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1. RESUMEN

En el Ecuador la enfermedad de Chagas (ECh), ha sido considerada como un grave
problema de salud publica. La presencia de triatominos hematofagos que actian como
vectores del parasito Trypanosoma cruzi son la principal causa de la infeccidn en personas.
Por este motivo, los mecanismos de prevencion y control de la enfermedad se enfocan en
su gran mayoria a eliminar los triatominos y evitar el contacto de estos insectos con el ser
humano. En la regién occidental del Ecuador, encontramos la presencia de Rhodnius
ecuadoriensis, considerado el principal vector de la ECh para el pais, asociado al habitat
silvestre, especialmente a palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis), palmeras que
econdémicamente son muy importantes para los habitantes de la zona. Razén por la que, el
riesgo de contacto de estos vectores con los seres humanos aumenta, en algunas provincias.
Se analizaron individuos de R. ecuadoriensis recolectados principalmente en 14 cantones
de la provincia de Manabi, ademéas de individuos de Santo Domingo de los Tsachilas y
Guayas con el objetivo de establecer la variabilidad genética en esta zona y relacionar los
resultados con la importancia econdmica y distribucion de las palmeras de tagua. Este
estudio se realizd, mediante el uso de dos marcadores moleculares mitocondriales:
citocromo B (mt Cyt B) y el fragmento denominado "mitochondrial large subunit
ribosomal RNA" (mtlsurRNA). Los indices elevados de diversidad haplotipica fueron
HdrotaL = 0,877 + 0,021 para mt Cyt B y HdrotaL = 0,669 + 0,027 para el mtlsurRNA,
mientras que la diversidad nucleotidica () fue baja: nrotaL= 0,0085 y nroraL= 0,0029,
respectivamente para los marcadores antes mencionados. Estos resultados sugieren que R.
ecuadoriensis es una especie de origen reciente. El analisis de neutralidad selectiva
Tajima’s D, nos indica que la poblacidn se encuentra en crecimiento. Mediante el uso de

redes haplotipicas, se establecié que no existen diferencias genéticas considerables entre



los individuos de las tres provincias. Tampoco hubo diferencias entre los cantones dentro
de la provincia de Manabi. Los dendrogramas nos ayudaron a observar el origen
monofilético de los individuos en esta zona, ademas de no presentar una estructura
intraespecifica. La baja variabilidad genética encontrada en estas tres provincias nos
sugiere que futuras estrategias de control pueden tener una efectividad considerable. Sin

embargo, son necesarios estudios adicionales relacionados con este tema.

Palabras Clave: Rhodnius ecuadoriensis, Phytelephas aequatorialis, Enfermedad de

Chagas, Filogeografia, mt Cyt B, mtIsurRNA.



2. ABSTRACT

In Ecuador Chagas disease (CD) is considered as a serious public health problem. The
presence of hematophagous triatomines that acts like vectors of the protozoan,
Trypanosoma cruzi, is the principal route of transmission to humans. For that reason, the
most important prevention and control mechanisms of Chagas disease is to eliminate or
reduce the number of triatomines and prevent the contact of this insects with human being.
In the Western region of Ecuador, we find Rhodnius ecuadoriensis, which is considered
the main Chagas disease vector in the country, associated to the sylvatic habitat especially
to tagua palms (Phytelephas aequatorialis), that are economically important for the people
who lives in this zone. We analyzed two mitochondrial molecular markers —citochrome B
(mt Cyt B) and the mitochondrial large subunit ribosomal RNA (mtlsurRNA) of R.
ecuadoriensis, recollected principally inside of fourteen counties of Manabi province. We
also included samples from Santo Domingo de los Tsachilas and Guayas. The aim of this
study was to evaluate the genetic variability level in the zone and to found relationship of
this results with the economic importance and distribution of the tagua palm, considered
the most important refuge for this vector. We found high haplotype diversity indexes:
HdrotaL = 0,877 + 0,021 for the mt Cyt B and HdtoraL = 0,669 + 0,027 for the
mtIsurRNA, while the nucleotide diversity (n) was very low: nroraL= 0, 0085 y mrotaL= 0,
0029 respectively for each marker. It suggests a recent origin, and the selective neutrality
analysis Tajima’s D showed a growing population. By the Network method, we couldn't
establish significant differences between the three provinces and among the fourteen
counties within Manabi. Neighbor Joining and Bayesian trees, helped us to understand the
monophyletic origin of the samples in the zone. We couldn't find an intraspecific structure

of the specie. Low variability found in the zone, suggest that future control strategies need



to be more effective in this region. However, further studies like this are needed to

complete the knowledge of this specie.

Key words: Rhodnius ecuadoriensis, Phytelephas aequatorialis, Enfermedad de Chagas,

Filogeografia, mt Cyt B, mtisurRNA.



3. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (ECh) es causada por el parasito Trypanosoma cruzi, mediante
la defecacion de su vector natural, los triatominos (Schofield, 2003). Es una enfermedad de
importancia en salud publica en Latinoamérica. Presenta un esquema epidemioldgico
complicado, con base en numero de vectores, genotipos del parasito, diversidad de

reservorios, ciclos y formas de transmision; lo que ha dificultado un abordaje efectivo.

3.1. Resefia histdrica de la ECh (enfermedad de Chagas)

"La historia natural de la enfermedad de Chagas se remonta a millones de afios en el
pasado, como una enfermedad enzodtica, esto significa que Unicamente se encontraba

dentro de poblaciones de animales silvestres” (Rodrigues-Coura, 2007).

Desde hace un par de siglos con la colonizacion de nuevos territorios, la tala
indiscriminada de bosques y el aumento acelerado de la poblacion humana, muchas areas
en el pasado consideradas silvestres en donde la ECh se mantenia principalmente en
mamiferos pequefios como roedores, fueron alteradas y los triatominos (vectores del
parasito causante de la enfermedad) se vieron obligados a adaptarse a nuevas fuentes de
alimento, debido a que la alteracion causada por el ser humano reducia cada vez mas la
presencia de mamiferos y aves silvestres, que por millones de afios fueron la Unica fuente

de alimento para estos insectos.



Es asi, como las nuevas fuentes emergentes de alimento son encontradas en los animales
domeésticos, o cuando los refugios de dichas personas son de condiciones precarias, y la
necesidad de alimento por parte de los triatominos, lo amerita. Los humanos también son
utilizados como fuente de alimento y es asi, como una enfermedad que se mantenia en un
ciclo enzodtico en mamiferos y aves silvestres en zonas con poca o casi ninguna influencia
del ser humano, pasa a convertirse en una zoonosis; esto quiere decir, una enfermedad que
tiene como reservorio natural a ciertos animales silvestres, y se transmite a los seres

humanos (Fitzpatrick et al., 2008).

El médico de origen brasilefio Carlos Chagas fue quién en 1909 se encargd de publicar sus
resultados a cerca de una infeccion en humanos conocida en ese entonces como
tripanosomiasis americana. Dio a conocer de esta manera: (i) una descripcion del parasito
causante de la enfermedad Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), (ii) el
insecto transmisor del parésito (triatominos), (iii) los mamiferos que cumplen la funcion de
reservorio de la enfermedad, y (iv) los sintomas que se presentan cuando se produce la

infeccion (Villacis et al., 2008).

3.1.1. Enfermedad de Chagas en el Ecuador

Segun Aguilar et al. (2009), "Durante mucho tiempo la enfermedad de Chagas fue un
complejo problema de salud publica, subestimado en el Ecuador”. En las zonas donde se
encuentran distribuidos los vectores (triatominos), se encuentran de igual manera seres
humanos, realizando actividades cotidianas, y colonizando nuevas areas; incrementando

asi la posibilidad de contraer el mal de Chagas por contacto con estos insectos. Los mas



afectados, son los campesinos de las zonas rurales, es decir, los que viven en localidades o
caserios, en los cuales el poco o nulo control que ha existido desde hace tiempo, en el que
se dieron estos asentamientos contribuye a un encuentro entre los vectores de la

enfermedad y las personas (Giirtler et al., 2006).

Se tiene registros de seres humanos infectados con Trypanosoma cruzi en el pais desde el
afio de 1927, y entre los afios de 1940 y 1950 se obtuvieron registros de nuevos focos de la
enfermedad que correspondieron a Provincias de Guayas, Manabi y EIl Oro; por lo que
fueron consideradas las principales zonas endémicas para la enfermedad de Chagas (Black
et al., 2009). Pese a estos registros que datan de mediados del siglo XX, estudios previos
(entre 1840 y 1920) de médicos ecuatorianos e investigadores que tenian al Ecuador como
ruta frecuente de visita, reportan la presencia de triatominos vectores de la ECh en el litoral
Ecuatoriano, siendo la ciudad de Guayaquil uno de los lugares con presencia de especies
como Triatoma dimidiata y Triatoma carrioni. De esta manera, en esa época ya Se
trabajaba en el pais identificando todos los aspectos sintomatolégicos que sufren las
personas infectadas con el parasito, reconociendo claramente una infeccion por
tripanosomas, pero con la incognita de que dicha infeccion sea la misma que paralelamente

en ese momento Carlos Chagas terminaba de describir en el Brasil (Ledn, 1949).

De esta manera, entre 1940 y 1945 empiezan estudios por parte de dos médicos: el
mexicano Luis Mazzoti y el ecuatoriano Luis Ledn, donde capturan 19 triatominos de la
especie Triatoma dimidiata en la provincia del Azuay, en los cuales la revisidbn muestra
gue no poseen la infeccion del parasito, sin embargo en un individuo de estadio ninfal que

fue alimentado con sangre de un ratdon infectado evidenciaron la presencia del



Trypanosoma. Una vez registrado este interesante suceso, se reporta el caso de una persona
que presenta tripanosomiasis en la ciudad de Bahia de Caraquez en la provincia de Manabi,
estos sucesos posteriormente ameritaron una Conferencia Universitaria Publica para
informar sobre estos hallazgos y la presencia de triatominos vectores de la enfermedad en

esta provincia (Mazzoti, 1943).

3.2. Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas

"Todas las iniciativas sobre medidas preventivas y/o de control se han enfocado hacia la

reduccion de la poblacion vectorial” (Guhl, 2009).

La enfermedad de Chagas (ECh) es una enfermedad tropical, cuya distribucion se centra
endémicamente en el continente americano donde se extiende desde la region sur de los
Estados Unidos, pasando por Centro América, y llegando hasta Argentina y Chile (Figura
1). Se reportd hasta el afio 2009, que alrededor de 90 millones de personas se encontraban
bajo riesgo de infeccion en las regiones antes mencionadas (Rodrigues-Coura & Pinto,
2009). A partir del afio 2000 gracias a los controles que se implementaron en el cono sur
del continente, se logré bajar los indices de infeccion de la ECh por medio de la
interrupcion de la trasmision vectorial de Trypanosoma cruzi hacia los seres humanos.
Obteniendo como resultado, que los paises como: Argentina, Brasil, Uruguay y Paraguay

reduzcan considerablemente el indice de personas infectadas (Oscherov, 2003).



Segun Moncayo et al., (2009), el nimero de casos reportados en el continente ha ido
decreciendo desde 1983 donde se registraba un promedio de 700.000 nuevos casos de
personas infectadas cada afio, a menos de 200.000 casos nuevos por afio en el 2000, hasta

Ilegar a 41.200 casos de personas infectadas en el 2006.

La gran mayoria de personas que han sido infectadas con el parésito, y por ende sufren de
los sintomas de la ECh, pertenecen a personas de bajos recursos econémicos en zonas
rurales, las cuales potencialmente son mas propensas a estar pobladas por: (i) animales
silvestres, como ardillas y/o aves, (ii) insectos, como los triatominos, y (iii) por
consecuente que pueden llegar a tener el paréasito dentro del ciclo enzodtico (Abad-Franch,

2009).

3.2.1. Etiologia de la Enfermedad de Chagas

El Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) es un parasito hemoflagelado,
perteneciente a los protozoarios que puede infectar la células de una gran variedad de
hospederos, muchos de ellos son vertebrados como mamiferos y aves que cumplen muchas
veces el rol de reservorios de éste parasito; aunque también puede llegar a infectar a los
seres humanos mediante diferentes rutas de transmision, entre ellas la més importante es la

vectorial (Villacis et al., 2008).

Posee un flagelo para su locomocion y una estructura denominada kinetoplasto, que es un

organelo especializado en el que se encuentra el DNA del parésito (WHO, 2002). La
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poblacién de Trypanosoma cruzi, no es una poblacion homogénea, es decir, que esta
compuesta por diferentes cepas, cada una posee caracteristicas que difieren entre si, como

por ejemplo su origen (Brener, 1992).

