de sangre, algunos mosquitos prefieren descansar en el interior
(endofilicos) mientras que otros prefieren descansar al aire libre (exofilicos) (CDC, 2015c).
Estas caracteristicas varian de acuerdo con la especie, y son aspectos importantes que se

debe conocer para establecer estrategias de prevencion en la transmision de malaria. (CDC,



2015c¢).

3.2.2. EVOLUCION Y DIVERSIDAD

De acuerdo con un estudio reciente, la filogenia molecular de los anofelinos muestra
que llevan aproximadamente 100 millones de afios de evolucion desde su divergencia
(Anexo 3) (Neafsey et al., 2015) y la mayoria de las especies comprenden complejos de
especies hermanas (Harbach, 2013). Ademas, se observa que el género Anopheles exhibe un
perfil evolutivo genémico dindmico que contribuye a su flexible capacidad para aprovechar
nuevos nichos ecologicos, incluyendo la adaptacion a los seres humanos como huéspedes
primarios. En el caso de las especies vectores de la malaria, esta plasticidad genética
determina la capacidad vectorial dentro del género (Neafsey et al., 2015).

En la actualidad, el género Anopheles incluye alrededor de 500 especies entre las
cuales, al menos 20 taxones representan complejos de especies, que comprenden alrededor
de 115 miembros de especies hermanas. Los complejos de especies incluyen vectores y no
vectores (Choochote y Saeung, 2013). Asimismo, estas se dividen en siete subgéneros:
Anopheles (cosmopolitas, 182 especies), Baimaia (Orientales, una especie), Cellia (del Viejo
Mundo, 220 especies), Kerteszia (Neotropicales, 12 especies), Lophopodomyia
(Neotropicales, seis especies), Nyssorhynchus (Neotropicales, 39 especies) y Stethomyia
(Neotropicales, cinco especies). Cuatro de ellos (Anopheles, Cellia, Kerteszia y
Nyssorhynchus) comprenden a las especies transmisoras de mayor importancia (Anexo 3)
(Harbach, 2013), y tan solo aproximadamente 60 de las especies conocidas son consideradas
vectores eficientes (Neafsey et al., 2015).

En América del Sur las especies de anofelinos epidemioldgicamente importantes se
encuentran distribuidas en tres grandes regiones. An. darlingi es el vector primario en la
region amazonica; An. cruzii y An. strodei son vectores dominantes en la region del Bosque
Atlantico (Wilke et al., 2016); y An. albitarsis, An. nuneztovari, An. pseudopunctipennis, y
An. albimanus predominan en la region costa Pacifica (Laporta et al., 2015). Las diferentes
especies difieren segin su capacidad vectorial, preferencia de tipos de sangre y, también en
sus funciones vectoriales primarias o secundarias, dependiendo de las especies con las que

comparten el habitat (Pinault, 2011).



3.2.3. MOSQUITOS Anopheles EN ECUADOR

Se han reportado 36 especies de anofelinos en Ecuador (Pinault y Hunter, 2012a),
pero colecciones recientes han identificado 11 especies en zonas de transmision activa. Entre
ellas, cinco vectores costeros: Anopheles albimanus, An. pseudopunctipennis, An.
triannulatus, An. punctimacula, An. calderoni y, seis vectores amazonicos: An. oswaldoi,
An. rangeli, An. darlingi, An. benarrochi, An. konderi, An. nunieztovari (Pinault y Hunter,
2011; Peralta, 2014; Viera, 2014).

Ademas, estudios relacionados con la biologia del vector en Ecuador demuestran que
varias especies de Anopheles han ampliado su distribucion geografica (Pinault y Hunter,
2011). A pesar de que la malaria estd controlada, el aumento de brotes podria darse bajo
condiciones adecuadas, como causas climaticas (oscilaciones de la corriente de El Nifio) o
no climdticas (descontinuacion de las campafias de fumigacion, variabilidad en la
disponibilidad de tratamientos, migracion) (Gagnon et al., 2002). Asi como la presencia de
casos asintomaticos, con parasitemias submicroscopicas, que podrian ser reservorios criticos
en el mantenimiento de la transmision (Saenz et al., 2017).

Historicamente, en 1950, la mayor incidencia de malaria en la regidén costa del
Ecuador era en la zona norte. Alli los vectores mas comunes eran An. albimanus, An.
pseudopunctipennis, y An. punctimacula (Pinault y Hunter, 2012b). La primera gran
epidemia de malaria en zonas altas se inform6 en 1958 debido al inicio de la construccion
de carreteras que unian Quito con la costa, lo que gener6 un gran desplazamiento de
habitantes y amplias franjas de bosque fueron convertidas en plantaciones (Pinault y Hunter,
2012b). Esto favorecié la generacion de habitats para la reproducciéon de mosquitos
Anopheles (Pinault y Hunter, 2012b).

Se especula que los vectores de la malaria en Ecuador podrian ampliar su distribucion
geografica en regiones montafiosas, debido a efectos del cambio climético, la resistencia a
insecticidas, los cambios en la metodologia de control de vectores y las alteraciones en el
uso del suelo por el ser humano (Pinault y Hunter, 2012b).

El presente estudio se centrard en dos especies: An. albimanus y An. calderoni. Las

principales caracteristicas de estas especies se detallan a continuacion.

3.2.3.1.  Anopheles albimanus
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Anopheles albimanus Wiedemann es una especie del subgénero Nyssorhynchus
(Faran, 1980). Se encuentra distribuida desde la regién Nedartica (norte de México y a lo
largo del Rio Grande en Texas) hasta Pertu (Anexo 4) (Harbach, 2013; Sinka et al., 2010).
Registros indican que, en 17 de los 20 paises de la region caribeia, es el vector principal de
la malaria (WRBU, 2015).

Esta especie habita en zonas menores a los 500 (msnm). No obstante, un estudio para
conocer su distribucion en Ecuador reportd 5 Aot spots (sitios con alta densidad de larvas)
importantes a mayores altitudes (zonas bajas de Imbabura, Pichincha y Sto. Domingo de los
Tséachilas) (Pinault y Hunter, 2011). Esta especie se caracteriza por presentar un
comportamiento antropofilico predominante, es decir que prefiere y se ha adaptado a
alimentarse de sangre humana, aunque podria aprovechar comidas de otras fuentes animales
(zoofilia) (Naranjo-Diaz, Altamiranda, Luckhart, Conn, y Correa, 2014). Su actividad es
mayor después del atardecer, con su pico mas alto entre las 18h00 y 21h00 (Naranjo-Diaz,
Altamiranda, Luckhart, Conn, y Correa, 2014). Otras observaciones indican que An.
albimanus muestra un comportamiento exdfago significativo y un comportamiento exofilo
de reposo (Sinka et al., 2010), es decir prefieren alimentarse y reposar (después de la
alimentacion de sangre) en areas abiertas (CDC, 2015).

Esta especie ha sido asociada con sitios de mayor salinidad y expuestos al sol
(Pinault, 2011) por lo que se la encuentra con abundancia en zonas de manglar o cerca de
canales de drenaje de humedales, pues estos les representan sitios apropiados de
reproduccion (Naranjo-Diaz, Altamiranda, Luckhart, Conn, y Correa, 2014). Ademas, ha
sido asociada con habitats permanentes y con sustratos arenosos, estos ultimos son mas

comunes en habitats de tierras altas (Pinault y Hunter, 2012a).

3.2.3.2.  Anopheles calderoni

Anopheles calderoni Wilkerson es una especie del subgénero Anopheles (Arregui et
al., 2015). Su distribucion geografica estd limitada al noroccidente de América del Sur desde
Venezuela hasta Pert (Anexo 5), aunque se sugiere que esta podria ser mas extensa
(Gonzélez et al.,, 2010). Existen pocos reportes de esta especie y su relevancia
epidemiologica es poco conocida. Ha sido registrada como un vector de importancia local

en el occidente peruano, donde es el segundo en abundancia a nivel intradomiciliar.
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Colecciones de museo han revelado que habita en zonas entre los 500 y 1113 msnm
(Gonzélez et al., 2010).

Se caracteriza por presentar un comportamiento antropofilico, pero no es especifico,
es decir, que no se alimentan exclusivamente de sangre de humanos, sino que también de
otros animales (zoofilico) (Naranjo-Diaz, Altamiranda, Luckhart, Conn, y Correa, 2014). Se
conoce que esta especie es activa después del atardecer, con su pico mas alto de actividad
entre las 21h00 y 00h00. Otras observaciones indican que An. calderoni ha sido detectada
en gran abundancia durante época lluviosa sobre todo en zonas de cultivo de palma (Elaeis
guineensis, cultivada para obtencion de aceite), pues estos representan sitios apropiados de

reproduccion (Naranjo-Diaz, Altamiranda, Luckhart, Conn, y Correa, 2014).

3.3. HERRAMIENTAS PARA EL ESTUDIO DE POBLACIONES DE Anopheles

El género Anopheles ha sido ampliamente estudiado debido a su importancia médica.
Las herramientas clasicas para el estudio de sistematica y taxonomia se basan en el uso de
caracteres morfologicos. Sin embargo, el desarrollo de técnicas moleculares permitié una
mayor ampliacioén de los estudios, por ejemplo, a nivel taxondmico se logr6é determinar la
presencia especies cripticas que morfolégicamente son indiferenciables, pero que
epidemiologicamente tienen roles diferentes. Ademads, se lograron responder preguntas
relacionadas con estructura poblacional, reconstruccion de filogenias, comparacion de
genomas (Norris, 2002; Krzywinsky y Besansky, 2003).

A pesar de que la biologia molecular abre las posibilidades de investigacion, también
tiene ciertas limitantes como los costos asociados (equipos, reactivos), almacenamiento
especial de las muestras, personal con entrenamiento especifico. Esto, junto con una
disminucidn en el interés de realizar estudios morfoldgicos, ha hecho que gran parte de las
colecciones de referencia queden subutilizadas (Garros y Dujardin, 2013). No obstante, el
desarrollo de la bioinformatica ha abierto el campo para realizar la cuantificacion y
visualizacion de diferencias en los caracteres morfoldgicos, lo que actualmente se conoce

como morfometria geométrica (Garros y Dujardin, 2013).

3.4. MORFOMETRIA GEOMETRICA

La morfometria (medida -metron- de la forma —morphe-) geométrica (MG) aborda
el estudio morfologico de las estructuras bioldgicas en dos o tres dimensiones espaciales

(Lorenz et al., 2017). Los enfoques morfométricos tradicionales suelen aplicar técnicas
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estadisticas a una amplia gama de mediciones, como las distancias y las proporciones de
distancia, angulos, areas y volumenes (Mitteroecker y Gunz, 2009). Mientras que, la MG
aplica la estadistica multivariada, el uso de datos multidimensionales permite capturar la
geometria de un organismo o estructura, y permite describir la forma del objeto en términos
de la relacion espacial entre los puntos anatomicos de referencia (conocidos como landmarks
o hitos) (Zelditch, Swiderski, Sheets y Fink, 2004a; Dujardin, 2008; Toro et al., 2010).
Existen tres clases: los landmarks, semilandmarks y landmarks de contorno. Para el presente
estudio solo se utilizé landmarks. Estos a su vez estan clasificados en tres categorias: los de
Tipo I son facilmente reconocibles, los de Tipo II son dificiles de diferenciar entre
individuos, y lo de Tipo III, son puntos extremos, cuya posicion se relacionan con otros
landmarks (Anexo 6) (Bookstein, 1991).