Este parasito adopta diferentes formas durante su ciclo vital, dependiendo del tipo del
tejido en el que se encuentre y del hospedero en el que se localice (Marquardt et al., 2000).
Se pueden diferenciar cuatro estadios: 1) tripomastigote sanguineo.- es la forma del
parésito, ingerida por los insectos vectores, al alimentarse de animales infectados. 2)
epimastigotes.- son las formas multiplicativas del parasito, que se alojan en el intestino de
los insectos, 3) tripomastigotes metaciclicos.- son la forma que adopta el parasito al llegar
a la porcion posterior del intestino del vector. Esta forma del parésito es la que se
encuentra en las heces de los insectos transmisores, y la que puede llegar a infectar a los
animales hospederos y/o a las personas y 4) amastigotes.- son las formas no maviles del
parésito, ya que carecen de flagelo y se alojan dentro de las células de los individuos
infectados; en este lugar, el parasito empieza de nuevo con su transformacion a
tripomastigote sanguineo para poder salir a las regiones extracelulares, y moverse a través

del torrente sanguineo (Brener, 1992; Marquardt et al., 2000).

3.2.2. Rutas de transmision de la Enfermedad de Chagas

Los mecanismos de transmision de la ECh son: (i) vectorial, por medio de los triatominos
hematofagos que pueden ser potenciales portadores del parasito, Trypanosoma cruzi, en su
sistema digestivo (Figura 2). Estos insectos con habitos de alimentacion nocturna son los

que mantienen el ciclo enzodtico en las zonas silvestres, ya que su fuente de alimento es la
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sangre de mamiferos y algunas aves. Sin embargo, el contacto con los humanos puede
darse en especial en zonas rurales, y es ahi, cuando la fuente de alimento de los triatominos
cambia, y son los seres humanos los infectados mediante las heces que estos insectos
pueden dejar durante el proceso de alimentacion (WHO, 2002). Este mecanismo de
transmision es el mas frecuente. (ii) Transfusiones sanguineas, cuando la sangre donada a
pacientes en centros de salud se encuentra infectada por el parésito, Trypanosoma cruzi.
Debido a los movimientos migratorios y a los procesos de urbanizacion de los seres
humanos, puede evidenciarse este tipo de mecanismo de transmision, ya que las personas
de zonas rurales que potencialmente pueden llevar la infeccién en su organismo migran
hacia zonas urbanas, como son las grandes ciudades (Guhl et al., 2007). También el
ineficiente control, al no aplicar en muchos de los casos un tamizaje para poder identificar
si la sangre que se recibe en los diferentes centros de salud, y/o bancos de sangre se

encuentra con la presencia de parasitos causantes de la ECh (Schofield et al., 2006).

En el afio de 1930, se estimaba que un 70% de la poblacion de Latinoamérica se
encontraba domiciliada en zonas rurales, mientras que en la actualidad el 70% de la
poblacion latinoamericana ocupa las grandes ciudades y las zonas urbanas, evidenciando
asi la proporcion de personas que en pocas décadas han pasado de una zona rural, a una
zona urbana (WHO, 2002; WHO, 2015). (iii) Congénita, cuando mujeres de las zonas
rurales, en la gran mayoria se encuentran infectadas con el parésito, y/o por lesiones
placentarias; la infeccion puede ser adquirida por los neonatos. Los casos evidenciados en
zonas urbanas son relativamente escasos, y cuando esto ocurre, se debe a mujeres que
Ilegan desde las zonas rurales y estan en estado de gestacion (WHO, 2002; Rassi et al.,
2007). (iv) Trasplante de organos, han sido reportados casos en los que la infeccion ha

ocurrido debido al trasplante de algin 6rgano infectado con T. cruzi. La mayoria de casos
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por medio de este mecanismo se dan en trasplantes de rifion, sin embargo, los trasplantes
de corazon, médula 6sea u otros Organos tanto de pacientes vivos, como de donantes
fallecidos, también estan bajo riesgo de infeccion (WHO, 2002; WHO, 2009). (v)
Accidental, menos comun, por accidentes en laboratorios donde se trabaja con agentes
infecciosos, tales como vectores o el propio parasito, en los cuales la mala manipulacién de
dichos agentes infecciosos puede resultar en la infeccidn de las personas que trabajan con
este tipo de material (Dias & Schofield, 1999). Finalmente (vi) Oral, mediante la ingesta
de alimentos contaminados, siendo casos recientemente documentados en los cuales ciertos
frutos como por ejemplo, los que se cosechan en palmeras o arboles con la presencia de
triatominos son utilizados para la elaboracion de jugos y/o comidas, y que son procesados
por error con triatominos o sus heces presentes, lo que puede causar una infeccion con el
parasito (Toso et al., 2011). Estos casos han sido documentados principalmente en la

region Amazonica de Sudamérica (Guhl, 2009).

La mayoria de casos en los que se presenta la ECh en los seres humanos, son causados
mediante el mecanismo de transmision vectorial. Para que esto pueda ocurrir, es necesario,
que el parasito causante de la enfermedad, T. cruzi, ingrese dentro del organismo de una
persona por medio de la infeccidn, a través de las heces del triatomino, cumpliendo el rol
de vector (Panzera et al., 2004). Para que dicho contacto ocurra, y se dé la infeccion en las
personas, se requiere de un conjunto de condiciones ambientales y sociales que permitan
que esos tres factores puedan encontrarse en un mismo tiempo y espacio (Bricefio-Leon,

2009).
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Esta circunstancia del encuentro es una contingencia de los procesos historicos que rodean
la inevitable relacion del ser humano con la naturaleza, del modo como el ser humano en la
busqueda por su sobrevivencia, se apropia, usa y modifica el medio ambiente. En su
empefio por sobrevivir, el ser humano busca en la naturaleza alimento y cobijo, para ello
caza, recolecta, siembra, domestica animales y construye viviendas para si mismos y
corrales para sus animales. En esta actividad el hombre se introduce en el medio natural
donde el vector, y el parasito se hallan, y asi permiten el encuentro. EI ser humano al
modificar la naturaleza, atraen o transportan hacia ellos mismos los vectores que pueden
ser portadores de los parésitos, y asi abren la puerta y favorecen el encuentro, y por

consecuencia la enfermedad (Bricefio-Ledn, 2009).

3.2.3. Sintomatologia de la Enfermedad de Chagas

Se considera a la enfermedad de Chagas como un serio problema de salud publica debido a
que se puede evidenciar en cierto grado la facilidad con la que un ser humano puede llegar
a infectarse sin siquiera darse cuenta de que esto sucedio (Aguilar et al., 1999). Una vez
que el parasito, Trypanosoma cruzi, logra ingresar en el organismo de una persona existe
un periodo de incubacién, el cual puede variar en duracion dependiendo del mecanismo

por el cual la persona fue infectada.

Cuando la transmision se da por mecanismo vectorial, el periodo de incubacion puede
durar de 7 a 10 dias. Mientras que en casos ocasionados por otros mecanismos como, por

ejemplo, la infeccion mediante una transfusion con sangre que no pasé por un proceso de
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tamizaje para la ECh, el periodo de incubacion toma de 7 a 40 dias (WHO, 1991; Sherlock,

1999).

La ECh muestra diversas manifestaciones, afectando diferentes aparatos y sistemas de la
persona infectada como pueden ser: el aparato digestivo (intestinos), el aparato
circulatorio, principalmente el corazon y el sistema nervioso a nivel general (Texeira et al.,
2006). La ECh posee dos fases que se reconocen por sus diferentes sintomas y que se

presentan, o inician una vez que el parasito se encuentra dentro del organismo.

La fase aguda es la primera fase que se presenta de manera casi inmediata, luego de que
ocurre la infeccién, dicha fase tiene como caracteristicas principales la aparicion de una
inflamacion en la zona por donde el parasito ingresé que se denomina chagoma. Ademas
presenta sintomas como: malestar general, fiebre, falta de apetito, escalofrio, miocarditis

severa, hepatoesplenomegalia y meningoencefalitis (Guevara, 1997; Pita, 2013).

Cuando los sintomas y las manifestaciones de haber contraido la enfermedad ameritan
tratamiento clinico, es decir que la persona sea hospitalizada por presentar deterioro en su
salud, estamos frente a la fase cronica de la enfermedad. En dicha fase, son evidentes en la
persona infectada trastornos cardiacos y del aparato digestivo en ciertos segmentos como el
colon y el esofago (Guevara, 1997). Estos sintomas se observan cuando ha pasado un
tiempo considerable despues de que la persona ha sufrido la infeccion con el parasito, es
decir, aproximadamente entre 10 y 20 afios luego de aparecidos los primeros sintomas que

corresponden a la fase aguda de la enfermedad. El factor que desencadena la fase cronica,
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es la acumulacion de lesiones y dafios en los tejidos del corazén y en ciertas partes del

sistema digestivo (WHO, 1991).

3.2.4. Diagnostico y tratamiento para la Enfermedad de Chagas

El diagndstico de la ECh esta basado principalmente en pruebas serologicas, debido a que
los métodos parasitologicos directos, carecen de la sensibilidad necesaria para detectar la
infeccion (Dopico et al.,, 2011). Dentro de las principales pruebas seroldgicas que se

utilizan tenemos:

Hemaglutinacién indirecta (HAI).- evalla la presencia de antigenos en los glébulos rojos

de la sangre, capaces de reaccionar con anticuerpos y proteinas especificas.

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).- en esta prueba se emplean dos antigenos, el

primero son epimastigotes de T. cruzi, mientras que el segundo antigeno es un fluoréforo.

Test ELISA.- es un ensayo enzimatico para la deteccidn cualitativa de anticuerpos contra
T. cruzi, es un ensayo que permite evaluar con rapidez un gran numero de muestras de
suero o plasma, lo que lo hace ideal para ser aplicado en bancos de sangre y laboratorios

clinicos (Dopico et al., 2011).
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Mientras mas rapido se logre identificar la ECh, sera de mayor ayuda la administracion de
medicamentos para contrarrestar los efectos a corto y largo plazo de la infeccion. Ademas,
se lograra eliminar la totalidad de los parasitos que ingresaron dentro del organismo del
individuo infectado (WHO, 2015). La administracion de estos medicamentos depende
directamente de las condiciones en las que se encuentre la infeccién en el individuo, se
sugiere el uso de drogas tripanocidas (para matar tripanosomas) mientras dure la fase
aguda de la ECh y en menores de 12 afos, los cuales presentan una mejor tolerancia
(Abad-Franch & Aguilar, 2000; Villacis, 2006). Existen dos drogas comerciales que se
recomiendan para tratar la ECh: el Benzinidazol (ROCHE®) y el Nifurtimox (BAYER®),
que a pesar de ser los utilizados en el tratamiento pueden llegar a presentar problemas de
tolerancia por parte de los individuos infectados. El farmaco puede eliminar la totalidad de

parésitos dentro de los tejidos infectados (Abad-Franch & Aguilar, 2000).

3.3. Triatominos como vectores de la enfermedad de Chagas

Triatominae (subfamilia) clasificados como la familia Reduviidae (Hemiptera,
Heteroptera), se caracterizan por sus adaptaciones morfoldgicas para encontrar hospederos
y para alimentarse de sangre. Entre las principales caracteristicas que presentan se destaca
un desarrollo hemimetabolo, es decir que pasan por cinco estadios ninfales muy similares a
los adultos, pero con la diferencia en que poseen un menor tamafio y carecen de alas, hasta
Ilegar a un estadio adulto en el cual se define su sexo (Cuba, 1975). Se conocen un total de
140 especies (Schofield & Galvao, 2009), las cuales pueden ser potenciales vectores en la
transmision de Trypanosoma cruzi, tanto para mantener el ciclo enzodtico de la

enfermedad, como para transmitirla a los seres humanos. “La presencia de al menos 16
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especies de triatominos ha sido reportada en el Ecuador" (Villacis et al., 2010),
considerados como potenciales vectores de la enfermedad de Chagas, donde hasta el afio
de 1999, alrededor de tres millones de personas se encontraban bajo un alto riesgo de
infeccion y aproximadamente 150.000 personas se encontraban infectadas (Aguilar et al.,

1999).

Muchos de estos insectos pueden encontrarse distribuidos en tres diferentes habitats: (i)
Domiciliar, cuando se encuentra dentro de viviendas. (ii) Peridomiciliar, cuando habita
areas alrededor de una vivienda ya establecida, en un radio menor a cien metros en los
cuales pueden existir refugios para los vectores (Abad-Franch, 2001). Por ultimo (iii)
Silvestre, cuando se encuentra en zonas relacionadas con nidos de animales salvajes que
mayoritariamente ocupan ciertas especies de palmeras como refugio (Fitzpatrick et al.,

2008) (Figura 3).

3.3.1. Palmeras y su relacién con los triatominos

Si bien la mayoria de triatominos son de habitos terrestres, muchas especies del género
Rhodnius se caracterizan por tener habitos arboricolas (Barret, 1991). Segun Abad-Franch
(2005) encontrd una alta relacion entre ciertas especies de Rhodnius con algunas especies
de palmeras presentes en zonas tropicales de América (Anexo 1). Dependiendo de cada
especie el grado de asociacion puede variar, es asi como, por ejemplo, Rhodnius
colombiensis muestra una aparente especializacion para habitar en la palmera Attalea
butyracea; mientras que Rhodnius neglectus se muestra como una especie mas generalista

para elegir un lugar de refugio y alimentacion. Adicionalmente, existen registros de que se
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ha encontrado en por lo menos siete especies de palmeras, y puede establecerse en nidos de
mamiferos o aves para obtener su alimento (Abad-Franch et al., 2005; Abad-Franch et al.,
2015). También se ha llegado a analizar las caracteristicas de algunas especies de Rhodnius
de acuerdo a la palmera en la que se encuentra. Algunas especies presentan una coloracion
similar a la tonalidad de las hojas secas, y la materia organica en descomposicion de la

palmera en la cual fueron encontrados (Gaunt & Miles, 2000).

A pesar de las diferencias en cuanto al nivel de asociacion de las diferentes especies del
género Rhodnius con distintas especies de palmeras, estos insectos prefieren establecerse
en estas plantas. Esto se debe a las caracteristicas singulares que presentan y que brindan,
como condiciones adecuadas para su refugio, alimentacion y desarrollo. De esta manera,
permitird que estos triatominos cumplan con el papel fundamental de mantener el ciclo

enzodtico de la ECh en habitats silvestres (Guarneri et al., 1998).

3.3.2. Trypanosoma cruzi en el habitat silvestre

Mediante el uso de técnicas moleculares y la caracterizacion de las diferentes cepas de
Trypanosoma cruzi (se presentan 3 principales: Tcl, Tc2 y Tc3), se ha establecido una
relacién mediante el aislamiento del parasito a mamiferos y su relacion con los triatominos
y el habitat. De esta manera, se aislaron varias muestras de tripanosomas, provenientes de
zarigiieyas (Didelphis marsupialis), encontrando Unicamente la cepa Tcl para estos
mamiferos que habitaban en nidos establecidos en palmeras. Lo que sugiere una muy
cercana pero, sin embargo no absoluta asociacion entre lo que seria el parasito que causa la

enfermedad, T. cruzi, con la cepa Tcl de mamiferos del género Didelphis como los
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reservorios del parasito, los triatominos del género Rhodnius, como los vectores del
parasito y las palmeras como el habitat en el que se da esta relacion (Gaunt & Miles, 2000;

Texeira et al, 2001).

3.3.3. Rhodnius ecuadoriensis: El vector mas importante de la Enfermedad de

Chagas en Ecuador

Basandose en estudios recientes, la especie mas importante como vector de la enfermedad
de Chagas para el Ecuador es Rhodnius ecuadoriensis (Villacis et al, datos no publicados).
Esta especie ha sido reportada para la region costa del pais y en los valles temperados de la
provincia de Loja (Grijalva et al., 2005). Las hembras de esta especie depositan huevos,
que luego de eclosionar pasan por cinco estadios ninfales hasta llegar al estado adulto
(Figura 4) (Grijalva et al., 2005). El tiempo que le toma a un huevo de esta especie
desarrollarse hasta llegar a ser adulto es de aproximadamente 189,9 dias en la regién Costa
(provincia de Manabi), y de 181,3 dias para individuos de la region sur del Ecuador,
(provincia de Loja) (Villacis et al., 2008). Rhodnius ecuadoriensis puede encontrarse

distribuido en los tres tipos de ambientes y/o habitats anteriormente mencionados.

Los primeros estudios realizados en la zona sur del Ecuador en la provincia de Loja
arrojaron resultados de presencia de esta especie en héabitats domiciliares y
peridomiciliares Unicamente, por lo que se pensaba que en esta zona, la especie habia sido
introducida (Abad-Franch et al., 2001). Posteriores estudios, han encontrado que si existe
presencia de Rhodnius ecuadoriensis en ambientes silvestres en la provincia de Loja, por lo

que la incégnita de conocer de ddénde proviene ésta especie, sigue todavia sin ser
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esclarecida (Grijalva y Villacis, 2009; Grijalva et al., 2012). En la region costa del pais
usualmente se los puede encontrar en asociacion con Phytelephas aequatorialis (palmera
de tagua o cade), y otras especies de palmas endémicas de la zona en las que se encuentran
establecidos nidos de mamiferos pequefios como zarigueyas y ratones, que son hospederos
naturales de estos insectos (Villacis et al., 2008). En provincias donde no hay estas
especies de palmeras, R. ecuadoriensis puede encontrase asociado con nidos de ardilla en

arboles (Grijalva y Villacis, 2009; Suarez-Davalos et al., 2010).

3.4. Phytelephas aequatorialis y su relacion con Rhodnius ecuadoriensis.

La tagua (Phytelephas aequatorialis), es una especie de palmera endémica del occidente
ecuatoriano (Brokamp et al., 2014), donde el norte de su distribucién se limita a la zona de
transicion entre el bosque humedo y el bosque pluvial (Figura 5) (Ferreira et al., 2008). En
un rango altitudinal, se las encuentra desde los 500 hasta los 1500 metros sobre el nivel del
mar (Borchsenius & Moraes, 2006). Son plantas dioicas, es decir que poseen dos géneros
bien definidos (macho y hembra) (Dransfield et al., 2005), su tamafio varia desde 1 m
cuando son juveniles, hasta llegar aproximadamente a los 10 metros de altura. En ciertos
casos se ha observado que pueden llegar a 13 metros, y su tallo presenta un didmetro que

varia entre los 20 y 30 centimetros (Barford, 1991).

Es abundante en la Provincia de Manabi y en Santo Domingo de los Tsachilas, en estos
lugares se utiliza las hojas de esta palmera, denominadas cade, para elaborar techos de
cabafias y viviendas; mientras que las semillas se emplean en el disefio de artesanias que se

comercializan en varios lugares del pais y del mundo (Figura 6) (Henderson et al., 1995;
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Balslev et al., 2015). En la region costa del Ecuador, estudios realizados indican que las
palmeras distribuidas en lugares relacionados con presencia del hombre, son las que
frecuentemente se encuentran infestadas con Rhodnius ecuadoriensis (Abad-Franch et al.,
2005). La frondosidad y cantidad de materia organica que las palmeras pueden presentar es
de gran importancia para la formacion de nidos de ciertas especies de aves, y mayormente
comudn de mamiferos (Anexo 2). Es por eso, que didelfidos como zarigiieyas y roedores
(ratas y ratones) que se establecen y forman sus nidos en palmeras, son los que presentan
en su mayoria triatominos en sus nidos (Miles et al., 1983). En habitats silvestres, los
triatominos (en este caso Rhodnius ecuadoriensis) colonizan estos nidos de mamiferos para
refugiarse y disponer de una fuente de alimento relativamente facil, pero consecuentemente
en ausencia de estas condiciones fisicas dptimas para su desarrollo o por cambios en las
condiciones del medio, pueden llegar a nuevas areas, en donde establecerse y buscar
alimento (Anexo 3). Los domicilios y sectores aledafios (peridomicilio) no son lugares de
preferencia natural para estos insectos, sin embargo, la necesidad de alimento y una zona
de refugio puede llevarlos a colonizar estos lugares, potencialmente acarreando consigo el

parasito causante de la enfermedad (Guhl, 2009).

Es esta razon la que hace de las palmeras un factor de riesgo importante para la transmision
del T. cruzi en humanos (Grijalva et al., 2005). En el caso de P. aequatorialis (palmera de
tagua) en la costa ecuatoriana, por su importancia tanto econdémica como para la
construccion, se encuentran cercanas a viviendas (entre 10 y 20 m) lo que facilita que en
casos de condiciones adversas, un nido abandonado por parte del mamifero en donde
habitaba individuos de R. ecuadoriensis busquen refugiarse y alimentarse de la sangre del
mamifero. De la misma manera, por la falta de informacion de las personas de las

comunidades en las cuales P. aequatorialis esta presente y se utiliza como un recurso para
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la construccidn, muchas veces no se realiza el debido control y limpieza de las hojas que se
utiliza para la elaboracion de techos y cabafias. Por lo que se puede de manera involuntaria
acarrear junto con la materia vegetal, a los triatominos que pueden habitar en estas
palmeras, y asi introducirlos dentro de los domicilios exponiendo a los habitantes a una

potencial infeccion por via vectorial (Sanchez-Martin et al., 2006).

Phytelephas aequatorialis, constituye una fuente de ingresos econdémicos para los
habitantes de las comunidades (Suarez-Déavalos, 2010); ya que los frutos de estas palmeras
contienen un semilla dura conocida como marfil negro o marfil vegetal (Velasquez, 1998),
el cual se utiliza en la elaboracion de artesanias. lgualmente posee una importancia
econdmica a gran escala dentro de esta provincia, ya que hasta la actualidad y desde los
afios 1960 y 1970, se han mantenido empresas que se dedican a la exportacion de las
semillas de tagua hacia Europa, principalmente para que sean utilizadas como materia
prima en la elaboracion de botones en la industria textil. Segin datos del INEC para el afio
2004, de las aproximadamente 100 000 toneladas de tagua que se produjo en el pais, 50
000 fueron pertenecientes a la provincia de Manabi; donde alrededor de 35 000 habitantes

se vieron involucrados en dicha actividad (Barford et al., 1990; Brokamp et al, 2014).

3.4.1. Riesgo de reinfestacion en lugares con poblaciones silvestres de Rhodnius

ecuadoriensis

Las iniciativas por parte de los organismos de control de salud en cada pais, han sido muy
importantes para tratar de reducir en cierta manera la incidencia de la ECh, los esfuerzos se

basan principalmente en el control de la poblacién vectorial, es decir, en reducir la
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posibilidad de contacto con el vector (triatominos), y los seres humanos (Dias, 1994). Este
control se basa principalmente en la aplicacion de insecticidas dentro de las viviendas y en
zonas peridomiciliares. Sin embargo, estos controles se ven opacados por los riegos de
reinfestacion que ocurren cominmente debido a las poblaciones silvestres de vectores

(Gdrtler et al., 1999).

Una vez que desaparecen las colonias establecidas en domicilio y peridomicilio debido a la
aplicacion de insecticidas, nuevas colonias provenientes de individuos que habitaban en
ambientes silvestres, pueden llegar a establecerse de nuevo en los sitios donde se elimind
al vector (Abad Franch & Monteiro, 2005), haciendo que la efectividad de los controles,

muchas veces sea temporal, y no definitiva.

3.5. Importancia del analisis filogeografico

La filogeografia es considerada como el analisis espacial de linajes génicos (Avise et al.,
1987), y puede ser aplicada tanto a nivel interespecifico (con especies cercanamente
emparentadas) como también intraespecifico (Lanteri & Confalonieri, 2003). Se busca
utilizar a la filogeografia como la herramienta que nos permite realizar estudios de la
distribucion espacial de cierta caracteristica de los individuos de una especie, ya sea

morfologica o etologica (Lanteri & Confalonieri, 2003).

Por la relativa preferencia de Rhodnius ecuadoriensis hacia ocupar palmeras de tagua en

algunas provincias del occidente del pais, como Manabi, Santo Domingo de los Tséachilas,
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Los Rios y Guayas, es importante lograr conocer como se relaciona la distribucion espacial
de estos insectos con referencia a la distribucion de esta especie de palmera. Es decir, se
aplica el estudio filogenético con respecto a la distribucion espacial de una caracteristica

etologica como es, la preferencia de hébitat.

3.5.1. Uso de marcadores moleculares

Una de las caracteristicas fundamentales de la biogeografia es que esta se basa
principalmente en el estudio de ADN mitocondrial (ADNmt) para las especies animales y
ADN cloroplastico (ADNcp) en plantas (Harrison, 1989). Entre las caracteristicas
principales del ADN mitocondrial se destaca, que es una molécula circular de ADN
ubicada dentro de las mitocondrias de las células animales que no posee histonas en su
estructura, lo que le permite tener una alta tasa de mutacién a diferencia del ADN nuclear,
ademas de no recombinar y ser de herencia casi exclusivamente materna (Lanteri &

Confalonieri, 2003; Gillespe, 1986).