En esta herramienta, el tamafio y la forma derivan de una configuracion de puntos
de referencia de una seccion no articulada del insecto (Garros y Dujardin, 2013). La MG
estd basada en coordenadas cartesianas, es capaz de conservar la geometria de la
configuracion de los puntos de referencia a lo largo del andlisis y permite representar los
resultados estadisticos como formas reales (Mitteroecker y Gunz, 2009).

La MG se la considera, por tanto, una herramienta poderosa para evaluar
correlaciones entre formas y variables ambientales o genéticas pues se basa en puntos de
referencia identificables que son, por lo general, aunque no necesariamente, corresponsales
evolutivos (Lorenz et al., 2017). Entre las mayores ventajas de esta metodologia esta el bajo
costo, el no requerir personal altamente especializado, la rapidez de la aplicacion de la
técnica y la ausencia de impedimentos para analizar el mismo individuo con otras técnicas
(por ejemplo: técnicas moleculares) (Garros y Dujardin, 2013).

En mosquitos, los andlisis morfométricos se realizan, generalmente, en alas debido a
que estas estructuras son bidimensionales y relativamente rigidas, lo que facilita la repeticion
en la toma de los puntos de referencia. Este andlisis permite conocer si hay una

correspondencia anatdmica entre poblaciones y especies (Garros y Dujardin, 2013).

3.4.1. MORFOMETRIA ALAR

La MG de la arquitectura alar de los mosquitos es una técnica multifuncional. Se la
utiliza para identificar especies hermanas y especies cripticas, principalmente en algunas

especies cuya identificacion mediante otras técnicas ha resultado problematica (Wilke et al.,
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2016). De igual forma, es util para estudiar la diferenciacion dentro y entre especies,
reconocer dimorfismo sexual y separar cepas de laboratorio (Lorenz et al., 2017).

El ala es ampliamente utilizada para las comparaciones morfométricas debido a su
estructura bidimensional, a que no sufre deformacion al ser montada entre dos placas y, a
que contienen puntos de referencia anatdmicos naturales (intercepcion entre venas) (Anexo
6), que son ideales para marcar puntos de referencia o landmarks (Lorenz et al., 2017).

Con relacion a An. albimanus, existen algunos estudios realizados con morfometria
de alas. Gomez et al. (2013) estudiaron poblaciones de varias eco-regiones en Colombia
comparando la geometria del ala con microsatélites y variables ambientales (elevacion,
humedad relativa y precipitacion). Este estudio reporta que el tamano del ala podria estar
influenciado por la elevacion y la humedad relativa, mientras que la forma del ala estaba
afectada por esas dos variables y también por la lluvia, la latitud, la temperatura y las eco-
regiones. Tanto los rasgos de las alas como los datos de microsatélites mostraron que An.
albimanus forma una sola poblacion panmictica, a pesar de la heterogeneidad ambiental
(Gomez et al., 2013).

En relacion con An. calderoni, existen dos estudios realizados con morfometria de
alas. El primero, utiliz6 la morfometria tradicional en la que se compar6 dos poblaciones de
diferentes gradientes altitudinales que mostraron diferencias tanto en tamafio como en forma,
posiblemente causado por caracteristicas micro ambientales de cada localidad mas que a
diferencias genéticas (Rodriguez-Zabala et al., 2016). El segundo estudio, utiliza la
morfometria geométrica y compara An. calderoni con otras especies del mismo subgénero y
de otros subgéneros. Este estudio mostré que el tamafio del ala fue variable tanto a nivel
intraespecifico como interespecifico puesto que cada subgénero presentd una tendencia de
tamafio de ala particular, posiblemente relacionada con la historia evolutiva de estos linajes.

Ademas, la forma del ala permitié la discriminacion de especies (Gémez y Correa, 2017).

3.5. JUSTIFICACION

La generacion de conocimiento de las especies de vectores locales es esencial para
dar seguimiento a la situacioén epidemioldgica en zonas endémicas para la malaria. Dado el
papel critico del control de vectores y la magnitud de las inversiones, es primordial una
comprension clara de la biologia de la enfermedad y la ecologia de la transmision local para

reducir la transmision (Mnzava et al., 2014).



14

Los insectos de importancia médica estan continuamente sometidos a diversas
presiones de seleccion, ya sea por cambios ambientales o por la aplicaciéon de medidas de
control (exposicidn a insecticidas), lo que puede generar variacion fenotipica, que a su vez
es la fuente de muchas preguntas taxonomicas y epidemiologicas (Dujardin, 2008). Sin
embargo, el cuerpo del insecto per se evidencia que la plasticidad fenotipica tiene una
importancia evolutiva (Pigliucci, 2005).

Conocer la variacion geografica a nivel de la morfologia de las poblaciones de una
especie puede mejorar las estrategias de control antes de las mismas y puede respaldar la
vigilancia entomologica después de las campanas de rociamiento (Dujardin, 2008). Dentro
de los estudios para determinar la variabilidad fenotipica de los vectores, una de las
herramientas utilizadas es el analisis de la morfometria geométrica de las alas (Vidal y
Suesdek, 2012).

En el presente trabajo se plantea estudiar a dos especies de la costa del Pacifico del
Ecuador de las cuales se posee escasa informacion: 1) An. albimanus, vector importante de
la malaria humana en los sitios costeros de México, Centroamérica y parte de Sudamérica
(Molina-Cruz y Barillas-Mury, 2016) y, 2) An. calderoni, especie reportada desde Venezuela
hasta Peru, declarada de importancia médica al sur de Colombia y en el norte de Pert
(Orjuela et al., 2015; Naranjo-Diaz, Altamiranda, Luckhart, Conn, y Correa, 2014).

En Ecuador, el conocimiento sobre la biologia de Anopheles es limitado. En los
ultimos afios, varias publicaciones han aportado con informacion sobre la ampliacion de su
distribucioén geografica, el efecto del uso del suelo y la taxonomia (Pinault y Hunter 2011,
2012a, 2012b; Arregui et al., 2015). Sin embargo, no se han realizado estudios que nos
permitan determinar si las poblaciones de Anopheles presentan variaciones morfoldgicas a
lo largo de su rango de distribucion, las que pueden relacionarse con el cambio climdtico,
control vectorial, migracion de poblaciones de vectores, etc. Dentro de este contexto, el
presente estudio es el primero en analizar la morfometria alar de anofelinos del pais y
propone determinar la variabilidad fenotipica de los vectores An. albimanus'y An. calderoni,
que se encuentran en las provincias fronterizas Esmeraldas y El Oro, mediante morfometria

geométrica alar.

3.6. OBJETIVOS

3.6.1. OBJETIVO GENERAL
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Determinar la variabilidad fenotipica de Anopheles albimanus y An. calderoni en las
provincias fronterizas de Esmeraldas y El Oro mediante el andlisis de la morfometria

geométrica de alas de especimenes previamente colectados y albergados en el CISeAL.

3.6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.6.2.1.  Determinar la variabilidad de tamafio alar inter e intraespecifica en
individuos de las dos provincias.

3.6.2.2. Determinar la variabilidad de la conformacion (forma) alar inter e
intraespecifica en individuos de las dos provincias.

3.6.2.3.  Determinar como la variacion de la forma esta influenciada por la
variacion del tamano alar dentro de cada especie con respecto a su

distribucion geografica.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. AREA DE ESTUDIO

Este trabajo se realiz6 con muestras provenientes de dos provincias previamente
colectadas y almacenadas en el CISeAL. En Esmeraldas (ESM) las localidades de muestreo
fueron: Union de Atacames (ATA), Las Golondrinas (GOL), Limones (LIM), Muisne (MUI)
y San Lorenzo (SAN). En El Oro (ORO) las localidades de muestreo fueron: Barbones
(BAR), Los Angeles (LA), Huaquillas (HUA) (Figura 1).

4.1.1. PROVINCIA DE ESMERALDAS

Esmeraldas (ESM) es una provincia costera septentrional del Ecuador localizada en
la frontera con Colombia. Estd compuesta, en su gran mayoria, por bosque siempreverde del
Chocd, bosque seco tropical y manglar con clima himedo a hiperhumedo (MAE, 2013). La
estacion lluviosa se extiende de diciembre a mayo con un promedio de 1000 mm de
precipitacion. Mientras que, la estacion seca, influenciada por la corriente calida ecuatorial,
es corta y ocurre alrededor del mes de noviembre. La provincia reporta una temperatura
promedio de 26°C a lo largo del afio (Jorgensen y Leon-Y anez, 1999; Hernandez, 2005).

Esta provincia se encuentra dentro de las zonas de riesgo epidemioldgico para la
malaria en el Ecuador, donde alrededor de 534 mil personas son vulnerables a la transmisioén
de esta enfermedad (MSP, 2018). En lo que lleva del afio 2018, se han reportado 34 de 535
casos de malaria a nivel nacional, de los cuales el 100% fueron reportados para San Lorenzo
(MSP, 2018). La ubicacion geografica de las localidades y el nimero de muestras analizadas

en este estudio se encuentran detallados en la Tabla 1.

4.1.2. PROVINCIA DE EL ORO

El Oro (ORO) es una provincia costera meridional del Ecuador localizada en la
frontera con Pert. Estd compuesta, en gran parte, por bosque deciduo y semideciduo de
tierras bajas y manglar con clima subhimedo y seco (MAE, 2013). La estacion lluviosa se
extiende de diciembre a mayo con un promedio de 300 mm de precipitacion. La estacion

seca estd influenciada por la corriente de Humboldt que hace que sea larga, desde mayo a
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diciembre. Esta provincia reporta una temperatura promedio de 24.9°C a lo largo del ano
(Jorgensen y Leon-Yanez, 1999; Hernandez, F., 2005).

El Oro se encuentra también dentro de las zonas de riesgo epidemiologico para la
malaria dentro del Ecuador, donde alrededor de 600 mil personas son vulnerables a la
transmision (MSP, 2018). Sin embargo, la prevalencia de esta enfermedad ha disminuido
considerablemente durante la ultima década en esta provincia. En lo que lleva del afio 2018,
no se ha reportado casos de malaria (MSP, 2018). La ubicacion geografica de las localidades

y el nimero de muestras analizadas en este estudio se encuentran detallados en la Tabla 1.

4.2. SELECCION DE MUESTRAS PARA ANALISIS

Este trabajo se realizd con colecciones almacenadas en seco en el Centro de
Investigacion para la Salud en América Latina (CISeAL) las cuales fueron colectadas en el
afno 2012. Se selecciond muestras cuya identificacion taxondmica fue realizada con claves
morfoldgicas y, luego confirmada por técnicas moleculares. Se analizé 102 individuos de
An. albimanus colectados en Esmeraldas y 49 en El Oro, mientras que de 4An. calderoni se
analiz6 19 individuos de Esmeraldas y 28 individuos de El Oro, respectivamente (Tabla 1).
Para el andlisis, se trabajo unicamente con las alas izquierda de los mosquitos hembras

adultos.

4.2.1. PREPARACION DE MUESTRAS

Debido al modo de almacenamiento, los tejidos de las muestras eran fragiles y poco
elasticos. Para evitar la ruptura de su estructura y para facilitar la diseccion de sus alas, se
procedid a realizar un proceso de suavizacion. Para ello, se colocaron los individuos en tubos
individuales, sobre una gradilla de espuma flex, dentro de una cdmara hermética con arena
blanca durante 4 horas. Posteriormente, se extrajo el ala izquierda desde la base en el torax.
Este proceso se realizd con pinzas entomoldgicas de puntas afiladas y placas portaobjetos

de vidrio con el codigo correspondiente a la identificacion del individuo.