Uno de los marcadores predilectos para realizar estudios en el area de biogeografia es el
citocromo B (mt Cyt B). La ventaja se encuentra en el hecho de que todas las mitocondrias
de las células de un individuo poseen el mismo ADNmt, y gracias a que no tiene
recombinacion cada individuo presenta un haplotipo preponderante. Esta caracteristica
denominada homoplasmia, es determinante al momento de realizar analisis filogeograficos
que tienen como unidad de estudio a cada individuo de una poblacion, con la ventaja
adicional de que las mutaciones en el material genético mitocondrial se fijan de una

manera rapida, por un proceso similar a la deriva génica (Lanteri & Confalonieri, 2003).



25

Por este motivo, se ha utilizado este marcador molecular en triatominos para realizar
analisis filogenéticos y establecer relaciones entre especies cercanas (Monteiro et al.,
2000), y de la misma forma para poder determinar el origen de la diversificacion de

especies pertenecientes a un complejo muy cercanas entre ellas (Diaz et al., 2014)

Otro marcador utilizado para realizar este tipo de estudios es mtlsurRNA (mitochondrial
large subunit ribosomal RNA), que al igual que el marcador mtCytB, es un marcador
mitocondrial que en triatominos ha sido de mucha ayuda para poder establecer relaciones
filogenéticas entre diferentes especies, y para poder comparar la variacién que tienen las
secuencias mitocondriales dentro del grupo de los triatominos vectores de la ECh (Lyman

etal., 1999).

Ambos genes o marcadores moleculares antes mencionados, se encuentran involucrados en
cumplir funciones metabdlicas basicas dentro de la célula. Por dichas razones se
encuentran sometidos a una intensa presion de seleccién externa (Monteiro et al., 2000).
Razén por la cual, se considera el analisis de estos fragmentos de mucha ayuda para

establecer relaciones taxondmicas entre especies de la tribu Rhodinii (Lyman et al., 1999).

3.5.2. Importancia del estudio biogeogréafico de Rhodnius ecuadoriensis en el occidente

del Ecuador

Es muy importante mejorar el conocimiento de la variacion genética entre individuos de

Rhodnius ecuadoriensis, con la distribucion de los mismos en zonas donde se encuentran
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palmeras de Phytelephas aequatorialis, esto servira para evaluar la condicion actual en la
que esta especie se encuentra, los acontecimientos historicos que influenciaron en su
distribucion actual y establecer las relaciones que existen entre las posibles poblaciones

que puedan evidenciarse.

También es fundamental lograr identificar el patron de distribucién de Rhodnius
ecuadoriensis a lo largo de las zonas que presentan Phytelephas aequatorialis, con el fin
de determinar nuevas zonas en las que puede estar presente este insecto, y qué tan

expuestas se encuentran las personas que habiten en esos lugares.

Finalmente, la determinacion de indices de variacion genética, serdn de mucha utilidad
para los controles que se realicen; y asi, en un futuro permitir el planteamiento de nuevos
métodos de control, que no solamente se enfoquen en los habitats peridomiciliar y
domiciliar, sino también en buscar métodos de control y/o vigilancia silvestre que aseguren
de cierta manera la disminucién definitiva de la incidencia de la ECh en estos lugares. De
esta forma permite conocer cuan efectivo va a ser el control segun el sector en el que sea
aplicado, es decir, que si un mecanismo de control es adecuado para todos los lugares
donde esta presente Rhodnius ecuadoriensis, o si la variacion entre individuos de acuerdo
al lugar donde se encuentran es lo suficientemente significativa, como para que un control

sirva en ciertos lugares, mientras que en otros, sea ineficaz.
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3.6. Objetivo General

- Determinar la relacion filogeografica entre localidades que presentan Rhodnius
ecuadoriensis encontrados en las palmeras Phytelephas aequatorialis en la parte
Occidental del Ecuador, mediante el uso de dos marcadores moleculares: (i) mt Cyt B y (ii)

mtlsurRNA.

3.6.1. Objetivos Especificos

- Establecer la estructura genética de Rhodnius ecuadoriensis recolectados en habitats
silvestres y peridomiciliares de la parte occidental del Ecuador, mediante una red de

haplotipos.

- Determinar la relacién filogeografica de Rhodnius ecuadoriensis, recolectadas en el
habitat silvestre, palmeras Phytelephas aequatorialis, en un gradiente latitudinal norte-sur

de la region occidental de Ecuador, mediante el uso del marcador mitocondrial mt Cyt B.

- Establecer la relacion filogeografica de Rhodnius ecuadoriensis, recolectadas en el
habitat silvestre, palmeras Phytelephas aequatorialis, en un gradiente latitudinal norte-sur

de la region occidental de Ecuador, mediante el uso del marcador mtlsurRNA.
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- Comparar los resultados que se obtendran mediante el uso de los dos marcadores
moleculares (mt Cyt B y mtlsurRNA), para establecer si existen o no diferencias

significativas entre ambos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Area de estudio

La region occidental del Ecuador, en la que se realizo la busqueda de los individuos de
Rhodnius ecuadoriensis en palmeras de Phytelephas aequatorialis, comprende las
provincias de Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas, Los Rios y Guayas; en un rango
altitudinal que va desde los 500 hasta los 1500 metros sobre el nivel del mar en la zona

tropical y subtropical.

Esta es una de las zonas de mayor influencia de comercio y paso de vehiculos en todo el
Ecuador, debido a la importancia agricola y ganadera del sector, que hacen que el
transporte pesado y liviano en toda la zona sea continuo durante todo el dia (Withaker et al,

1990).

4.1.1. Manabi

La provincia de Manabi se encuentra al noroccidente del Ecuador y ocupa una extensién
territorial de 18.400 Km?. Esta provincia posee varias zonas que difieren entre si, en cuanto
a condiciones como temperatura y humedad; por consiguiente presentan ciertas diferencias
en flora y fauna (Sierra, 1999). Politicamente se divide en 22 cabeceras cantonales las
cuales poseen comunidades rurales en las que habitan personas mayoritariamente de bajos

recursos econémicos, la mayoria de estas personas, emplean para la construccién de sus
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viviendas la cafia guadua (Guadua angustifolia) para las paredes de las mismas, y para los
techos se utiliza zinc en ciertos casos; mientras que en otros, las hojas extraidas de las
palmeras (Phytelephas aequatorialis) son la opcion méas econdmica y rapida para terminar

una vivienda (Grijalva et al., 2011).

4.1.2. Santo Domingo de los Ts&chilas

La Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas se encuentra ubicada en las estribaciones
externas de la cordillera occidental de los Andes, y su territorio ocupa una superficie de
3.857 km2. Es una provincia caracterizada por su alta pluviosidad, de manera que consta de
varios rios que van a lo largo de todo su territorio, con un clima subtropical en zonas
cercanas a las cadenas montafiosas de la cordillera de los Andes y tropical en las zonas méas
cercanas a la costa; es una de las provincias que se incluye dentro de la distribucién de la
palmera Phytelephas aequatorialis gracias a sus caracteristicas en cuanto a humedad y

temperatura.

4.1.3. Los Rios

Los Rios es una provincia ubicada en la zona centro occidental del Ecuador que comprende
una superficie de 6.254 km?, caracterizada por ser una zona de planicies vastas donde su
altura maxima, en cuanto al nivel del mar no sobrepasa los 500 metros en ciertas

elevaciones.
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Su nombre se debe a la amplia red de fuentes hidrograficas que atraviesan su territorio,
haciendo de esta provincia una de las mas importantes en cuanto a produccion agricola se
refiere. Igualmente, su clima célido y la humedad del ambiente contribuyen para una
diversidad de flora y fauna en ciertas zonas. En esta provincia se emplea las semillas de
tagua de Phytelephas aequatorialis para la exportacion como materia prima utilizada en la

elaboracion de productos para la industria textil.

4.1.4. Guayas

La provincia de Guayas se encuentra ubicada en la parte sur occidental del Ecuador, con
una extension de 17.139 Km?; en una zona de la llanura central del litoral ecuatoriano y se
encuentra a su vez atravesada por una cadena montafiosa denominada, Chongon Colonche;
que se extiende hasta la provincia de Manabi, sin embargo dichas elevaciones no

sobrepasan los 1.000 metros sobre el nivel del mar (msnm) (Holguin Arias, 2003).

Su temperatura promedio es de 25 °C con una mayor evaporacion, que precipitacion en su
zona costera, por lo que ciertas zonas son de tipo desértico. Sin embargo, en ciertas
regiones mas cercanas a la zona central del Ecuador existen mayores niveles de humedad,
que al mismo tiempo son condiciones necesarias para poder encontrar ciertos lugares en
los que se encuentran palmeras, entre ellas las palmeras de tagua (Phytelephas

aequatorialis).
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4.2. Recoleccion de Triatominos

El método de recoleccion consiste en la busqueda de palmeras en un rango de hasta 500
metros de distancia de los domicilios (Sanchez, 2015), de las comunidades visitadas
durante los afios 2010 y 2011 cuando se realizaron busquedas domiciliares vy
peridomiciliares. Una vez establecida la palmera en la cual se va a realizar la colecta, se
determina: (i) La cantidad de materia organica que la palmera presenta, observando si
existe suficiente material organico acumulado alrededor de la palmera que puedan
representar un potencial refugio para mamiferos; (ii) Busqueda de nidos de mamiferos
entre las hojas de las palmeras y (iii) Altura de la palmera, para determinar su

accesibilidad.

Se procedi6 a posicionar de manera adecuada una escalera y evaluar la posiciéon de la
persona que va a empezar la basqueda en la parte superior. Antes de iniciar, la persona a
cargo de la revision de la palmera, debe colocarse prendas de proteccion como guantes de
latex y cuero, chagueta con mangas largas para la proteccion de los brazos, gafas y
mascarilla; ademas de un arnés de seguridad perfectamente colocado para evitar accidentes

(Sanchez, 2015).

La busqueda se realiz6 en la parte superior de la palmera y en las coyunturas de las hojas
con el tallo, para poder sacar materia organica y nidos de mamiferos que posteriormente se
analizaron en un plastico ubicado en la base del tallo de la palmera, el cual fue de color
rojo o de un color que contraste con la materia organica recogida (Sanchez, 2015). Una vez

que los nidos y la materia organica fueron colectados se procedio a su analisis en el
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plastico de color, mediante el método de muestreo directo se procedié a desarmar los nidos
formados por materia vegetal con el fin de dejar sin refugio a los triatominos y facilitar que

estos insectos sean visibles (Villacis, 2011).

De la misma manera se examind la materia orgénica (hojarasca) que cay0 durante la
bdsqueda con el fin de encontrar el méaximo o la totalidad de triatominos presentes en cada
palmera (Suérez- Davalos, 2010). Los triatominos encontrados fueron almacenados en
frascos estériles, cada uno correctamente etiquetado con la informacion del lugar de
coleccion, la fecha, coordenadas, comunidad y un codigo que se le asign6 a cada una de las

palmeras analizadas (Sanchez, 2015) (Figura 7).

En el afio 2013, dentro de la provincia de Manabi se recolectaron individuos de Rhodnius
ecuadoriensis en 284 palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis), las cuales se
encontraban distribuidas en 74 comunidades. Se realiz6 una busqueda manual a las
palmeras antes mencionadas, las cuales albergaban nidos de ratas (Rattus rattus), zorros
(Didelphis marsupialis) y otros mamiferos. Como resultado de este estudio se recolect6 un
total de 791 individuos de Rhodnius ecuadoriensis (de todos los estadios), los cuales
fueron llevados al Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas y Croénicas

(CIEIC) para su posterior almacenamiento y registro (Sanchez, 2015).

En el caso de las provincias de Los Rios y Santo Domingo de los Tsachilas, en el afio
2015, las palmeras fueron escogidas tomando en cuenta su altura, la frondosidad que

presentaban, la presencia de plantas epifitas y/o parasitas y la presencia de nidos de aves 0
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mamiferos; esto con el fin de examinar las palmeras en las que exista la mayor

probabilidad de encontrar triatominos.

Las muestras de la provincia de Guayas, fueron recolectadas de acuerdo a la publicacion de
Grijalva et al., (2010), la recoleccién se realizd en el afio 2003. Los individuos de R.
ecuadoriensis pertenecientes al habitat peridomiciliar que fueron utilizados para realizar la
comparacion con el habitat silvestre, fueron recolectados en el cantén Portoviejo, Manabi
en los afios 2006 y 2007 tal como se menciona en Villacis et al., (2010) y Grijalva et al.,

(2011).