4.2.1.1. SOLUCION DE MONTAJE HOYER

La solucion Hoyer es un medio que ha sido ampliamente utilizado por entomologos,
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acar6logos e incluso por botdnicos y micologos. Este medio se caracteriza por limpiar el
tejido blando y mejorar la visibilidad de los objetos debido a su alto indice de refraccion.
Ademas, su durabilidad es reconocida pues diversos ejemplares se han conservado durante
mas de veinte afos en el Museo Nacional de los Estados Unidos sin deterioro (Anderson,
1954). El medio se prepard siguiendo el protocolo descrito en de Cold Spring Harbor
Protocols (2011) calculando las cantidades para el volumen de muestra deseado. En vaso de
precipitacion con 25 ml de agua destilada se agregd 15g de goma ardbiga y se calent6 a
60°C, con agitacion constante, durante 1 hora. Posteriormente, se agregé 100g de hidrato
de cloral. Una vez que se disolvio por completo, se agregd 10g de glicerol. Finalmente, se

almacen¢ la solucion a temperatura ambiente en un recipiente herméticamente cerrado.

4.2.1.2. ESTANDARIZACION DEL PROTOCOLO DE MONTAJE DE
ALAS

Los anofelinos estan caracterizados por poseer abundantes escamas coloridas en sus
alas (Gonzdlez y Carrejo, 2009). Varios autores recomiendan la remocion de estas, ya que
los puntos oscuros y las escamas pueden sesgar la exactitud con que se digitalizan los puntos
de referencia. Por tanto, una visualizacion nitida de las venas y de sus intersecciones mejora
la captura de su geometria, y reduce el margen de error para los analisis morfométricos
(Lorenz y Suesdek, 2013; Roggero & Passerin d’Entreves, 2005; Motoki, Suesdek, Bergo,
& Sallum, 2012).

Antes de iniciar este estudio, se realizd un ensayo para evaluar el efecto de la
presencia/ausencia de escamas sobre la visualizacion de las venas en alas de An. albimanus,
es decir se midio la capacidad de comparar la variacion fenotipica alar para determinar la
mejor técnica de preparacion de las alas (Figura 2). Para este ensayo, las “alas con escamas”
de 30 individuos fueron fotografiadas y digitalizadas. Posteriormente, estas mismas alas
fueron sometidas a remocién mecdnica. La remocion de escamas se realizd6 mediante la
extraccion mecanica con un pincel humedo fino y agujas de microdiseccion. El proceso se
realizo sobre una placa Petri bajo un estereoscopio, lo cual requiere una manipulacion sutil
de los instrumentos para evitar la ruptura de las alas que puede romperse con facilidad. Las
alas tratadas se transfirieron a nuevos portaobjetos y se afiadié una gota de solucién Hoyer.

Posteriormente, la muestra fue cubierta con un cubreobjetos (evitando la formacion de
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burbujas de aire). Esto se dejé secar a temperatura ambiente por aproximadamente 6 dias.
Las ““alas sin escamas” fueron fotografiadas y digitalizadas. Para determinar el error de
medicion dentro cada tratamiento y entre tratamientos se realiz6 la digitalizacion de cada ala
se realizd cuatro veces (dos veces para cada preparacion “con escamas” y “sin escamas”).
La estimacion del error fue medida con el valor de repetibilidad para el tamafio (Arnqvist y
Martinson, 1998); y con la varianza de Procrustes para la forma alar (Klingenberg y Mc
Intyre, 1998). Los analisis estadisticos evaluaron la precision (repetibilidad) y exactitud (al

eliminar el error de medicion) del método de preparacion del material de estudio.

4.2.1.3. FOTOGRAFIA DE LAS MUESTRAS

Cada ala se fotografio utilizando el software Infinity Analyze (version 6.5.1)
conectado a la camara Carl Zeiss Stemi SV6 (Zeiss, Alemania) acoplada a un estereoscopio.
En cada foto se realizo un ajuste de la escala. Las fotos que presentaron alas completas y con

una clara definicion de la nervadura fueron seleccionadas para el andlisis.

4.2.2. DATOS METRICOS

4.2.2.1. MANEJO DEL SOFWARE CLIC (VERSION 98)

The CLIC Package es un software libre bajo licencia GPL, disponible en http://xyom-
clic.eu/. Las siglas “CLIC” corresponden al inglés Collecting Landmarks for Identification
and Characterization. Este programa ha sido ampliamente utilizado para el analisis tanto de
morfometria tradicional y geométrica en el area de la entomologia médica. Estd compuesto
por ocho moddulos, pero para el presente estudio solo se utilizo los seis que se describen a
continuacion:

COO (Colecta de coordenadas): moddulo disefiado para digitalizar landmarks,
semilandmarks y pseudolandmarks, permite una digitalizacion manual, rapida y precisa.

MOG (Morfometria Geométrica): modulo disefiado para procesar un estudio basado
en landmarks y semilandmarks; permite visualizar los diferentes pasos de una superposicion
de Procrustes: traslacion, escalamiento, y rotacion.

TET (Tabla Espacios Tabulaciones): médulo disefiado para editar, convertir o

calcular datos y posee las funciones “concatenate by rows” para unir archivos de datos por
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filas; y la funcion “scale” para corregir la escala de las imagenes.

VAR (Variable): modulo disefiado para analizar la variacion de tamafio y su
significacion, permite calcular el error de medicion.

PAD (Permutaciones, Analisis Discriminante): modulo disefiado para realizar la
permutacion aleatoria de individuos entre grupos para probar la significancia de cada
distancia de Mahalanobis en pares. Reclasifica individuos, con y sin validacion cruzada, y
se pueden introducir datos complementarios.

COV (Covarianza): médulo disefiado para realizar varias operaciones multivariadas
basicas o especializadas como el andlisis de componentes principales (PCA), deformaciones
parciales (PW), modelo alométrico de diferentes curvas comunes (MANCOVA), disparidad
métrica (MD), entre otros (Kitthawee y Dujardin, 2016).

4.2.2.2. DIGITALIZACION DE PUNTOS DE REFERENCIA

Se digitalizaron 13 puntos de referencia (landmarks) en cada ala utilizando el modulo
COO v98. Estos puntos se encuentran localizados en los sitios de union de las nervaduras de
las alas (interseccion entre venas) y en la interseccion entre las venas y el borde del ala, lo

que se ilustra en la Figura 3.

4.2.2.3. ANALISIS GENERALIZADO DE PROCRUSTES

El Analisis Generalizado de Procrustes (GPA por sus siglas en inglés) es una
superposicion que minimiza la diferencia entre los puntos de referencia equivalentes de dos
o mas figuras a comparar (Zelditch, Swiderski, Sheets y Fink, 2004¢). Consiste en tres pasos:
(9) el centroide de cada configuracion de puntos se traslada al origen, (i7) se escalan las
configuraciones segun el tamafio centroide (CS) y (iii) se rotan las configuraciones (Adams,
Rohlf y Slice, 2004; Dujardin y Slice, 2007). Como resultado, se generan coordenadas
residuales que son proyectadas en el plano Euclidiano (espacio tangencial lineal) (Zelditch,
Swiderski, Sheets y Fink, 2004¢). Esto permite visualizar la diferencia entre configuraciones
y realizar los analisis multivariados por la separacion de las variables de tamafo y forma
(Bookstein, 1990; Dujardin y Slice, 2007; Zelditch, Swiderski, Sheets y Fink, 2004¢). Este

proceso se realizo en el médulo MOG v98.
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4.3. ANALISIS ESTADISTICOS

Los andlisis estadisticos se realizaron a partir de los datos generados como
coordenadas después de la digitalizacion de los puntos de referencia. Antes de analizar los
datos, estos fueron concatenados (unidos ordenadamente en un solo archivo) y escalados

(correcciones de escala) en el modulo TET.

4.3.1. CALCULO DEL ERROR DE MEDICION

Previo al analisis de las muestras, en el modulo VAR, se realiz6 el calculo del error
de medicion en base a un andlisis de repetibilidad con 60 alas (30 alas por especie), donde
se evaluo la precision con la cual una persona es capaz de marcar los puntos en el mismo
lugar, repetidas veces. Para esto, se eligi6 las muestras al azar sin repeticion. Dichas muestras
se digitalizaron dos veces para comparar la informacién de sus coordenadas. El céalculo de
la repetibilidad fue hecho mediante un ANOVA en el mdédulo VAR v98 lo que permite
evaluar la precision con la cual se pueden digitalizar los diferentes puntos de referencia,

calculo de la repetibilidad.

4.3.2. ANALISIS DE TAMANO

El tamafio alar fue comparado entre especies, provincias y localidades de cada
provincia. Esto se realizé en el modulo VAR y consistieron en calcular los valores de la
media ( y), la desviacion estandar (SD) y la varianza (c?) del tamafio centroide para las
especies, provincias y comunidades. El tamafio centroide o centroid size (CS, por sus siglas
en inglés), es una medida de la escala geométrica. Corresponde a la raiz cuadrada de las
distancias cuadradas sumadas de cada punto de referencia, desde el centroide de la
configuracion del punto de referencia (Zelditch, Swiderski, Sheets y Fink, 2004b).

La significacion estadistica se determind mediante la prueba no-paramétrica de
permutaciones (1000 ciclos) corregida con Bonferroni. Esta correccion es un ajuste del valor
de p, que se emplea cuando se realizan comparaciones multiples (Zelditch, Swiderski, Sheets
y Fink, 2004c). La correccion de Bonferroni se realiz6 en el paquete “stats” del software
RStudio v.1.0.153 (disponible gratuitamente en https://www.rstudio.com).

Para las comparaciones a nivel de localidad de muestreo, se excluy6 al individuo de
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An. calderoni colectado en Las Golondrinas ya que el andlisis no acepta grupos tan

pequenos.

4.3.3. ANALISIS DE CONFORMACION (FORMA)

Al igual que en los andlisis de tamaio, la forma alar fue comparada entre especies,
provincias y localidades de cada provincia. Dichos andlisis se realizaron en el modulo PAD.
Con los datos de forma se realizé un Andlisis de Componentes Principales (PCA). Este
analisis aplica una técnica de proyeccion y rotacion de datos que resume la mayor parte de
la variabilidad en los datos y permite observar patrones y clasteres en pantallas para obtener
una idea de las variables influyentes y asociadas que dan lugar a estas pantallas (Rohlf y
Marcus,1993).

Posteriormente, los componentes mas representativos del PCA fueron sometidos a
un analisis discriminante (DA). Este anélisis permite examinar la estructura de un grupo de
datos y diferenciar entre grupos (Klingenberg, 2013). Asimismo, encuentra
transformaciones lineales de los datos que maximizan la variaciéon entre los grupos en
relacion con la variacion agrupada dentro del grupo. La variacion entre los grupos se expresa
en relacion con la matriz de covarianzas dentro del grupo (Lorenz et al., 2017).

Se calcularon las distancias de Mahalanobis (D?) y su significacion estadistica
mediante una prueba no-paramétrica de permutaciones (1000 ciclos) corregida por
Bonferroni, lo que evita la sobreestimacion del valor de p (Wilke, 2016). Las D? son las
distancias generalizadas que consideran la varianza, la correlacion de variables dentro de los
grupos definidos a priori y las distancias de medicion entre puntos (Lorenz et al., 2017).

Posteriormente, cada individuo fue reclasificado utilizando la prueba de
reclasificacion validada (CCC) en el modulo PAD. En MG, la reclasificacion validada es
también conocida como cross-validated reclassification o Cross Checked Classification
(CCC, por sus siglas en inglés). Se trata de la herramienta donde al tomar una muestra, un
espécimen se deja de lado y todos los otros (N-1) se usan para estimar las D?. La muestra
omitida se trata como desconocida y se predice su pertenencia a un grupo. El procedimiento
permite evaluar el rendimiento del modelo y se repite para todas las muestras, dejando
secuencialmente cada una de ellas fuera del analisis y estimando las distancias de las otras
para luego predecir la pertenencia al grupo de la muestra omitida (Strauss, 2001).

Ademas, las D? fueron utilizadas para construir un arbol UPGMA, analisis que
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considero las provincias y las localidades de muestreo de cada especie. El diagrama de
UPGMA o unweighted pair group method with arithmetic mean es un analisis de
conglomerados simple, y emplea la agrupacion secuencial para construir un cladograma
enraizado (Choudhuri, 2014). El UPGMA fue construido usando el paquete “ape” del
software RStudio v.1.0.153 (Paradis et al. 2004).

Se calculd la disparidad métrica para estimar la varianza de la forma y asi poder
examinar el rango de variacion fenotipica. Se trata de una medida de la variedad de formas

en una muestra (Jirakanjanakit, 2007).

4.3.4. ANALISIS DEL EFECTO ALOMETRICO

El efecto de la variacion de tamafio alar sobre la variacion de su forma fue evaluado
entre las especies y entre las provincias. Se utiliz6 el modulo COV donde se aplica una
regresion lineal multivariante de la primera funcion discriminante (CV1) (variable de forma)
frente a la variaciéon de tamafio (Jirakanjanakit, 2007). Las variables de forma fueron
representadas en el eje Y o variable dependiente; y de tamafio, en el eje X o variable
independiente. La significancia estadistica se estimé mediante la prueba de ¢ de Student para

muestras independientes.
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5. RESULTADOS

5.1. INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE ESCAMAS EN LA
MORFOMETRIA ALAR

La digitalizacion de puntos de referencia, al retirar las escamas, mejoro la
repetibilidad en la determinacion del tamano de 81% a 99%, mientras que, para la forma este
cambio no fue tan marcado (de 86% a 87%). Por tanto, la mayor repetibilidad tanto para el
tamafio como para la forma se obtuvo al quitar las escamas. Al comparar entre tratamientos,
se observa que la repetibilidad fue menor (75% para el tamafio y 67% para la conformacion)
y que aumenté el error de medicion (Tabla 2). Consecuentemente, todas las alas fueron

tratadas de la misma manera para los analisis, con la remocidén mecanica de escamas.

5.2. ERROR DE MEDICION

El analisis de repetibilidad de la digitalizacion de los puntos de referencia de las alas
mostrd un porcentaje de error de medicién de 0.06% para el tamafio y 3.86% para la
conformacién en An. albimanus. Mientras que para An. calderoni fue de 0.17% y 4.43%,
para tamafio y conformacion, respectivamente. Estos porcentajes de error estdn dentro del

rango esperado para el andlisis de alas.

5.3. ANALISIS DEL TAMANO

5.3.1. CARACTERISTICAS DE TAMANO ALAR INTERESPECIFICO Y
ENTRE PROVINCIAS

El analisis del tamafo alar entre ambas especies mostro que An. calderoni (3.92 +0.171
mm) presenta alas significativamente mas grandes que An. albimanus (3.19 = 0.206 mm)
(p<0.01) (Figura 4, Tabla 3, Tabla 4). La mayor varianza (62) se encontr6 en An. albimanus
(0.0423 mm), aunque dicha medida no fue significativamente diferente a la de An. calderoni
(0.296 mm, p= 0.085) (Tabla 3, Tabla 4).

Dentro de cada especie, al comparar el tamafio alar de los individuos entre las provincias
no se encontrd diferencias significativas (Tabla 3, Tabla 4). En An. albimanus se observé
que los individuos de El Oro tienden a presentar mayor tamafio alar y varianza que los

individuos de Esmeraldas (Figura 4, Tabla 3), sin embargo, estos valores no fueron
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estadisticamente significativos (p> 0.05). En An. calderoni, la diferencia en tamaio y

varianza entre provincias fue menos marcada y no present6 diferencias (p> 0.05) (Tabla 3,

Tabla 4).

5.3.2. CARACTERISTICAS DE TAMANO ALAR INTRAESPECIFICO

5.3.2.1. ANALISIS DE TAMANO ALAR EN Anopheles albimanus

En ESM, la localidad con los individuos de tamafo alar mas pequetio fue MUI (3.11
+ 0.175 mm), mientras que los de mayor tamafio alar fueron de SAN (3.23 £ 0.110 mm). En
ORO, los mas pequetios fueron de HUA (3.12 £+ 0.236 mm), mientras que los individuos de
LA presentaron alas de mayor tamafio (3.38 £ 0.198 mm) (Figura 5, Tabla 5). Se observo
diferencias estadisticamente significativas entre LA (individuos de tamafio alar mas grande)
y MUI (p= 0.00) y HUA (p= 0.03) (individuos de tamafio alar mas pequefio) (Tabla 5, Tabla
6).

Respecto a la varianza, en ESM, SAN present6 la menor varianza (0.0122 mm) entre
sus individuos y LIM la mayor varianza (0.0527 mm) (Tabla 5); mientras que, en ORO, LA
present6 la menor varianza (0.0392 mm) y HUA presentd la mayor varianza (0.0558 mm).
La diferencia entre dichas medidas no fue estadisticamente significativa (p> 0.05) (Tabla 5,

Tabla 6).

5.3.2.2. ANALISIS DE TAMANO EN Anopheles calderoni

En ESM, Ia localidad con los individuos de tamafio alar més pequeiio fue SAN (3.88
+ 0.149 mm), mientras que los de mayor tamano alar fueron de ATA (4.06 £ 0.192 mm). Al
comparar estos grupos se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa (p= 0.05). En
ORO, los mas pequefios fueron BAR y HUA (3.90 £ 0.246 mm y 3.90 £ 0.161 mm
respectivamente) y los mas grandes fueron de LA (3.38 £ 0.198 mm) (Figura 6, Tabla 5,
Tabla 7). Sin embargo, estas comparaciones no indicaron diferencias estadisticamente
significativas (p> 0.05) (Tabla 5, Tabla 7).

Respecto a la varianza, en ESM, SAN present6 la menor varianza (0.0221 mm) entre

sus individuos y ATA la mayor varianza (0.0370 mm); mientras que, en ORO, LA presento
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la menor varianza (0.0135 mm) y BAR presentd la mayor varianza (0.0605 mm). La

diferencia entre dichas medidas no fue significativa (p> 0.05) (Tabla 5, Tabla 7).

5.4. ANALISIS DE LA CONFORMACION (FORMA)

5.4.1. FORMA ALAR INTERESPECIFICA Y ENTRE PROVINCIAS

El andlisis de forma alar entre ambas especies, mediante la superposicion de
Procrustes, mostrd diferencias visibles especialmente en los puntos 2, 3, 6, 12, 13, es decir
en las intersecciones de las venas Medial, Cubital y Radial (Figura 7a). Mientras que la
comparacion de la forma alar entre los individuos de ESM y ORO en An. albimanus (Figura
7b) y en An. calderoni (Figura 7c) no expuso diferencias visibles. La superposicion de
Procrustes de los objetos promedio de las dos provincias coincidié casi perfectamente en
todos los puntos en ambas especies.

Se observo que al comparar las distancias de Mahalanobis entre An. albimanus 'y An.
calderoni estas eran superiores a 9, lo cual demostrd diferencias significativas (p<0.001)
(Tabla 8), ratificando las diferencias entre especies del analisis de superposicion de
Procrustes. Por otro lado, al comparar entre provincias se observd que las distancias de
Mahalanobis entre ESM y ORO de A4n. albimanus y An. calderoni fueron de 1.49 y 1.94,
respectivamente. Unicamente se reportd diferencias significativas en An. albimanus
(p<0.001) (Tabla 8).

Debido a que las distancias de Mahalanobis no son una medida determinante de
diferenciacion, se complement6d con el andlisis discriminante (DA). En este analisis se
determin6 que el factor canénico primero (CV1) explica el 96% de la variacion total y
diferencia principalmente las especies; mientras que el CV2 contribuy6 tan solo en un 2% a
la separacion entre provincias de ambas especies. Es decir, la discriminacion es muy clara
entre An. albimanus y An. calderoni pues los poligonos no se solapan, en tanto que no se
observa una discriminacidn entre poblaciones geograficas, pues sus poligonos muestran un
alto grado de solapamiento (Figura 8).

El analisis de conglomerados UPGMA fue construido en base a las distancias de
Mahalanobis. Para este dendrograma se consideraron las especies, provincias y, ademas, las
localidades de muestreo. Los resultados indican que se forman dos grupos bien
diferenciados, cada uno correspondio a las dos especies en estudio (Figura 9). Sin embargo,

dentro de dichos conglomerados, sus localidades se agrupan indistintamente de su origen
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geografico, es decir en ninguna especie se distingue una estructuracion relacionada con la
provincia o la localidad en donde fueron colectados los individuos.

La reclasificacion validada de la conformacion alar entre An. albimanus y An.
calderoni fue del 100%, es decir, la forma alar de ambas especies es claramente diferente.
Para An. albimanus se reclasifico correctamente el 70% de los individuos de ESM y el 67%
de los individuos de ORO (Tabla 9). Mientras que para An. calderoni la reclasificacion fue
de 68% y 64%, respectivamente. Esto quiere decir que, en ambos casos, aproximadamente
el 30% de individuos restantes en cada grupo no pudieron ser asignados, ni como individuos
de ESM ni de ORO, ya que comparten caracteristicas de forma alar muy similares. En la
Figura 10, este resultado se representa por el area de interseccion entre los poligonos.

La variacion de la forma alar fue calculada con la disparidad métrica (Tabla 9). El
valor mas alto fue para An. albimanus (MD= 0.00046) indicando que sus individuos poseen
alas cuya variedad de forma se distribuye en un rango mas amplio. Sin embargo, dicho valor
no fue significativamente diferente al calculado para An. calderoni. Es decir, no se observo
diferencias significativas en la disparidad métrica entre especies. Adicionalmente, no se
encontrd diferencias significativas al comparar las poblaciones de ESM y ORO dentro de

An. albimanus y An. calderoni (Tabla 9, Tabla 10).

5.4.2. FORMA ALAR INTRAESPECIFICA

5.4.2.1. ANALISIS DE FORMA EN Anopheles albimanus

El analisis de conformaciéon mediante la superposicion de Procustes muestra
diferencias visibles entre las localidades de muestreo dentro de ESM pues se observa la
superposicion imperfecta en los puntos 1, 2, 13 (Figura 10a); mientras que en ORO las
diferencias fueron imperceptibles (Figura 10b), es decir, la superposicion de Procrustes de
los objetos promedio de cada grupo coincide.

Las distancias de Mahalanobis demostraron que estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas entre localidades de muestreo (Tabla 11). La menor distancia
(0.27) se observo entre las comunidades de LA (ORO) y BAR (ORO), mientras que la mayor
distancia (1.63) se encontré entre SAN (ESM) y MUI (ESM) (Tabla 11) pero dichas medidas

no fueron estadisticamente significativas.
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En el DA, el CV1 contribuy6 en un 41% a la variacion total y el CV2 en 31% (Figura
11). En ninguno de ejes se observa un agrupamiento claro entre localidades dentro de la
misma provincia e incluso entre provincias (Figura 11). Sin embargo, los datos de la media
muestran un ligero agrupamiento de las localidades de ESM y de ORO, con excepcion de
GOL (ESM) cuyo poligono en la figura, se ubicdé mas cercano a las localidades del ORO
que a las de ESM (Figura 11).