4.2.1. Permisos de Investigacion.

En la Provincia de Manabi, los triatominos fueron recolectados en las diferentes
comunidades bajo el permiso de coleccion N°005-12-IC-FAU-DNB/MA (Sanchez, 2015).
Para la recoleccién de Triatominos que se efectuaron en las Provincias de Santo Domingo
de los Tsachilas y Los Rios, se realizd los tramites pertinentes, y se logré obtener el
permiso de investigacion N°004-15-1C-FAU-FLO-DNB/MA (Anexo 4), con el fin de
obtener muestras que representen otras zonas de la region occidental del Ecuador que no
correspondan a la Provincia de Manabi e ingresarlas en la base de datos de estudio (Anexo

5).
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4.3. Extraccion de ADN de Rhodnius ecuadoriensis

Se procedid a extraer el ADN a partir de patas, de aproximadamente de 100 individuos
adultos de Rhodnius ecuadoriensis correspondientes a las provincias antes mencionadas,
utilizando el kit de extraccion de ADN de sangre y tejido (Qiagen) (Anexo 6) (Fitzpatrick
et al., 2008). Se procedi6 a extraer las patas de los insectos, procurando que no se pierda
ninguna y que se encuentren completas, las patas fueron lavadas con alcohol al 70% y
secadas con papel absorbente, posteriormente se empezd a cortar las patas de cada
individuo con ayuda de una hoja de bisturi en cajas petri de vidrio individuales, hasta
obtener pequefios pedazos. Estos pedazos fueron trasladados a tubos ependorf de 1,5 ml
debidamente etiquetados con el cddigo de cada insecto, se agregaron 200 ul de tampdn
ATL y se utiliz6 el vortex para mezclar la muestra durante 10 segundos. Luego se afiadio
20 ul de proteinasa K en cada muestra, se mezclé nuevamente mediante vértex, durante 10
segundos, y se procedié a la maceracion mediante el uso de un pistilo estéril. Luego de
aproximadamente 2 minutos de maceracion con el pistilo en cada muestra y de obtener
turbidez en el tubo, se llevo las muestras a una incubadora para dejarlas a 55° C durante
toda la noche, para lograr una lisis completa de todos los compuestos proteicos que
componen las patas de los insectos. Transcurrido este tiempo se retird las muestras de la
incubadora y fueron mezcladas por vortex durante 15 segundos. Después se agreg6 200 ul
de bafer AL a cada muestra e inmediatamente fueron sometidas al vortex por 10 segundos.
Se incubo las muestras a 70° C durante 10 minutos para inactivar la proteinasa K, una vez
realizado este proceso se retiraron las muestras de la incubadora y se les agreg6 200 ul de
etanol al 100% y se mezclé todo mediante vortex. Se procedio a pasar toda la cantidad
posible de muestra liquida, evitando tomar los pedazos de patas, a la columna debidamente

etiquetada; posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 8000 rpm durante un
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minuto. Se descarté el tubo que contenia el liquido que bajo de la columna y se coloco la
misma en un nuevo tubo de recoleccion; se afiadio 500 ul de buffer AW1 en la columna
para luego centrifugar a 8000 rpm durante un minuto. Los tubos de recoleccion fueron
desechados y la columna fue nuevamente trasladada a un nuevo tubo; posterior a esto, se
afiadié 500 ul de baffer AW2 y se centrifugd durante tres minutos a maxima velocidad.
Una vez finalizado este proceso se desechd de nuevo el tubo de recoleccion y se pasoé la
columna a un nuevo tubo (definitivo) con tapa, debidamente etiquetado en el cual se
almaceno el ADN. Por altimo, se agrego6 50 ul de baffer AE, se dejo6 incubar a condiciones
ambientales durante 1 minuto con la tapa abierta y se centrifug6 las muestras a 8000 rpm
durante 1 minuto, se repitié el mismo paso una segunda vez, para que al final podamos
desechar la columna y conservar el tubo en el cual se obtuvieron 100 ul de ADN

suspendido en buffer AE. Las muestras fueron almacenadas a -20°C.

4.4. Cuantificacion y dilucién de ADN

Una vez realizadas las extracciones de ADN se procedid a la cuantificacion de las muestras
mediante el uso de un espectrofotémetro (NanoDrop 1000 Thermo Scientific), para

determinar la concentracién (ng/ul) de material genético de cada individuo.

Una vez conocida la concentracion de cada muestra, se procedié a realizar diluciones a 5
ng/ul de las mismas, para tener un stock que posea la misma concentracién y de esta

manera, lograr mejores resultados en el momento de la amplificacion.
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4.5. Amplificacion de ADN

Para la amplificacion del citocromo B (mt Cyt B) se utiliz6 un volumen final de 50 ul, que
contenian 25 ul Green Master Mix (Promega), 9 ul H20 ultra pura, 4 ul de cada primer
(Forward y Reverse) a una concentracion de 10 uM y 8 ul de ADN a una concentracion de
5 ng/ul. EI mt Cyt B fue amplificado usando los primers: Cyt b7432F, 5-GGAC-
(AT)GG(AT)ATTTATTATGGATC, y Cyt b7433R 5'-
GC(AT)CCAATTCA(AG)GTTA(AG)TAA (Monteiro et al., 2003), en las siguientes
condiciones: 1 ciclo 5 minutos a 95°C, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 45°C por 30

segundos y 72°C por 1 minuto y finalmente 1 ciclo a 72°C durante 10 minutos (Anexo 7) .

Para el andlisis del mtlsurRNA, se realizaron reacciones de PCR en un volumen final de 30
ul, que contenia: 5 ul de buffer Go green (Promega), 2 ul de cloruro de magnesio MgCl 25
mM (Promega), 0,5 ul de DNTp Mix (Promega), 1,5 ul de cada primer (Forward y
Reverse), 0.2 ul de GoTaq Flexi DNA (Promega), 12,3 ul de H20 y 7 ul de ADN de
concentracion 5 ng/ul (Anexo 10). Las secuencias utilizadas para los primers mtlsurRNA
fueron: LRN Forward (LRN13393A): 5-CATCTGTTTAWCAAARACAT-3' y LRN
Reverse (LRJ12966): 5'- AAAAAATAACGCTGTTATCCCTAAAGTAA-3' (Monteiro et

al., 2000). Las condiciones para la amplificacidn del fragmento fueron las siguientes:

1 ciclo a 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 47°C durante 30
segundos y 72°C durante un minuto, y finalmente, 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos

(Monteiro et al., 2000) (Anexo 8).



38

4.6. Secuenciacion y analisis del ADN de Rhodnius ecuadoriensis

Una vez que se realizo la amplificacion con los distintos marcadores moleculares
establecidos para este anélisis y de confirmar dichos resultados mediante un gel de agarosa
al 1% (Anexo 9), se procedi6 a enviar las muestras a MACROGEN (Corea del Sur) para su

posterior purificacion y secuenciacion (Anexo 10).

Para esto se procedié a enviar un volumen de 25 ul de cada uno de los productos de la PCR
en tubos ependorf de 1,5 ml, para que sean purificados antes del proceso de secuenciacion.
Una vez que las muestras fueron secuenciadas, se procedio a la revision de la calidad de las
mismas mediante el uso del software UGENE 1.17.0 (Unipro, 2015). Para la obtencién de
la secuencia consenso se empleo el Software DNA Baser Assembler v4 (Heracle Biosoft),
y para la verificacion de los fragmentos correctos para el estudio se procedié a realizar un
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (NCBI, 2015) de cada una de las secuencias

recibidas de los dos marcadores utilizados.

El alineamiento fue realizado mediante el software Mega v6.0 (Tamura et al., 2013)
(Anexo 11), se realiz6 un alineamiento general con todas las secuencias en un solo analisis.
Una vez concluida esta fase, las secuencias se encontraron listas para realizar los

posteriores analisis utilizando diferentes programas computacionales segin nuestro interes.

Se trabajo en el programa DnaSP v5.0 (Rozas et al., 2009), para obtener: (i) la

composicion nucleotidica promedio, (ii) el namero de sitios polimdrficos (variables sites),
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(iii) el namero de sitios unicos (singleton sites), (iv) asignacién de nimero de haplotipos
(h), y (v) se evalué estimadores de variabilidad genética como: (a) La diversidad
haplotipica (Hd), (b) el indice de diversidad nucleotidica (), (c) el indice de polimorfismo
de nucledtidos. Mediante el programa J Model Test v2.1.4 (Darriba et al., 2012), se
procedi0 a establecer estadisticamente cual era el mejor modelo de substitucion

nucleotidica al que se ajustaban nuestros datos (Anexo 12).

El Software MEGA v6.0 (Tamura et al., 2013), nos permitié estimar la distancia genética
estandar (d), distancia genética dentro y entre poblaciones, mediante modelo que presente
el mejor criterio de optimalidad basado en el menor valor para el criterio de informacion
bayesiano (BIC), siendo el T92 (+G) (Tamura 3 parametros) y el TN93 (Tamura-Nei) los
modelos que mejor se adaptaron a nuestros datos para el mt Cyt B y para el mtlsurRNA
respectivamente. También se pudo determinar las frecuencias de los haplotipos que se
encontraron y finalmente, se realizd la construccion de dendrogramas utilizando el

algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) (1000 replicaciones).

Se utiliz6 el programa BEAST v1.8.2 (Drummond & Bouckaert, 2015), para realizar
analisis bayesianos y obtener un arbol filogenético. Para ello, se empled los resultados del
analisis del programa BEAST v1.8.2 (Drummond & Bouckaert, 2015) y se los edit0
mediante la extension del mismo software denominado Tree annotator v1.8.2, para
finalmente graficar el arbol filogenético mediante el programa FigTree v1.4.2. (Rambaut,

2014).
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Para establecer conexiones de red (Median Joining Networks) entre los haplotipos de las
diferentes localidades en las que se recolectaron los individuos de Rhodnius ecuadoriensis
se utilizd el programa Network v5.0 (Fluxus Techonolgy Ltd.) (Anexo 13). También
mediante el software Arlequin v3.5.2 (L. Excoffier, Universidad de Berne) se realizaron

los andlisis antes mencionados para establecer la mejor opcion.

Con el fin de comparar diferentes zonas dentro del sector occidental del Ecuador, los
andlisis que se realizaron fueron establecidos de la siguiente manera: (i) La comparacion
general de todos los individuos de habitat silvestre, que fueron recolectados en palmeras de
Phytelephas aequatorialis, y para los cuales se tienen secuencias datos en las tres
provincias (Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas y Guayas), (ii) El analisis de las
poblaciones de Rhodnius ecuadoriensis recolectados en hébitat silvestre en la provincia de

Manabi en 32 comunidades de 14 cantones (Figura 8).

Lo anteriormente planteado, nos permitira conocer el nivel de variabilidad genética de esta
especie de triatomino en la zona occidental del Ecuador, en su habitat silvestre. Ademas
nos ayudara a comprender de mejor manera las diferencias que puedan existir entre los
individuos recolectados en diferentes cantones y provincias para relacionar estos resultados
con la importancia econémica que tiene en esta zona P. aequatorialis, que a su vez es el
principal micro habitat de esta especie de insecto. De la misma manera, es muy importante
establecer si existen diferencias genéticas entre individuos recolectados en habitat silvestre
con individuos de peridomicilio, para poder comprender el proceso de colonizacion que se
puede dar hacia los habitats sinantropicos a partir de las zonas silvestres, y por ende el

incremento del riesgo de infeccion en los seres humanos.
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5. RESULTADOS

5.1. Recoleccion y seleccion de muestras para el analisis de la zona occidental del

Ecuador (Manabi, Guayas y Santo Domingo de los Tséachilas)

Se lograron recolectar 6 individuos de Rhodnius ecuadoriensis dentro de la provincia de
Santo Domingo de los Tséchilas en dos localidades: Las Orquideas y La Union del Toachi,
en un total de 11 palmeras. Para la provincia de Los Rios, no se encontraron individuos de

R. ecuadoriensis en 10 palmeras que se realizé la busqueda.

Las extracciones de ADN se realizaron exitosamente utilizando patas de 68 individuos de
Rhodnius ecuadoriensis que se recolectaron en la provincia de Manabi en el afio 2013
(Sanchez, 2015), también se extrajo ADN de individuos recolectados en la provincia de
Santo Domingo de los Tsachilas en el 2015, ademas de utilizar muestras de la Provincia de
Manabi, Guayas y Santo Domingo de los Tsachilas; obtenidas en: Villacis, 2011 y Abad-
Franch, datos no publicados, que se tenian como archivo y que corresponden al fragmento
mt Cyt B. Todas estas muestras fueron reunidas con el fin de alcanzar aproximadamente
105 individuos para el analisis (Tabla 1). La amplificacidn de los fragmentos de interés por
medio de los dos marcadores moleculares se comprobd mediante geles de agarosa al 1% en

el caso del mt Cyt B; y con geles al 3% para el mtisurRNA.
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5.2. Estimadores de la variabilidad genética de individuos de Rhodnius ecuadoriensis
en la zona occidental del Ecuador (Manabi, Santo Domingo y Guayas), mediante el

uso de los marcadores moleculares mt Cyt B y mtisurRNA

Para obtener los indices de variabilidad genética en el marcador mt Cyt B se utilizaron un
total de 105 individuos de R. ecuadoriensis, recolectados en palmeras de tagua. Se pudo
observar que no existen inserciones, ni deleciones dentro del total de secuencias
analizadas. Se encontraron un total de 29 sitios variables o polimorficos StoraL = 29, de los
cuales 28 fueron mutaciones sinénimas y una no sinénima, lo que equivale al 4,82% de la
longitud total del fragmento analizado (600 bp). EI nimero de sitios informativos de
parsimonia fue 22 y dentro de los individuos en esta zona se obtuvo 7 sitios Unicos o

"singleton sites™ en las posiciones 127, 164, 178, 496, 532, 541 y 562.