5.4.2.2. ANALISIS DE FORMA EN Anopheles calderoni

En An. calderoni se observd que, al comparar la forma del ala en un esquema, se
reconocieron ligeras incongruencias en la superposicion de Procrustes de los objetos
promedio de cada localidad de muestreo (Figura 12). Los puntos de divergencia que se
reconocen a simple vista en ESM son: 1, 2, 13 (Figura 12a), y en ORO: 1, 5, 6, 12 (Figura
12b).

Las distancias de Mahalanobis demostraron que estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas entre las localidades de muestreo (Tabla 11). La menor
distancia (0.22) se observo entre las comunidades de SAN (ESM) y BAR (ORO), mientras
que la mayor distancia (1.43) se encontr6 entre ATA (ESM) y LA (ORO) (Tabla 11).

En el DA se observo que el CV1 contribuy6 en un 61% a la variacion total y el CV2
en un 34% (Figura 13). Sin embargo, no se reconoce ninguna tendencia de agrupacion
conforme a su origen geografico ya que hay solapamiento de los poligonos y el centroide se

distribuye indistintamente en el diagrama (Figura 13).

5.5. ANALISIS DEL EFECTO ALOMETRICO

El andlisis mostr6 un efecto altamente significativo (65%, p= 0.000) de la variacién
del tamaio del ala sobre la variacion su forma. Es decir, que durante el reconocimiento entre
An. albimanus y An. calderoni, la variacion del tamano alar influy¢ significativamente sobre
la forma en la discriminacion de los individuos. En cuanto a la comparacion entre provincias,
se encontro significacion estadistica para la alometria de An. albimanus (3%, p=0.009), pero

no para An. calderoni (1%, p=0.253) (Figura 14).



29

6. DISCUSION

El género Anopheles es probablemente uno de los géneros mejores estudiados entre
los grupos de insectos de importancia médica (Garros y Dujardin, 2013). Los dipteros, en
general, representan un organismo modelo para estudiar los cambios fenotipicos inducidos
por el medio ambiente (Alves, 2016). Se conoce que varias especies presentan variaciones
en los rasgos morfologicos (tamafio y forma alar) que estan relacionados con la aptitud fisica
del individuo. Dichas variaciones se correlacionan con las presiones selectivas locales,
principalmente la seleccion térmica (Alves, 2016). Sin embargo, esto podria estar sesgado
hacia grupos de importancia médica y veterinaria (Alves, 2016). En estudios de morfometria
geométrica, la forma corresponde a las coordenadas X y Y de los puntos de referencia y es
la posicion relativa de los puntos anatomicos del ala. Por otro lado, el estimador de tamafio
corresponde a una sola variable (Garros y Dujardin, 2013). La forma del ala se ha utilizado
como un indicador de la discriminacién entre grupos y permite detectar diferencias
interespecificas, como la estructura de la poblacion en algunas especies (Garros y Dujardin,
2013). En cambio, el tamafio del ala es importante para realizar la discriminacion entre
especies, ya que el tamafio es una caracteristica importante para la clasificacion taxonémica
(Garros y Dujardin, 2013).

En Ecuador, el presente trabajo representa un estudio pionero de la morfometria
geométrica alar en el género Anopheles. Nuestros resultados aportan con nueva informacion
de dos especies de relevancia epidemioldgica para el pais. Ademads, constatan la eficiencia
de la técnica para distinguir especies perfectamente y reconocer su variacion fenotipica a

nivel de la geometria alar.

6.1. INFLUENCIA DE PRESENCIA DE ESCAMAS EN LA TOMA DE DATOS
PARA MORFOMETRIA ALAR

En el proceso de preparacion de las alas de los mosquitos se constatod que las escamas
en las alas impiden la visualizacion completa de las venas. La limpieza alar parcial (remocion
de escamas) permiti6 la visualizacidon clara de venas y contornos y mejord la precision y
exactitud al marcar los puntos de referencia. Los andlisis estadisticos demostraron que la
remocidn tiene un impacto positivo en la repetibilidad tanto del tamafio como de la forma,

aunque en esta ultima, el impacto fue menos representativo. Debido a ello, se recomienda la
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remocion de las escamas como un paso previo al montaje en los estudios con alas de

Anopheles.

6.2. ERROR DE MEDICION

Los resultados de este analisis mostraron un bajo porcentaje de error en la
digitalizacion de los puntos de referencia. Estos errores podrian estar asociados a factores
intrinsecos como claridad de la venacidén, mayor presencia de escamas, o patrones de
coloracion oscuros en zonas de marca de puntos de referencia. Estudios previos han
demostrado que algunas especies tienen alas con manchas oscuras o muchas escamas que
pueden dificultar ver los puntos de referencia (Lorenz et al., 2017). Sin embargo, estos
errores también son comunes debido a los dafios causados por las pinzas, el pincel o durante
el protocolo de montaje. Otros estudios que han aplicado la misma técnica también han
experimentado un alto porcentaje de pérdida de muestras, ya que la eliminacion de las
escamas con el cepillo significa un tratamiento mas agresivo (Lorenz y Suesdek, 2013). En
este estudio hubo una disminucién en el nimero de muestras consideradas para el analisis;
sin embargo, las pruebas de medicion demuestran un bajo porcentaje de error y, por lo tanto,
garantizan una buena repetibilidad en los puntos de referencia, tal como se ha demostrado
en estudios previos en los que la eliminacidon mecanica de las escamas fue eficaz para

mejorar la visualizacidon de los puntos de referencia (Lorenz y Suesdek, 2013).

6.3. TAMANO ALAR

Los resultados encontrados en el presente estudio indicaron que An. albimanus
presenta alas significativamente mas pequetias que An. calderoni. La diferencia de tamafio
entre ambas especies concuerda con un estudio previo que discrimina especies de Anopheles
neotropicales basado en caracteres morfométricos y moleculares. Los resultados de este
estudio indicaron que las especies del subgénero Anopheles (al que pertenece An. calderoni)
eran mas grandes que las de los subgéneros Nyssorhynchus (al que pertenece An. albimanus)
(Goémez y Correa, 2017).

Las especies del subgénero Nyssorhynchus (An. albimanus) son consideradas como
los vectores mas importantes para la transmision de malaria en el neotrdpico (Calle et al.,
2002). El analisis del tamafio alar de esta especie no mostr6 diferencias significativas entre

los individuos del ESM y ORO. Estos resultados concuerdan con reportes previos que
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indican que An. albimanus es morfologicamente muy constante a lo largo de su rango de
distribucion (Faran, 1980). Ademas, en estudios recientes en Colombia no se encontraron
diferencias entre individuos de diferentes eco-regiones; aunque se reportd que el tamafio del
ala estaria influenciado por la elevacion y la humedad relativa (Gomez et al., 2013). En el
caso de los individuos analizados en este estudio, no se encontraron diferencias a pesar de
que hay una variacion de altura entre las localidades de ESM (8-220 msnm) y ORO (4-9
msnm), y aunque la humedad relativa en ambas zonas es similar (80%) (INAMHI, 2015).
Anopheles calderoni es una especie con distribucion restringida a Colombia, Ecuador
y Pert, de lo que se tiene conocimiento. En Ecuador, hay pocos registros de esta especie
(Gonzélez et al., 2010); sin embargo, en Pert es considerado un vector de importancia local
en el occidente y en Colombia es un vector potencial (Rodriguez-Zabala et al., 2016). Un
estudio previo de la morfometria de esta especie mostrd diferencias significativas entre
individuos de alta montafa, en comparacion con individuos de la costa pacifica (Rodriguez-
Zabala et al., 2016). En el presente estudio no se vieron diferencias significativas de tamafio
entre los individuos de ESM y ORO, lo que es consistente con el reporte previo, ya que todos
los individuos analizados fueron colectados en zonas bajas (4-220 msnm).
A nivel intraespecifico, no se observaron diferencias significativas entre de los individuos
de ESM y ORO para An. calderoni. Sin embargo, al comparar los individuos de cada
localidad se encontré que en An. albimanus los individuos de LA (ORO) presentan alas
significativamente mas grandes con respecto a HUA (ORO) (a pesar de que son localidades
geograficamente cercanas: £70 km), y a MUI (ESM) (+ 600 km). Dado que el tamafio alar
esta relacionado con las adaptaciones ambientales, ecologicamente, una de las posibles
razones por las que se observa estas diferencias pudiese estar relacionado con la competencia
por la explotacion de diversos nichos. Se conoce que An. albimanus es una especie
predominantemente antropofilica; por el contrario, An. calderoni posee un comportamiento
antropofilico, pero no es especifico, es decir que no se alimentan exclusivamente de sangre
de humanos, sino que también de otros vertebrados (Naranjo-Diaz, Altamiranda, Luckhart,
Conn, y Correa, 2014). El tamafio de muestra de este estudio podria influenciar estos

resultados y se requeriria incrementar el n para determinar si esta tendencia se mantiene.

6.4. CONFORMACION ALAR

Los resultados encontrados con el presente estudio indicaron que la forma alar de An.

albimanus presenta diferencias significativas con respecto a An. calderoni. Estos resultados
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son corroborados con los analisis de las distancias de Mahalanobis, DA y UPGMA. Esto es
un resultado esperado ya que ambas especies estan taxonomicamente bien diferenciadas y
se encuentran filogenéticamente alejadas; incluso se las clasifica en subgéneros distintos
(Anopheles y Nyssorhynchus respectivamente) (Arregui et al., 2015; Gonzélez et al., 2010).
El uso de la morfometria alar para distinguir especies puede ser una herramienta muy util
para una identificacion inicial de especies, cuando la cantidad de muestras es alta y se trabaja
en zonas en las que hay varias especies (incluso especies cercanamente relacionadas).

Para An. albimanus no se encontrd diferencias significativas de conformacion alar
relacionado con las provincias. Si bien, la superposicion de Procustes muestra algunos
puntos que no se superponen perfectamente entre si, se debe considerar que estos esquemas
permiten comparar configuraciones, no obstante, no proporcionan un valor que determine
su significacion estadistica. Adicionalmente, las distancias de Mahalanobis detectaron
divergencias a nivel estadistico entre las provincias, sin embargo, estas no son una medida
determinante de diferenciacion y necesitan ser complementadas con analisis
estadisticamente mas robustos. Al apoyarse en otros andlisis no se observa que se mantenga
dicha separacion por lo que se considera que no hay diferencias. En el UPGMA la
agrupacion de las localidades no se relaciond con su provincia de origen. Un dato atipico
corresponde a la informacion del DA en la que el tamafio centroide de los individuos de
GOL (ESM) aparece agrupado con los individuos de El Oro. Sin embargo, hay que
considerar que en este andlisis el CV1 tnicamente explica el 41% de la separacion de las
poblaciones (Figura 11), por lo que no se considera una diferencia significativa. Estos
resultados son congruentes con estudios previos que realizaron el analisis de conformacion
de alas de An. albimanus en Colombia (Gomez et al., 2013) en la que se reporta una baja
estructuracion poblacional y no se observa una diferenciacion en la poblacion que esté
definida por el origen geografico, y, por tanto, se considera a An. albimanus como una
poblacién panmitica (Gomez et al., 2013). No obstante, se recomienda profundizar el analisis
de datos para esta especie, posiblemente ampliando el rango geografico con localidades de
colecta a lo largo de la region costa.

Para An. calderoni se observa la misma tendencia con los datos de la distancia de
Mahalanobis. El anélisis de DA nos indica que el CV1 explica el 61% de la separacion con
relacion a origen geografico. Ademads, el centroide de los poligonos de cada grupo se
encuentra cercanos entre si, por lo que no se puede inferir una separacion relacionada con el
origen geografico, y efectivamente, confirma la ausencia de estructuracion en esta poblacion.

Estos resultados concuerdan con un estudio previo en An. calderoni en el que se reporta una
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baja diferenciacion en las caracteristicas morfométricas, lo que indica un constante flujo
entre poblaciones (Rodriguez-Zabala et al., 2016).

En el andlisis del esquema de la forma del ala, representada por la superposicion de
Procrustes de los objetos promedio de la configuracion de puntos de referencia digitalizados,
se evidenci6 solapamiento imperfecto en algunos de los puntos, para las provincias de ambas
especies. Sin embargo, este tipo de esquemas no proporcionan un valor que determine su
significacion estadistica, sino que permiten hacer una primera observacion para examinar el
aporte de los puntos tomados. Se debe considerar que los puntos que presentan solapamiento
no proporcionan mucha informacion pues son constantes ya que cuando las configuraciones
de puntos de referencia se superponen, los grados de libertad se pierden, es decir, la
informacion que no es relevante para la comparacion de las formas (ubicacion, escala y
rotacion) se elimina de las coordenadas (Zelditch, Swiderski, Sheets y Fink, 2004a). De este
modo, es importante tomar en cuenta que algunos puntos de referencia son propensos a error
en una sola dimension, por ejemplo, podria ser facil encontrar su posicion a lo largo del eje
anteroposterior, pero es mas dificil determinar su ubicacion a lo largo del eje dorsoventral
(Zelditch, Swiderski, Sheets y Fink, 2004a). En la actualidad, varios investigadores estan
buscando un método para detectar puntos de referencia automaticamente e identificar muy
rapido especies de culicidos basandose en patrones de venas de las alas; tales métodos ya
existen para otros grupos de organismos (Lorenz et al., 2017). Para capturar mas informacion
de la forma, se recomienda que en futuros estudios se haga pruebas con otra configuracion
de puntos como la del contorno externo del ala, ya que existe evidencia de que los cambios
que se observan en el eje anteroposterior del compartimento distal de las alas de los
mosquitos influyen en la elevacion aerodindmica del ala durante el vuelo (Hidalgo et al.,
2015) y eso podria tener implicaciones en la eficiencia del mosquito para conseguir alimento.

En general, los individuos de An. albimanus fueron mejor reclasificados que los
individuos de A4n. calderoni (69% y 66%, respectivamente). Este es un resultado esperado
ya que los andlisis de conformacion no muestran la formacion de agrupamientos en ambas
especies, por lo que se espera que la reclasificacion no pueda asignarse segun la localidad
de coleccion. Ademas, la interpretacion de este resultado debe hacerse tomando en cuenta el
numero de muestra de cada grupo. Esto puede generar un sesgo, ya que las comparaciones
entre grupos cuando la diferencia del n es grande, limita la informacion real de la especie o
especies en estudio que se puede extraer de las muestras (Cardini y Elton, 2007). Segun,
Cardini y Elton (2007) el tamafio medio, la desviacion estandar del tamaiio y la varianza de

la forma son bastante precisos incluso en muestras relativamente pequefias. Por el contrario,
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las formas y angulos medios entre trayectorias alométricas estdticas se ven fuertemente
afectados por el error de muestreo.

En cuanto a la disparidad métrica, de acuerdo nuestros datos, la variacion de forma
no es significativa entre provincias en ninguna de las especies, es decir que la forma alar
muestra uniformidad en el rango geografico de distribucion. Varios autores proponen que la
disparidad morfoldgica esta bajo la posible influencia del habitat del mosquito, incluso se ha
utilizado la variacion de forma como un indicador de riqueza de especies (Dujardin,
Thongsripong & Henry, 2012). Estudios realizados en otras especies como Aedes aegypti
describe la relacion de las propiedades métricas de las alas con variables climéaticas en donde
la conformacion del ala depende principalmente de las condiciones geograficas y climaticas
del habitat del mosquito, mientras que el tamafo de la hembra cambia principalmente como
respuesta a las condiciones ambientales percibidas durante el desarrollo pre-imaginal
(Morales-Vargas, Ya-Umphan, Phumala-Morales, Komalamisra, & Dujardin, 2010). Sin
embargo, las medidas de disparidad generalmente no consideran la importancia bioldgica de
las variables contribuyentes. Por ejemplo, el que grandes cambios morfolégicos puedan
tener pocas consecuencias biologicas; o el que algunos pequefios cambios que afectan solo
unos pocos detalles morfologicos puedan tener profundas consecuencias para la funcion
(Zelditch, Swiderski, Sheets y Fink, 2004d). Aunque en nuestro estudio no se hayan
considerado variables ambientales, es interesante conocer otros factores por las cuales se ha
observado variacion fenotipica alar. De igual manera, se recomienda incrementar los
estudios morfométricos correlacionando las variaciones métricas con las distintas variables
ambientales de las localidades de muestro, ademas de complementar el estudio con analisis
genéticos usando marcadores moleculares como los microsatélites. La variabilidad
intraespecifica de los mosquitos es un fendmeno que ha sido examinado durante mucho
tiempo, el que se ha visto potenciado por su complementacion con técnicas moleculares. Los
analisis moleculares han sido valiosos para identificar el aislamiento de poblaciones de
vectores en base a las adaptaciones fenotipicas y genotipicas frente a ambientes especificos
y alas diferencias biogeograficas que podrian conducir a la especiacion futura de los mismos
(Gomez et al., 2013; Lorenz et al., 2017).

En general, nuestros resultados podrian indicar que posiblemente no existan barreras
entre los individuos de dichas especies y que exista flujo persistente entre las poblaciones
(Gomez et al., 2013; Lorenz et al., 2017). Es decir, en cada especie, los individuos de ESM
y ORO muestran caracteristicas muy similares en su tamafo y conformacion alar. Es

importante sefialar que estudios en otras especies de Anopheles en Latinoamérica y Europa
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tampoco han detectado una variacioén geografica a nivel de la morfologia alar poblacional en
sus muestras (Vicente et al., 2011; Altamiranda-Saavedra et al., 2017); mientras que, en otras
especies (An. funestus en Africa) se ha mostrado que las poblaciones de mosquitos se
encuentran bajo seleccion natural y que determinantes ambientales afectan a las poblaciones

silvestres (Ayala et al., 2011).

6.5. EFECTO ALOMETRICO

Los resultados encontrados indicaron que el tamafio alar influye en un 65% al
momento de discriminar entre An. albimanus y An. calderoni con relacion a su forma, por
tanto, la variacion de tamafio a nivel de especies es un factor importante en la diferenciacion.
Este resultado concuerda con lo esperado, debido a que ambas especies son
morfologicamente diferenciables y son evolutivamente distintas. Ademads, la variacion
interespecifica del tamafio y de la forma alar podria reflejar la evolucion adaptativa que estas
especies experimentaron para poder vivir en el mismo lugar (Klingenberg y Spence, 1997;
Soto-Vivas et al., 2011). Esto concuerda con lo observado en un estudio sobre la
discriminacion de especies de Anopheles neotropicales, donde se detectd6 un efecto
alométrico significativo del tamafio alar sobre la forma alar entre las especies del
Nyssorhynchus (An. albimanus) y el subgénero Anopheles (An. calderoni) (Gémezy Correa,
2017).

El efecto alométrico fue bajo tanto para An. albimanus (3%) como para An. calderoni
(1%), pero solo en la primera especie dicho valor fue significativo. Esto indicaria que la
variacion del tamafio alar pudiese influir en la variacion de la forma alar al momento de
discriminar los individuos de ESM y de ORO. Se debe tomar en cuenta que el nimero de
muestra es mayor tanto de An. albimanus con respecto a An. calderoni como de ESM con
respecto a ORO (A4n. alb). Esto permite tener un rango de vision mas amplio acerca de las

caracteristicas morfométricas que definen tanto a la provincia como a la especie.

6.6. IMPORTANCIA DE ESTUDIOS DE POBLACIONES Y SU APLICACION
EN LA COMPRENSION DE LA EPIDEMIOLOGIA

A nivel epidemioldgico y del control vectorial, el estudio poblacional de vectores
tiene implicaciones importantes. Los mosquitos se dispersan, encuentran parejas, ponen
huevos y buscan huéspedes en vuelo. Se conoce también que, entre otras de sus funciones,

las alas de los mosquitos les sirven para escapar después de tomar una comida de sangre.
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Para aquello, el mosquito debe ejercer fuerzas lo suficientemente altas como para despegar
llevando una carga aproximadamente igual a su peso corporal. Al mismo tiempo, debe evitar
ser detectado por su huésped al minimizar las sefiales tactiles ejercidas sobre la piel de este
(Bomphrey et al., 2017). Teniendo en cuenta la importancia de las alas en el comportamiento
y la fisiologia de los moquitos, las diferencias también podrian proporcionar informacion
util sobre distribucion. Con nuestro estudio, se da paso al inicio de la generacion de
conocimiento en dichos aspectos, con respecto a especies de Ecuador.

La extensiéon geografica es un rasgo importante del vector, especialmente para hacer
predicciones sobre su relevancia epidemiologica o los costos de un programa de control. Si
una especie se encuentra estructurada en poblaciones en un rago de distribucion geografica,
existe la posibilidad que las medidas de control no tengan el mismo efecto o que se promueva
la creacion y expansion de resistencias a insecticidas (Dujardin, 2008). Por ello, se debe
recalcar que las provincias estudiadas en este trabajo proporcionan informacion interesante
por su ubicacion clave para la prevalencia de la malaria en el pais. La provincia de
Esmeraldas y el departamento limitrofe de Narifio, en Colombia, son provincias costeras y
tropicales. Las regiones estdn conectadas por la carretera Panamericana, lo que resulta en
una importante migracion transfronteriza, especialmente desde Colombia hacia Ecuador.
Los bosques de Esmeraldas representan la extension mas al sur de las selvas tropicales en la
costa del Pacifico de América del Sur. Son uno de los 10 lugares en el mundo con un nimero
particularmente grande de especies endémicas en peligro de extincion y tasas
particularmente altas de deforestacion. Solo las porciones del norte de la provincia, cerca de
la frontera con Colombia, permanecen forestadas (Rudel, 2000). La deforestacion al igual
que el cambio climatico tienen un papel importante en las dinamicas de la malaria estacional
e interanual (Krisher et al., 2016). En los tltimos afios, se pensaba que el motivo de los brotes
en esta provincia se debia a casos importados de Colombia, no obstante, se ha demostrado
que muchas infecciones son submicroscopicas y asintomaticas, lo que lleva a una
subestimacion del numero de individuos infectados. En areas con bajos niveles de
transmision, los casos asintomaticos podrian ser reservorios criticos en el mantenimiento de
la transmision (Saenz et al., 2017). Segtn estudios recientes, se ha observado que en areas
endémicas una proporcion substancial de las poblaciones humanas, tanto con alta o baja
transmision estacional, es portadora de parasitemias asintomaticas. Estas persisten en los
seres humanos en niveles que optimizan la probabilidad de generar densidades de
gametocitos transmisibles sin causar enfermedad, pero con potencial infeccioso (Imwong et

al., 2015).
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La provincia de El Oro y la region limitrofe de Tumbes, en el Peru, son provincias
agricolas costeras y tropicales. Las regiones estdn conectadas por la carretera Panamericana,
lo que resulta en una importante migracion transfronteriza, especialmente desde Pert hacia
Ecuador. La transmision en la provincia de El Oro se ha concentrado histéricamente en las
tierras bajas costeras tropicales, en los cantones de Arenillas y Santa Rosa. La region
fronteriza de la costa norte del Pert es la segunda region mas importante para la transmision
de la malaria de dicho pais, después de la region amazonica. La malaria en esta region se
transmite principalmente por los mosquitos An. albimanus y An. pseudopunctipennis.
(Krisher et al., 2016). Curiosamente, en los tltimos afos los reportes de malaria para esta
provincia son muy bajos, y en lo que lleva del 2018, son nulos (MSP, 2018).