Dentro de los principales indices de variabilidad genética, podemos destacar una
diversidad haplotipica (Hd) de los individuos de la zona, que en este caso fue HdrotaL =
0,877 + 0,021; mientras que la diversidad nucleotidica fue de mrotrac=0,0085 (Tabla 2). La
composicion nucleotidica se distribuyd de la siguiente manera: Citosina (C = 18,9%),

Adenina (A = 31,6%), Timina (T = 37,3%) y Guanina (G = 12,2%).

Para el andlisis del fragmento mtlsurRNA, se utilizaron las secuencias de los individuos de
la provincia de Manabi recolectados en P. aequatorialis durante el afio 2013. Ademas se
utilizé un back up de ADN almacenado en el CIEIC perteneciente a la misma provincia,

gue también incluyé dos secuencias: dos de Guayas y otra de Santo Domingo; y finalmente
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las secuencias de los individuos recolectados en la salida de campo a la provincia de Santo

Domingo de los Tsachilas, realizada en Agosto del 2015.

El fragmento analizado fue de 388 bp, se encontrd un total de 8 sitios polimorficos o
variables StoraL = 8, que representa el 2,06% de la longitud del fragmento, todas las
mutaciones fueron sindnimas. Los sitios informativos de parsimonia fueron 5 y se
determinaron 3 sitios Unicos "singleton sites” en las posiciones 124, 272 y 346. La
diversidad haplotipica (Hd) fue HdroraL = 0,669 + 0,027; mientras que la diversidad
nucleotidica obtenida fue mrotra= 0,0029 (Tabla 3). La composicion nucleotidica se
distribuy6 de la siguiente manera: Citosina (C = 8,2%), Adenina (A = 31,0%), Timina (T =

43,0%) y Guanina (G = 17,7%).

Las distancias genéticas en funcién de la distribucion de las frecuencias de pares de bases
dentro de los genes analizados, fueron bajas entre individuos y entre provincias tanto para

el mt Cyt B (Tabla 4), como para el mtisurRNA (Tabla 5).

5.3. Test de neutralidad selectiva Tajima’s D en tres provincias de la zona occidental

del Ecuador (Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas y Guayas)

La prueba de neutralidad selectiva denominada Tajima’s D, fue calculada para poder
inferir si la poblacion de las tres provincias se encuentra en crecimiento o si al contrario la

poblacién decrece. El resultado para el mt Cyt B fue Dzona occidental = -0,349, mientras que
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para el mtisurRNA fue Dzona occidental = -0,8539. En ambos marcadores los valores fueron

negativos, lo que nos sugiere que esta poblacion se encuentra en incremento.

Adicionalmente, se procedi6 a realizar esta prueba en cada una de las provincias con el
marcador mt Cyt B. En la provincia de Manabi se obtuvo un valor Dmanabi =-0.319 que nos
indica que la poblacion se encuentra en incremento, al igual que en la provincia de Santo
Domingo de los Tsachilas, en donde el valor fue de Dsanto bomingo = -1.830. Para la provincia
de Guayas, no se pudo realizar esta prueba debido a los pocos individuos que se

obtuvieron, lo que hace que el andlisis no sea confiable.

5.4. Andlisis filogenético de Rhodnius ecuadoriensis en tres provincias de la zona

occidental del Ecuador (Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas y Guayas)

Se procedio a elaborar una lista de haplotipos con las secuencias correspondientes a las tres
provincias, mediante el analisis del fragmento de mt Cyt B. Se obtuvieron 29 haplotipos
(Tabla 6), se pudo observar un total de 13 haplotipos compartidos entre las diferentes
localidades, siendo el mas comun el haplotipo 1 (HEO1) con 29 individuos, seguido por
los haplotipos (HEO13) 19, (HEO5) 10, (HEO3) 8, (HEO8) 4, (HEO2) 3, (HEO7) 3,
(HEO9) 3, (HEO18) 3, (HEO10) 2, (HEO14) 2, (HEO16) 2 y (HEO19) 2 individuos. En el
haplotipo 1 (HEO1) se observo algunas de las secuencias pertenecientes a la provincia de
Manabi, compartiendo este grupo junto con 11 secuencias de Santo Domingo de los
Tsachilas. Lo mismo se evidencidé en el haplotipo 9 (HEQ9), en el que el grupo se

conformd por secuencias de ambas provincias (Manabi y Sto. Domingo de los Tsachilas).
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Los 16 haplotipos restantes Unicamente estaban conformados por un solo individuo, y
correspondieron a la provincia de Manabi y 2 haplotipos (HEO11 y HEO12) pertenecientes

a Guayas.

Mediante el uso del marcador mtlsurRNA, se determinaron un total de 10 haplotipos
(Tabla 7). Cuatro de ellos fueron compartidos (HEO1, HEO2, HEO3 y HEO5) entre las
localidades. El haplotipo 1 (HEO1) se encuentra conformado por 41 individuos, los cuales
pertenecen a la provincia de Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas y Guayas. De la
misma manera el haplotipo 2 (HEO2) se conforma por 41 individuos, 40 de Manabi y uno
de Santo Domingo. El resto de haplotipos compartidos y no compartidos pertenecen

Unicamente a Manabi.

5.4.1. Filogenia mediante Neighbour Joining

Para el marcador mt Cyt B el modelo T92+G (Tamura 3 parametros) con distribucion
Gamma discreta (+G), fue el mejor para nuestro analisis. Se construyd la filogenia,
utilizando nuestros individuos de Rhodnius ecuadoriensis, junto con secuencias obtenidas
del GenBank (KC543507.1) (KC543510.1) (KC543509.1) (KC543508.1) y como grupos
externos se usaron secuencias publicadas en Diaz et al. (2014) correspondientes a
Rhodnius pallescens (FJ225391.1), (JQ686689.1) y Rhodnius colombiensis (FJ229360.1),

(KC543506.1).
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Basado en la minima evolucion mediante el algoritmo Neighbour Joining (NJ) con un
bootstrap (BT) de 1000 repeticiones y sustitucion nucleotidica, se obtuvo el arbol mostrado
en la figura 9. Se evidencid la monofilia de Rhodnius ecuadoriensis, ya que se observa un
BT= 100% en el nodo I. Los valores BT para los grupos externos fueron 99% para
Rhodnius pallescens y 100% para Rhodnius colombiensis. Los nodos externos e internos
dentro de las secuencias correspondientes a Rhodnius ecuadoriensis, no se encontraron
valores de BT superiores a 80%; lo que nos permite evidenciar la ausencia de una
estructura intraespecifica, salvo por el grupo del nodo Il (BT= 84%), que se conforma por
los haplotipos HEO11, HEO21, HEO19, HEO13 y HEO28; que corresponden a la

provincia de Manabi excepto por HEO11, que pertenece a Guayas.

Para el marcador mtlsurRNA se establecio a TN93 (Tamura - Nei) como el mejor modelo
para nuestros datos. Se realizé la filogenia, Gnicamente con los individuos colectados en
este estudio, utilizando el algoritmo de Neighbour Joining (NJ) con un bootstrap (BT) de
1000 repeticiones y sustitucion nucleotidica. En el arbol se pudo observar Gnicamente el
origen monofilético de R. ecuadoriensis. Los valores BT para los nodos internos y externos
obtenidos no sobrepasan el 65% (BT), lo que nos indica una ausencia de variacion
suficiente para establecer relaciones claras entre haplotipos excepto por el Nodo dos que

agrupa a los haplotipos HEO3 y HEO5, con un valor BT= 83% (Figura 10).
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5.4.2. Filogenia mediante método Bayesiano

Se realizé la filogenia mediante el método bayesiano utilizando el programa BEAST v1.8.2
(Drummond & Bouckaert, 2015), la extension del mismo programa denominada
TreeAnottator v1.8.2 para eliminar los arboles que se establecen al inicio del analisis, y asi
poder tener Unicamente los arboles de mayor veracidad. Posteriormente, se procedid a

graficar la filogenia en el programa FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2014).

Para mt Cyt B se establecieron los siguientes parametros: modelo de sustitucion HKY
(Hasegawa-Kishino-Yano), niumero de categorias gamma 4, frecuencias base estimadas,
MCMC: largo de la cadena 10000000, y se realiz6 un burnin para eliminar los 1000
primeros arboles. De esta manera, se obtuvo un arbol cuyas probabilidades posteriores
bayesianas (PPB) fueron mayores a 0,95 para los nodos externos (Figura 11). Se pudo
observar un PPB= 1 para el nodo I, al igual que para sus grupos externos (R. colombiensis
y R. pallescens). Dos grupos se encuentran establecidos mediante el valor de probabilidad
del nodo 2 (PPB= 100%), el nodo 3 posee un valor igualmente significativo de PPB= 0,95,
que nos indica que el grupo de individuos dentro de esta rama se encuentra correctamente
establecido, y se divide en 2 subgrupos, uno correspondiente al nodo 4 (PPB= 0,43) que
nos indica que el subgrupo carece de estructura; y el otro subgrupo correspondiente al nodo
5 (PPB= 0,93). El nodo 6 (PPB= 0,48) nos muestra una agrupacion que de igual manera

carece de estructura intraespecifica.

Para el mtlsurRNA se utilizaron el mismo modelo evolutivo y los mismos parametros que

para el mt Cyt B. En el arbol se puede observar que el nodo entre los individuos de R.



48

ecuadoriensis y el grupo externo (R. pallescens) (AF045706.2) posee un valor PPB de 1, lo
que nos confirma el origen monofilético de la especie. En esta filogenia solo se observo
que el PPB del nodo Il (0,97) es el que presento un soporte aceptable, conformado por tres
haplotipos (HEO3, HEO5 y HEOS), pertenecientes a la provincia de Manabi. Cabe
mencionar que son haplotipos conformados por pocos individuos (HEO3 y HEOS5) o por

un solo individuo como es el HEOS8 (Figura 12).

Ademas, se concatend la informacién de ambos genes y se construyd una filogenia
mediante analisis bayesiano con los pardmetros antes mencionados para cada uno de los
marcadores. En este arbol se observé un valor PPB= 1 (100%) para el nodo 1, que indica
un soporte aceptable para la relacion de los haplotipos de R. ecuadoriensis con su grupo
externo (R. pallescens). Existen dos grupos claramente separados con un soporte alto, que
corresponde al nodo 2 (PPB=1). Podemos observar que en los nodos internos el nodo 3
mostr6 un valor de (PPB=0,99) y agrupa a los haplotipos HEO1, HEO2, HEO3, HEO4 y
HEOS5. Se observé también la agrupacion de los haplotipos HEO6 con el HEO8 y del

HEO7 con el HEO9 con probabilidades posteriores bayesianas mayores a 0,95 (Figura 13).

5.5. Relacion entre haplotipos de la zona occidental del Ecuador (Manabi, Santo

Domingo de los Tsachilas y Guayas)

Para el andlisis de la relacién de los haplotipos obtenidos con los datos del mt Cyt B de las
tres provincias de la zona occidental (Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas y Guayas),

se realiz6 una red haplotipica (Figura 14). Se determin6 que del total de los 29 haplotipos,
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13 son compartidos entre individuos de las diferentes provincias. En el haplotipo 1 (HEO1)
se observo individuos de la provincia de Manabi representados dentro de la red por el color
verde, e individuos de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas en color naranja.
Otro haplotipo compartido entre dos provincias es el HEO9 conformado igualmente por
individuos de Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas. El resto de haplotipos
compartidos se muestran unicamente en color verde, debido a que se agrupan individuos

solo de la provincia de Manabi.