Comprender la estructura poblacional de una especie es util ya que puede revelar
cuando los regimenes de migracion cambiaron en las poblaciones naturales, lo que apunta a
factores ambientales potenciales tales como los cambios climaticos o a fuerzas
microevolutivas tales como mutacion, seleccion natural, deriva genética y flujo genético
(Guillot y Orlando, 2013). En el caso de los vectores de la malaria, la estructura de la
poblacién tiene importantes consecuencias biomédicas cuando varios grupos
subpoblacionales se adaptan localmente a condiciones ambientales particulares, lo que
puede ser de enorme importancia en estudios acerca de la asociacion estadistica entre
variantes genéticas y rasgos fenotipicos de vectores (Guillot y Orlando, 2013). EI presente

estudio representa un paso inicial para el avance de esta linea de investigacion.

6.7. LA MORFOMETRIA GEOMETRICA COMO HERRAMIENTA PARA
IDENTIFICACION DE ESPECIES

La MG alar fue elegida para el presente trabajo porque ha demostrado poseer una
serie de ventajas. Una de ellas es que los caracteres de las alas responden rapidamente a los
eventos microevolutivos (Wilke, 2016). Segun Crozatier et al. (2004), la diversidad de los
patrones de la vena del ala ilustra como pueden evolucionar dramaticamente, o ser
inversamente estaticos, dentro del mismo rango de tiempos evolutivos. Se conoce también
que la MG puede discriminar entre especies hermanas y simpatricas que son casi imposibles
de identificar con claves dicotomicas (Lorenz et al., 2017). El uso de la MG para la deteccion
de variabilidad en poblaciones ha sido utilizado exitosamente en estudios similares, a pesar
de que en nuestro trabajo no se observo diferencias significativas. No obstante, la

identificacion de especies fue acertada y se recomienda utilizarla para futuros estudios.
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7. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en el presente estudio demostraron que los individuos tanto de
An. albimanus como de An. calderoni de las provincias del Esmeraldas y EI Oro no se
encuentran aislados y son morfoldégicamente indiferenciables. Es decir, no se observé que
ninguna de estas dos especies manifieste una estructuracion poblacional en base a la
morfologia alar. En contraste, los andlisis a nivel interespecifico demostraron que las
caracteristicas de forma y tamafo alar son distintivas de cada especie, como se esperaba.

Mediante el presente estudio se logro aportar al conocimiento de dos vectores de la
malaria en el Ecuador, poco estudiados en el pais. La continuacion de estudios poblacionales
de los principales vectores de la malaria en la region Costa, asi como en la region amazdnica
son necesarios dado que una mayor comprension de la biologia de los vectores es crucial
para la aplicacion de estrategias de control vectorial efectivo y para el progreso continuo en
la eliminacion de la malaria.

La complementacion de este tipo de estudios con herramientas moleculares es de
gran valor ya que aportarian a la caracterizacion genética de los insectos; a explorar las
adaptaciones fenotipicas y genotipicas de los mosquitos a entornos especificos, cambio
climatico y diferencias biogeograficas que podrian conducir a una especiacion futura.

La morfometria geométrica permitio identificar la variabilidad fenotipica entre
especies, aunque no se detectd variabilidad entre las provincias de cada especie. Al mismo
tiempo, esta técnica proporciond informacion sobre diferencias taxondmicas por lo que se
recomienda su uso en estudios de especies cercanas como un apoyo para la identificacion
taxondmica.

Cabe recalcar, que la morfometria es una técnica rapida y de coste relativamente bajo,
especialmente en comparacion con la caracterizacion genética. Ademas, puede realizarse en
el campo sin equipo avanzado y permite recuperar informacion de individuos de colecciones.
En vista de las diferencias importantes entre las propiedades métricas derivadas de alas con

y sin escamas, se recomienda comparar alas tratadas, siempre de la misma manera.
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Figura 1. Mapa del Ecuador con las localidades de colecta de cada provincia. En la
provincia de Esmeraldas (ESM), las localidades analizadas corresponden a Unidén de
Atacames (ATA), Golondrinas (GOL), Limones (LIM), Muisne (MUI) y San Lorenzo
(SAN). En la provincia de El Oro (ORO), las localidades analizadas corresponden a
Barbones (BAR), Huaquillas (HUA) y Los Angeles (LA).
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Figura 2. Comparacion de los tratamientos de montaje de las alas. Ala sometida al proceso
remocion mecanica de escamas mediante un pincel para comparar la variacion fenotipica entre
a) alas “con escamas” y b) alas “sin escamas”.

1000 um
Figura 3. Puntos de referencia (landmarks) usados en el estudio. Los puntos morados
indican la localizacion de los 13 puntos de referencia que se marcaron sobre cada ala para
el andlisis de morfometria alar.
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Figura 4. Variacion del tamafio alar de Anopheles albimanus y Anopheles calderoni a
nivel de provincias. Las lineas verticales azules representan los individuos. La linea roja
que divide la caja representa la mediana y los extremos los cuartiles 25% y 75%. Los valores
maximos y minimos son indicados con las lineas verticales negras. El tamafio alar esta
expresado en milimetros.
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Figura 5. Variacion intraespecifica del tamafio alar de Anopheles albimanus a nivel de
localidades de muestreo. Las localidades de muestreo en la provincia de Esmeraldas son
Union de Atacames (ATA), Golondrinas (GOL), Limones (LIM), Muisne (MUI) y San
Lorenzo (SAN); las localidades de El Oro son Barbones (BAR), Huaquillas (HUA) y Los
Angeles (LA). El tamafio alar esta expresado en milimetros.
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Figura 6. Variacion intraespecifica del tamafio alar de Anopheles calderoni a nivel de
localidades de muestreo. Las localidades de muestreo en la provincia de Esmeraldas son
Union de Atacames (ATA) y San Lorenzo (SAN); las localidades de El Oro son Barbones
(BAR), Huaquillas (HUA) y Los Angeles (LA). El tamafio alar estd expresado en
milimetros. Las lineas verticales azules representan los individuos. La linea roja que divide
la caja representa la mediana y los extremos los cuartiles 25% y 75%. Los valores maximos
y minimos son indicados con las lineas verticales negras. El tamafio alar esta expresado en

milimetros.
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Figura 7. Comparacion de la forma alar de Anopheles albimanus y Anopheles calderoni
a nivel de especies y provincias. Comparacion de la forma alar a) entre especies y entre
provincias donde fueron colectados los individuos de b) An. albimanus y c) An. calderoni.
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Figura 8. Analisis discriminante de la forma alar de Anopheles albimanus y Anopheles
calderoni a nivel de provincias. Los porcentajes ilustrados en cada eje representan la
contribucion de cada factor canénico (CV1 y CV2) a la variacién total de cada grupo. El
cuadrado dentro de cada poligono indica el centroide de la distribucion de cada grupo.
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Figura 9. Dendrograma UPGMA en base a las distancias de Mahalanobis (D?) de la
conformacion alar de Anopheles albimanus y Anopheles calderoni. Se incluyen las
especies de estudio Anopheles albimanus (An. alb) y Anopheles calderoni (An. cal), las
provincias donde fueron colectados los individuos Esmeraldas (E) y El Oro (O) y, las
localidades de muestreo: Union de Atacames (ATA), Golondrinas (GOL), Limones (LIM),
Muisne (MUI) y San Lorenzo (SAN); las localidades de El Oro son Barbones (BAR),
Huaquillas (HUA) y Los Angeles (LA).
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Figura 10. Comparacion intraespecifica mediante superposicion de Procrustes de la forma alar de Anopheles albimanus a nivel de

localidades de muestreo. Los esquemas muestran la forma alar de los individuos colectados en a) Esmeraldas y b) El Oro en las distintas
localidades de muestreo.
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Figura 11. Analisis discriminante de la forma alar de Anopheles albimanus a nivel de
localidades de muestreo. Los porcentajes ilustrados en cada eje representan la contribucion
de cada factor candnico (CV1 y CV2) a la variacion total de cada grupo. El cuadrado dentro
de cada poligono indica el centroide de la distribucion de cada grupo.
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Figura 12. Comparacion intraespecifica de la forma alar de Anopheles calderoni a nivel de localidades de muestreo. Los esquemas muestran
la forma alar de los individuos colectados en (a) Esmeraldas y (b) El Oro en las distintas localidades de muestreo.
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Figura 13. Analisis discriminante de la forma alar de Anopheles calderoni a nivel de
localidades de muestreo. Los porcentajes ilustrados en cada eje representan la contribucion
de cada factor candnico (CV1 y CV2) a la variacion total de cada grupo. El cuadrado dentro
de cada poligono indica el centroide de la distribucion de cada grupo.
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Figura 14. Analisis del efecto alométrico. Las graficas muestran la tendencia del efecto alometrico a) interespecifico, b) dentro Anopheles
albimanus y c) dentro Anopheles calderoni.



10. TABLAS

Tabla 1. Datos de colecta de Anopheles albimanus 'y Anopheles calderoni

Especie Provincia Localidad de muestreo Latitud Longitud  Altura (msnm) Tamafio de muestra

An. albimanus Esmeraldas Union de Atacames (ATA) 0.81469 -79.86330 4-200 25

Las Golondrinas (GOL) 0.32376 -79.21107 180-220 6

Limones (LIM) 1.24987 -78.98610 1-15 30

Muisne (MUTI) 0.61290 -80.03853 8-32 35

San Lorenzo (SAN) 1.27721 -78.81889 10-25 6
102

El Oro Barbones (BAR) -3.13528 -79.86870 4 18

Huaquillas (HUA) -3.47744 -80.23079 9 13

Los Angeles (LA) -3.18729 -79.85742 6 18

49

An. calderoni  Esmeraldas Unidn de Atacames (ATA) 0.81469 -79.86330 4-200 5

Las Golondrinas (GOL) 0.32376 -79.21107 180-220 1

San Lorenzo (SAN) 1.27721 -78.81889 10-25 13

19

El Oro Barbones (BAR) -3.13528 -79.86870 4 7

Huaquillas (HUA) -3.47744 -80.23079 9 17

Los Angeles (LA) -3.18729 -79.85742 6 4

28
TOTAL 198
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Tabla 2. Repetibilidad de la digitalizacion de puntos de referencia. Comparacion de la
influencia de la presencia de escamas dentro de tratamientos indica la precision; mientras que

entre tratamientos indica la exactitud

Tamaiio Forma
Tratamiento Repetibilidad Error de Repetibilidad Error de
Medicion (%) Medicion (%)
"con escamas" 0.81 19 0.86 14
"sin escamas" 0.99 1 0.87 13
Entre tratamientos 0.75 25 0.67 33

% Error de Medicion= (1-Repetibilidad) *100

Tabla 3. Media (X ), desviacién estandar (SD) y varianza (¢?) del tamaifio alar a nivel de

provincias de Anopheles albimanus y Anopheles calderoni

Especie Provincia X + SD (mm) 6% (mm)
An. albimanus  Esmeraldas 3.17+0.185% 0.03432
El Oro 3.25+£0.2332 0.05442

Total 3.19+£0.206 0.0423

An. calderoni Esmeraldas 3.93 +£0.173b 0.02982
El Oro 3.91 £0.174° 0.03042
Total 3.92+0.171 0.0296