Los 16 haplotipos restantes se encontraron establecidos Unicamente por un individuo, y
dentro de estos se pudo observar haplotipos de Manabi (HEO4, HEO6, HEO15, HEO17,
HEO19, HEO20, HEO21, HEO22, HEO23, HEO24, HEO25, HEO26, HEO27, HEO28), y
también encontramos haplotipos de la provincia de Guayas que son: HEO11 y HEO12.
Para esta red haplotipica fueron inferidos dos ancestros hipotéticos que se muestran como
puntos de color rojo, uno de ellos se encuentra entre el HEO20 y el HEO22, mientras que

el segundo une a los haplotipos HEO6 y HEO11.

Para el mtlsurRNA se establecio de la misma manera una red haplotipica (Figura 15), para
poder determinar la relacion entre los diferentes haplotipos encontrados. El haplotipo 2
(HEO2), conformado por individuos de las tres provincias fue el haplotipo central. A partir
de este se derivan cinco haplotipos, de los cuales cuatro corresponden a un solo individuo
(HEO6, HEO9, HEO10, HEQ7), mientras que HEO1 conformado por 41 individuos de dos
provincias. En esta red existié Unicamente un ancestro inferido entre los haplotipos HEO3

y HEO4.
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5.6. Diferenciacion genética (Gst) y Flujo génico (Nm) en la zona occidental del

Ecuador (Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas y Guayas)

Para el analisis de la diferenciacion genética se evalu6 tanto a nivel de secuencias, como de
haplotipos de R. ecuadoriensis que pertenecen a la zona occidental. En el analisis en
funcion de las secuencias (Hudson et al., 1992) se encontrd que para el mt Cyt B un Fst=
0,265 y el nimero de migrantes fue de Nm= 1,38. Mientras que para el mtiIsurRNA el Fst=
0,387 y el nimero de migrantes fue de Nm= 0,79. Ambos genes nos indican una

diferenciacién moderada-alta entre las secuencias de la zona analizada.

Mediante el analisis de Nei (1973) se procedi6 a determinar el valor de Gsr, para establecer
la diferenciacidn genética entre los haplotipos. Es asi, como para el mt Cyt B se obtuvo un
Gst= 0,114 y el numero de migrantes fue de Nm= 3,87, mientras que para el mtlIsurRNA el
Gst= 0,293 y el numero de migrantes fue de Nm= 1,20, lo que sugiere una diferenciacion

moderada-alta entre los haplotipos de la zona occidental.

En el mt Cyt B, la comparacidn entre provincias, se encontré que las menos diferenciadas
son Manabi con Santo Domingo de los Tséchilas (Gst= 0,078), seguida por Manabi con
Guayas (Gst= 0,107); mientras que se observé una diferenciacion elevada entre Guayas y
Santo Domingo (Gst= 0,301). Al analizar el mtlsurRNA, se observo de igual manera que
la mayor diferenciacion se encontraba entre Guayas y Santo Domingo de los Tséachilas
(Gst= 0,537), seguida por Manabi y Guayas (Gst= 0,117) y la menor diferenciacion fue

entre Manabi y Santo Domingo de los Ts&chilas (Gst=0,052).
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5.7. Analisis de los haplotipos de Rhodnius ecuadoriensis en 14 cantones de la

provincia de Manabi

Adicionalmente al anlisis que se realiz6 sobre la variabilidad genética y la diferenciacion
de los individuos de la zona occidental del pais, separando a los individuos por cada
provincia en la que fueron recolectados, se establecio un segundo anélisis enfocado en la
Provincia de Manabi; lugar donde se tienen la mayor cantidad de datos y se recolectaron
individuos de R. ecuadoriensis en palmeras de tagua a lo largo y ancho de la provincia

durante el afio 2013.

Es asi, como se realizo el analisis de 14 de los 22 cantones de Manabi, en los cuales se
recolectaron individuos para establecer si existen diferencias entre los cantones dentro de
la provincia, y observar como se distribuyen espacialmente los linajes genéticos en la zona.
Los cantones para los que se obtuvieron secuencias fueron: Portoviejo, Pedernales, El
Céarmen, Olmedo, Puerto Lépez, Jama, Pichincha, Jipijapa, Rocafuerte, Santa Ana, Junin,

Chone, San Vicente y Pajan (Tabla 7).

Se realiz6 una red haplotipica para el mt Cyt B, en la que se asigné un color diferente para
cada uno de los cantones (Figura 16). Donde se observo un total de 27 haplotipos, de los
cuales nueve son compartidos por dos 0 mas cantones. Por ejemplo, podemos observar el
haplotipo 1 (HEM1), que se formo por individuos de cuatro cantones (Portoviejo,
Pichincha, San Vicente y Puerto Lopez. Otro haplotipo grande fue HEMS5, que se compone
de individuos de Portoviejo, Pedernales, Jipijapa, Jama y Santa Ana. El haplotipo mas

diverso en cuanto a los cantones que lo conforman, es el HEM11, conformado por
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individuos de ocho cantones; mientras que dentro de los haplotipos compartidos, los
individuos de Portoviejo son los mas comunes. ElI Carmen es el Unico canton que no forma

parte de los haplotipos compartidos.

En la tabla 7, se observo la distancias expresadas en valores del promedio de substitucion
de bases por cada sitio dentro de las secuencias analizadas, dentro de los cantones mas
cercanos pudimos observar a Rocafuerte y el Carmen, Jama con Chone y Rocafuerte con
Junin, con un valor Gst= 0,0051; mientras que la mayor distancia encontrada fue entre

Chone y Olmedo con un valor Gst= 0,0153.

De la misma manera se procedié al analisis de las secuencias del mtlsurRNA. En la red
haplotipica que se realizo, se asignd un color especifico para cada canton (Figura 17).
Donde los haplotipos HEO1 y HEO2, fueron conformados por varios cantones. En el caso
del haplotipo 1 (HEOL), en su mayoria se conforma por individuos de Portoviejo, seguidos
por individuos de Jama, Pichincha, Jipijapa, Puerto Lopez, San Vicente y Pajan. El
haplotipo mas diverso fue el HEO2, que se conforma por individuos pertenecientes a 11 de
los 14 cantones que se incluyeron en el estudio. No existieron cantones aislados, es decir,

que se los encuentre en haplotipos individuales.

En la matriz de distancias geneticas entre los diferentes cantones (Tabla 8), se pudo
observar que las mayores distancias se dan entre Pajan, con Puerto Lopez y Jipijapa. En la
diferenciacion entre los haplotipos mediante el andlisis de Nei (1973), es establecio un
valor Gst= 0,291 que nos sugiere una moderada-elevada diferenciacion dentro de la

provincia en cuanto a los haplotipos establecidos en el analisis.
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Se realiz6 una prueba de Mantel en la que se evalud la correlacion de la matriz de
distancias geneéticas de los individuos de R. ecuadoriensis, con la matriz de distancias
geograficas existentes dentro de las 35 localidades en las que se realizaron colectas de
insectos. Los resultados nos indican que no existe una correlacion entre las distancias
genéticas de los individuos, con las distancias geograficas de las diferentes localidades

(Figugra 18).

5.8. Comparacion entre individuos recolectados en habitat silvestre y peridomiciliar

Por medio de una red haplotipica, establecida entre individuos de Rhodnius ecuadoriensis
recolectados en Phytelephas aequatorialis, y con insectos recolectados en el habitat
peridomiciliar. Se afiadieron al andlisis un total de 35 secuencias correspondientes al
canton Portoviejo, y se obtuvieron cinco haplotipos adicionales a la red establecida

mediante el mt Cyt B; obteniendo asi una red con 34 haplotipos (Figura 19).

Existieron seis haplotipos compartidos entre habitat silvestre y peridomicilio, estos fueron:
HEO1, HEO2, HEO3, HEO5, HEQ9, HEO25. Mientras que el calculo de las distancias
genéticas, nos indico que los individuos de hébitat silvestre eran apenas 0,9 % diferentes a
los individuos que se recolectaron en el peridomicilio. Dentro de los haplotipos
compartidos, observamos que los individuos de peridomicilio se agrupan con individuos
recolectados en diferentes cantones, ademas de que en los haplotipos HEO1 y HEO9, se
encuentran agrupados con individuos de habitat silvestre recolectados en la Provincia de

Santo Domingo de los Tsachilas.
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En esta red se pudo observar el aumento de los ancestros inferidos por parte del programa
y que se muestran como puntos de color blanco, los cuales fueron agregados debido a la
aparicion de los haplotipos peridomiciliares HEO30, HEO31 y HEO33, que representan un

total de 6 individuos que no tienen relacion cercana con los demés haplotipos.

En relacion a los indices de diversidad genética, se observo que hubo un ligero incremento
en la diversidad haplotipica que paso de HdroraL = 0,877 £ 0,021 a HdtortaL = 0,898+
0,015 cuando se agregaron los individuos peridomiciliares, mientras que la diversidad

nucleotidica aumenté de mtorar= 0,0085 a wroTaL= 0,0088.

Se encontrd un total de 14 mutaciones compartidas entre los individuos de los habitats
silvestres y peridomiciliares. Ademas de un promedio de 5,44 diferencias en nucleétidos
entre estos habitats, mientras que el valor Gst= 0,0218 y un Fst= 0,0630 que sugieren una

diferenciacion baja entre los individuos de ambos habitats.
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6. DISCUSION

6.1. Variabilidad genética de R. ecuadoriensis en la zona occidental (Manabi, Santo

Domingo de los Tsachilas y Guayas), mediante el marcador mt Cyt B

El uso de marcadores moleculares mitocondriales para poder establecer diferencias entre
individuos de una misma especie (intraespecificamente), es indispensable debido a que
estos marcadores no se encuentran sometidos a una presion evolutiva rigorosa, como la del
ADN nuclear (Lanteri y Confalonieri, 2003). Otra caracteristica importante del ADN
mitocondrial es su herencia casi exclusivamente materna, lo que lo hace ideal para poder
establecer relaciones de buen soporte entre los diferentes haplotipos, debido a que esta
caracteristica permite realizar una conexién clara entre los grupos que se establecen en el

analisis (Avise, 2000).

Para el estudio realizado la determinacion de los indices de variabilidad genética en esta
zona, nos da ciertas ideas de la situacién en la que R. ecuadoriensis se encuentra habitando

en las tres provincias para las que se obtuvo datos.

Un valor elevado en la diversidad haplotipica, que se establece como la medida de las
frecuencias y el nimero de haplotipos entre individuos (Grant y Bowen, 1998), encontrada
en la zona fue HdroraL = 0,877 + 0,021. Por otro lado, la baja diversidad nucleotidica

considerada como el promedio ponderado de divergencia de la secuencia entre haplotipos
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(Grant y Bowen, 1998); que para este caso resulto nrotaL= 0,0085, se pueden correlacionar

e interpretar mediante ciertos parametros aplicados para otras especies.

Dentro de estos parametros encontramos que una elevada diversidad haplotipica (Hd) junto
con una baja diversidad nucleotidica en la especie (), nos sugiere un escenario en el que
existio un cuello de botella reciente, el cual ocasion6 una pérdida de la variabilidad
genética de R. ecuadoriensis; seguido de un crecimiento rapido de la poblacién y una
acumulacion de mutaciones (Avise, 1984; Grant y Bowen, 1998). Similares indices fueron
observados por Diaz et al., (2014) en un estudio que involucré a las especies que
conforman el denominado complejo Rhodnius del Pacifico o pallescens, dentro del cual
tenemos a R. ecuadoriensis en el Ecuador, R. colombiensis en el pais vecino de Colombia 'y
R. pallescens en Colombia y Panamg; alli se pudieron observar valores de diversidad
haplotipica y nucleotidica para R. ecuadoriensis mediante el mt Cyt B, similares a los de

este estudio, a pesar de que se usaron menos individuos.

Se establece que R. ecuadoriensis es una especie reciente que surge luego del segundo
levantamiento de la cordillera de los Andes, en el Mioceno tardio, aproximadamente de
entre 7 a 11 millones de afios atrés (Diaz et al., 2014). Antes de este suceso, las cadenas
montafiosas, no superaban en muchos lugares el 40% de su elevacion actual (Gregory-
Wodzicki, 2000), lo que permitia que el complejo Rhodnius del pacifico ancestralmente
fuera una sola especie establecida en las zonas de Ecuador y Colombia. Después de este
suceso geografico el complejo se separd y algunos individuos quedaron aislados del lado
occidental de la cordillera de los Andes (Rhodnius ecuadoriensis), mientras que los demas

individuos se establecieron hacia la parte oriental (Rhodnius colombiensis).
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Posteriormente, estos individuos se distribuyeron hacia el norte, en donde no encontraron

barreras geogréaficas (Rhodnius pallescens) (Diaz et al., 2014).