Valores con el superindice a son significativamente diferentes a los
que tienen otra letra (b); valores que comparten la misma letra/s no
presentan diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 4. Valores de p corregidos con Bonferroni de las comparaciones miltiples de la
media (X ) (parte inferior) y de la varianza (62) (parte superior) del tamafio alar a nivel

provincias de Anopheles albimanus y Anopheles calderoni

1 2 3 4
1. An. albimanus - Esmeraldas - 0.26 1.00 1.00
2. An. albimanus - El Oro 0.05 - 0.55 0.44
3. An. calderoni - Esmeraldas 0.00 0.00 - 1.00
4. An. calderoni - El Oro 0.00 0.00 1.00 -

Valores significativos se sefialan con negrillas.
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Tabla 5. Media (x ), desviacién estandar (SD) y varianza (6) del tamaifio alar a nivel de localidades de muestreo de Anopheles albimanus

y Anopheles calderoni

An. albimanus An. calderoni

Provincia Localidad de muestreo X = SD (mm) ¢’ (mm) X+ SD (mm) o2 (mm)
Esmeraldas Unidn de Atacames (ATA) 3.22£0.135%b 0.01832 4.06 +0.1922 0.0370*

Las Golondrinas (GOL) 3.19 £0.198° 0.03912 - -

Limones (LIM) 3.16 £ 0.230%P 0.0527° - -

Muisne (MUI) 3.11+£0.175° 0.0305* - -
San Lorenzo (SAN) 3.23£0.110%° 0.01222 3.88 £ 0.149° 0.0221°
El Oro Barbones (BAR) 3.23+£0.210%° 0.0439*  3.90 +0.246%*  0.0605°
Huaquillas (HUA) 3.12+£0.236° 0.0558? 3.90 £0.161%  0.0259°
Los Angeles (LA) 3.38 £0.198° 0.03922 3.93+£0.116®  0.0135°

Valores con el superindice a son significativamente diferentes a los que tienen otra letra (b); valores que

comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 6. Valores de p corregidos con Bonferroni de las comparaciones multiples de la media (X ) (parte inferior) y de la varianza (0?)

(parte superior) del tamaiio alar a nivel de localidades de muestreo de Anopheles albimanus

1 2 3 4 5 6 7 8
1. An. albimanus - ESM - ATA - 1.00 0.28 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
2. An. albimanus - ESM - GOL 1.00 - 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
3. An. albimanus - ESM - LIM 1.00 1.00 - 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
4. An. albimanus - ESM - MUI 0.20 1.00 1.00 - 1.00 1.00 1.00 1.00
5. An. albimanus - ESM - SAN 1.00 1.00 1.00 1.00 - 1.00 1.00 1.00
6. An. albimanus - ORO - BAR 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 - 1.00 1.00
7. An. albimanus - ORO - HUA 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 - 1.00
8. An. albimanus - ORO - LA 0.22 1.00 0.11 0.00 1.00 1.00 0.03 -

Valores significativos se sefialan con negrillas.



Tabla 7. Valores de p corregidos con Bonferroni de las comparaciones miltiples de la media (X ) (parte inferior) y de la varianza (¢?)

(parte superior) del tamaiio alar a nivel de localidades de muestreo de Anopheles calderoni

1 2 3 4 5
1. An. calderoni - ESM - ATA - 1.00 1.00 1.00 1.00
2. An. calderoni - ESM - SAN 0.05 - 1.00 1.00 1.00
3. An. calderoni - ORO - BAR 1.00 1.00 - 1.00 1.00
4. An. calderoni - ORO - HUA 0.73 1.00 1.00 - 1.00
5. An. calderoni - ORO - LA 1.00 1.00 1.00 1.00 -

Valores significativos se sefialan con negrillas.

64
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Tabla 8. Distancias de Mahalanobis (D?) (parte inferior) y valores correspondientes de
p corregidos con Bonferroni (parte superior) obtenidos de las variables de forma alar

de Anopheles albimanus 'y Anopheles calderoni a nivel de especie y provincia

1 2 3 4
1. An. albimanus - Esmeraldas - 0.00 0.00 0.00
2. An. albimanus - El Oro 1.49 - 0.00 0.00
3. An. calderoni - Esmeraldas 9.33 9.70 - 0.07
4. An. calderoni - El Oro 9.04 9.44 1.94 -

Valores significativos se sefialan con negrillas.

Tabla 9. Reclasificacion validada y disparidad métrica a nivel de provincias de

Anopheles albimanus 'y Anopheles calderoni

. L. Reclasificacion Disparidad
Especie Provincia . L.
validada métrica
An. albimanus  Esmeraldas 70% (71/102) 0.00046*
El1 Oro 67% (33/49) 0.00045*
Subtotal 69% (106/151) 0.00046
An. calderoni Esmeraldas 68% (13/19) 0.00037¢
El1 Oro 64% (18/28) 0.00039*
Subtotal 66% (33/47) 0.00038
TOTAL 68% (135/198) 0.00076

Valores con el mismo superindice (@) son significativamente iguales; valores
que comparten la misma letra/s no presentan diferencias estadisticamente

significativas.
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Tabla 10. Valores de p corregidos con Bonferroni de las comparaciones multiples de la
disparidad métrica de la forma alar a nivel de especie y provincia de Anopheles

albimanus y Anopheles calderoni.

1 2 3 4
1. An. albimanus - Esmeraldas -
2. An. albimanus - El Oro 0.41 -
3. An. calderoni - Esmeraldas 0.07 0.09 -
4. An. calderoni - El Oro 0.06 0.10 0.44 -

Valores significativos se sefialan con negrillas.
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Tabla 11. Distancias de Mahalanobis (D?) (parte inferior) y valores correspondientes de p corregidos con Bonferroni (parte superior)

obtenidos de las variables de forma alar de Anopheles albimanus y Anopheles calderoni considerando provincias y localidades de muestreo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1. An. alb - ESM - ATA - 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.o0 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2. An. alb - ESM - GOL 0.91 - 1.00 1.00 1.00 1.00 1.o0 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3. An. alb - ESM - LIM 0.69 0.55 - 1.00 1.00 1.00 1.o0 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4. An. alb - ESM - MUI 0.63 1.2 0.83 - 0.62 1.00 1.o0 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5. An. alb - ESM - SAN 1.43 097 0.83 1.63 - 1.00 1.o0 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
6. An. alb - ORO - BAR 1.01 0.63 0.31 1.05 0.67 - 1.o0 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7. An. alb - ORO - HUA 086 072 0.82 0.86 1.55 096 - 1.o0  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
8. 4n. alb - ORO - LA 1.00 0.66 039 0.93 0.93 027  0.77 - 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
9. 4n. cal - ESM - ATA 894 9.71 922 853 9.69 934 931 9.27 - 1.00 1.00 1.00  1.00
10. An. cal -ESM - SAN 854 927 8.5 8.13 9.14  8.85 894 8381 1.18 - 1.00 1.00  1.00
11. An. cal - ORO - BAR 844 9.17  8.65 804 902 874 885 870 140 0.22 - 1.00  1.00
12. An. cal - ORO - HUA 864 936 886 820 929 89 899 88 090 0.78 092 - 1.00
13. An. cal - ORO - LA 8.10 884  8.33 7.71 8.71 8.43 853 839 1.43 049 043 1.09 -

Valores significativos se sefialan con negrillas.
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11. ANEXOS

Malaria

(Plasmodium spp.)
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Anexo 1. Ciclo de transmision del Plasmodium. El ciclo inicia cuando a) los esporozoitos
moviles inoculados en la dermis viajan al higado donde cada esporozoito invade un
hepatocito y luego se multiplica. Después de aproximadamente una semana, los esquizontes
hepaticos estallan, liberando en el torrente sanguineo miles de merozoitos que invaden los
globulos rojos y comienzan el ciclo asexual. b) La enfermedad comienza cuando el numero
total de parasitos asexuales en la circulacion del humano alcanza aproximadamente 100
millones. Dentro de los globulos rojos se forman los trofozoitos inmaduros que son los
responsables de las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Al madurar, estos se
desarrollan en esquizontes, cuyo rompimiento libera méas merozoitos a la sangre, o en formas
sexuales (gametocitos). ¢) Los gametocitos son absorbidos por un mosquito anofelino y se
reproducen sexualmente, formando un oocinete y luego un oocisto en el intestino del
mosquito. El oocisto estalla y libera esporozoitos, que migran a las glandulas salivales para
esperar la inoculacion en el proximo suministro de sangre que tome el mosquito (White,
2014; CDC, 2016a; UNAM, 2017).
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Anexo 2. Ciclo de vida del mosquito Anopheles. El ciclo de vida de los mosquitos del
género Anopheles consiste en cuatro etapas: huevo, larva, pupa y adulto. Las primeras tres
etapas son acuaticas. En paises tropicales, a) los huevos eclosionan dentro de tres dias. Los
huevos de Anopheles tienen forma de barco y poseen una especie de flotadores a los lados,
una caracteristica Unica y exclusiva del género (Service, 2008). b) La etapa larval dura
alrededor de siete dias. Las larvas de Anopheles respiran a través de espirales ubicadas en el
octavo segmento abdominal por lo cual se posicionan para que su cuerpo se mantenga
paralelo a la superficie del agua (CDC, 2015c¢). ¢) El estadio pupal en Anopheles dura entre
2 a 3 dias. Los mosquitos machos habitualmente emergen antes que las hembras (Black y
Kondratieff, 2004). d) El adulto emergente vivird entre dos semanas y un mes. La cuarta
etapa es cuando el mosquito hembra Anopheles actia como vector de la malaria. En
Anopheles los palpos son tan largos como la probdscide, y poseen bloques discretos de
escamas negras y blancas en las alas. €) En Anopheles, tanto el macho como la hembra
descansan con sus abdomenes sobresaliendo en el aire. (Black y Kondratieff, 2004) (Figura
modificada de CDC, 2015).
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Anexo 3. Filogenia molecular de todos los anofelinos. El clado Anophelinae lleva ~100 millones de afios de evolucion desde su divergencia. Los
grupos de mayor relevancia en la transmision de la malaria son: Anopheles, Cellia, Kerteszia y Nyssorhynchus (Neafsey, 2015).
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Anexo 4. Mapa predictivo del rango de distribucion geografica de Anopheles albimanus
en América. De acuerdo con las predicciones de Sinka et al. (2010) esta especie se encuentra
distribuida desde el sur de México hasta el norte de Pert.
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Anexo 5. Distribucion geografica conocida de Anopheles calderoni. Segin la revision de
Gonzélez et al. (2010), esta especie se encuentra distribuida desde el norte de Venezuela
hasta el norte de Peru.



73

’“M'. ‘“‘ "

m T w0

v

oy
\ .
- T
SS—_—

Anexo 6. Representacion del nombre de las venas y los tipos de landmarks digitalizados
en un ala de Anopheles. Las alas poseen ocho venas longitudinales: la vena Costa (C),
Subcosta (Sc), las Radiales (R1, R2+3, R4+5), la Medial (M), la Cubital (Cu), y la Anal (A)
(Gonzélez y Carrejo, 2009). Existen tres clases de puntos de referencia: los landmarks,
semilandmarks y pseudolandmarks (Bookstein, 1991). Los landmarks se diferencian en tres
categorias: Tipo I son los centros de los circulos o cuadrados; los circulos indican puntos de
referencia facilmente reconocibles, los cuadrados pueden ser dificiles de localizar de un
individuo a otro y no se usan con frecuencia. Tipo II son la parte superior de la curva que
hace la transicion entre el alula y el margen posterior del ala. Tipo III son puntos extremos,
cuya posicion se relacionan con otros landmarks (Harbach, 2013).
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