También se sugiere que después de este efecto de cuello de botella, la especie experimento
un crecimiento acelerado que es caracterizado por una acumulacion de mutaciones (Grant
y Bowen, 1998), lo que se evidencié en nuestros datos mediante la diversidad haplotipica
alta; que indicaria una acumulacion de variantes puntuales de bases dentro de los
individuos estudiados. Ademas de los resultados obtenidos mediante el test de neutralidad
Tajima's D, que nos mostro un valor global Dzona occidental = -0.349, lo cual propone que la

poblacion se encuentra incrementandose.

Asi se puede evidenciar la importancia de los estudios filogeograficos tanto a nivel
interespecifico como intraespecifico, estudios anteriores nos dan una pauta de cémo pudo
haber sido el escenario en el cual se origin6 Rhodnius ecuadoriensis por medio del
establecimiento de diferencias entre esta especie con sus especies mas cercanas (R.
pallescens y R. colombiensis). Estudios a nivel de especie como este, pueden dilucidar de
mejor manera las evidencias y las hipdtesis que se plantean a gran escala; enfocarnos en
una sola especie nos ayuda a obtener un mayor nimero de detalles acerca de los resultados

que se obtuvieron con anterioridad.

De igual forma, con estos analisis se puede seguir obteniendo conclusiones y esclarecer
una de las preguntas que investigadores se han planteado hace mucho tiempo, y de la cual
no se tenian datos concisos, como ¢Cual es el origen de Rhodnius ecuadoriensis?, esta

pregunta es de gran importancia a nivel epidemiolégico para conocer: como apoyar en el
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control de esta especie, ya que, desde el punto de vista entomologico es considerado como
uno de los principales vectores del parasito, Trypanosoma cruzi, agente causal de la ECh.
Se creia que esta especie vino desde el Perd, debido a que, en ciertas partes limitrofes de
este pais con el Ecuador se ha registrado la presencia de este vector (Cuba-Cuba et al.,
2007). Sin embargo, este tipo de analisis a nivel molecular, junto con caracteristicas y
acontecimientos geogréaficos histdricos, nos llevan por una senda diferente en cuanto al
origen esta especie, y nos impulsan a pensar que originalmente R. ecuadoriensis tienen sus
origenes en la regién occidental del Ecuador comprendida por las provincias de Manabi,

Santo Domingo de los Tsachilas y Guayas.

Al analizar los indices de variabilidad genética para cada una de las tres provincias,
evidenciamos que de la misma manera que a nivel global, en cada una de ellas, las
poblaciones de R. ecuadoriensis se encuentran en incremento. Es decir, que se esperaria
que con el tiempo estas provincias presenten poblaciones de tamafio considerable, que a su
vez representen un mayor riesgo para las personas que habitan en zonas vulnerables. En la
provincia de Guayas, no se pudo determinar si la poblacion de R. ecuadoriensis crece o
decrece, esto debido a los pocos datos obtenidos; impidiéndonos realizar pruebas que den

soporte a nuestros resultados.

6.2. Variabilidad genética de R. ecuadoriensis en la zona occidental (Manabi, Santo

Domingo de los Tsachilas y Guayas), mediante el marcador mtilsurRNA

Se sugiere que la poblacion de la zona occidental del pais, se encuentra en incremento, ya

que de la misma manera que en el caso del mt Cyt B, este marcador demostré una
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diversidad haplotipica relativamente elevada HdrotaL = 0,669 + 0,027, una diversidad
nucleotidica baja mroraL= 0,0029 y el test de neutralidad selectiva de Tajima's Doccidental = -

0,8539.

Sin embargo, cuando nos enfocamos en la variacion intraespecifica de nuestros individuos
observamos que el mtisurRNA, es un marcador que presenta menor variacion con respecto
al mt Cyt B. Esto concuerda con estudios en varias especies del género Rhodnius
realizados por Monteiro et al. (2000), utilizando los mismos marcadores moleculares, en
donde al igual que en este estudio la variacion del mt Cyt B es mayor a la que presenta el
mtlsurRNA, con una diferencia de 38,1% de polimorfismos para el mt Cyt B, y un 32,1%

para el mtlIsurRNA.

No obstante, en este estudio realizado en una sola especie, la variacion intraespecifica del
mt Cyt B fue de 4,82% y en el mtilsurRNA 2,07% evidenciando un patrén similar de mayor

variabilidad para el mt Cyt B, siendo mas del doble de variable que el mtisurRNA.

6.3. Relacion entre los haplotipos encontrados en la zona occidental del Ecuador

Las redes haplotipicas se han convertido en una de las maneras mas eficientes para la
evaluacion de la estructura de uno o varios linajes geneéticos, y su distribucion espacial en

una zona determinada (Clement et al., 2000).
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6.3.1. Haplotipos mediante el mt Cyt B

De los 29 haplotipos que se obtuvieron dentro de la zona occidental, se pudo evidenciar
que Unicamente dos de ellos fueron compartidos entre Manabi y Santo Domingo de los
Tséachilas, estos fueron el haplotipo 1 (HEO1) y el haplotipo 9 (HEO9). Los haplotipos
HEO11 y HEO12 fueron Unicos para la provincia de Guayas. Sin embargo, como se pudo
observar en la red haplotipica que se realizo, se establecieron Unicamente dos ancestros
inferidos por el programa, para poder establecer correctamente la relacion entre haplotipos.
Segun Abad-Franch & Monteiro (2005) al analizar cinco poblaciones de R. ecuadoriensis,
observaron resultados similares, en cuanto a la cercania de los haplotipos dentro de las
diferentes poblaciones, formando unicamente un filogrupo. Lanteri y Confalonieri (2003)
definieron a filogrupo, como un conjunto de haplotipos cercanamente relacionados, que se

encuentran a pocos pasos mutacionales el uno del otro.

Los resultados obtenidos muestran que los haplotipos que se establecieron en el analisis,
forman un dnico filogrupo, ya que en todos los casos se encuentran separados por maximo
tres pasos mutacionales. Esto nos sefiala la cercania que poseen los haplotipos,
demostrando que no existen individuos o grupos que se encuentren considerablemente
separados. Avise et al. (1987) establecen que: (i) si en la poblacion existen numerosos
haplotipos, ésta es ancestral o antigua y (ii) si existen pocos haplotipos la poblacion sera
reciente. Esto nos permitié evidenciar que la poblacién de la zona occidental es
hipotéticamente mas antigua que la poblacion de R. ecuadoriensis que se encuentra

distribuida en la provincia de Loja (Villacis, 2011).
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6.3.2. Haplotipos mediante el mtisurRNA

La poca variacién que se observo en este marcador, explica que se hayan encontrado
unicamente 10 haplotipos a diferencia de los 29 haplotipos que se encontraron mediante el
mt Cyt B. Aparentemente, la diferencia que se pudo evidenciar entre ambos marcadores en
cuanto a su variabilidad, se encuentra relacionado al tiempo de evolucion de los mismos,
siendo el mt Cyt B, el que evolucion6 de una manera mas répida, con respecto al

mtlsurRNA (Lyman et al., 1999).

Dentro de los diez haplotipos encontrados, podemos observar a dos haplotipos de mayor
frecuencia. El primero es el HEO1, conformado por 41 individuos pertenecientes a Manabi
y Santo Domingo de los Tsachilas. El segundo corresponde al HEO2 que de la misma
manera se constituye de 41 secuencias, pertenecientes a las tres provincias, siendo estos
dos haplotipos los de mayor frecuencia y aparentemente los mas comunes, de los cuales
surgen los demas haplotipos que se pueden observar en la periferia de la red haplotipica

(Lanteri & Confalonieri, 2003).

6.4. Relacion filogenética de Rhodnius ecuadoriensis en la zona occidental

En el arbol filogenético realizado entre los haplotipos de la zona occidental mediante el mt
Cyt B, se utilizan las probabilidades posteriores bayesianas (PPB), para poder inferir
conclusiones a cerca de la estructura intraespecifica de R. ecuadoriensis. Valores inferiores

a 0,95 (95%), representan un soporte bajo en la relaciéon de los individuos. Se evidencio
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claramente el origen monofilético de los individuos sustentado por el valor obtenido en el
nodo 1 (PPB= 100%). También se observd una clara separacion entre dos grupos,
sustentado por del nodo 2 (PPB= 100%). El valor del nodo 3 (PPB= 95%) nos muestra dos
clados, el primero conformado por diez haplotipos correspondientes a la provincia de
Manabi y Santo Domingo. El segundo clado se compone por individuos de Manabi, un
individuo de Guayas y dos secuencias obtenidas en el Gen Bank denominadas R.ecul y

R.ecu4, pertenecientes a la Provincia de Manabi.

En el arbol filogenético que se realiz6 para el mtisurRNA mediante el método bayesiano,
se pudo observar y confirmar el origen monofilético del grupo sustentado por el nodo 1
(PPB= 100%), mientras que los valores de los nodos internos que relacionan a los
individuos de R. ecuadoriensis presentan bajo soporte, excepto por el nodo 3 (PPB= 97%)
que establece la relacion entre los haplotipos HEO8, HEO3 y HEO5 que corresponden
Unicamente a individuos de Manabi. Este resultado se debe a la poca variacién que
presentd este marcador dentro de los individuos analizados. Esta considerable ausencia de
variacion, hace que existan menos haplotipos, pero de mayor frecuencia; y que las
diferencias entre los mismos sean minimas, causando asi una dificultad para establecer
conexiones concretas y bien soportadas entre los mismos, esto debido a la falta de

diferencias suficientes para realizar esta relacion (Quintero & Navarro, 2012).

6.5. Diferenciacion entre Cantones dentro de la Provincia de Manabi

En el analisis de los 14 cantones de la Provincia de Manabi mediante el mt Cyt B, no se

encontraron diferencias grandes en cuanto a la variabilidad genética. Muchos de los
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individuos de diferentes cantones formaban un haplotipo uUnico. No se evidencié que los
triatominos se encuentren agrupados por cantones, sin embargo existe el patron de que
mientras mas alejados se encuentren estos, se observé un minimo incremento de la
diferenciacion genética que no sobrepasa el 1,5%. En estudios similares con otras especies
de Rhodnius (R. robustus y R. prolixus), se encontro indices de variabilidad genética bajos,
que sugieren al igual que en este estudio, una pérdida de variabilidad genética causada por
un cuello de botella. Mientras que la influencia antropogeénica interviene en la dispersion

de estas especies a lo largo de un territorio determinado (Monteiro et al., 2003).

Por medio del mtlsurRNA se pudo observar, que el haplotipo méas diverso es el HEO2
conformado por 41 secuencias pertenecientes a 11 de los 14 cantones; lo que se evidencio
en la red haplotipica por los diferentes colores observados, cada uno correspondiente a un
cantén diferente de Manabi. Seguido por el HEO1 conformado por secuencias de siete
cantones diferentes. En general, podemos observar que mediante este marcador de igual
manera que en el mt Cyt B, los cantones no se encuentran diferenciados significativamente
unos de otros y que la variacién entre los individuos es minima. Algo evidente mediante la
conexién que se realiza en la red haplotipica, es que todos los haplotipos se encuentran
separados solamente por un paso mutacional, a diferencia de la red establecida por el mt
Cyt B que llegaba a establecer diferencias de hasta tres pasos mutacionales entre ciertos

haplotipos.

La prueba de Mantel que se ralizo, nos indica que no existe correlacion entre las distancias
genéticas de los individuos recolectados en diferentes localidades de la region occidental
del Ecuador, con las distancias geograficas de cada uno de los puntos de colecta. El
trasnporte activo de las palmeras de tagua dentro de la zona puede influenciar de igual

manera en el transporte de los triatominos que accidentalmente pueden ser trasladados de
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un lugar a otro con dichas palmeras, generando asi que no exista una diferenciacion

considerable entre los insectos de una localidad con otra.

6.6. Similaridad entre los marcadores moleculares utilizados (mt Cyt B y mtiIsurRNA)

Se observo que existen diferencias en cuanto al nivel de variabilidad que presentaron los
dos marcadores moleculares. El mt Cyt B present6 un mayor porcentaje de variacion entre
las secuencias analizadas que el mtisurRNA. Sin embargo, los resultados que se obtuvieron
con cada uno de estos marcadores, no significa la existencia de grandes diferencias, que
dificulten la interpretacion de los resultados; ya que en ambos casos podemos observar el
mismo patrén de baja variabilidad genética dentro del conjunto de individuos que se

utilizaron en este estudio.

Ciertamente el resultado de mayor importancia para este estudio, es sin duda el bajo nivel
de variacion genética que se pudo evidenciar en la zona, con un numero de individuos
considerablemente aceptable, y que procedia de diferentes lugares dentro de una amplia
zona geografica. No se encontraron diferencias que nos permitan establecer poblaciones
definidas dentro de la zona, a pesar de haber utilizado marcadores mitocondriales,
principalmente por su alto polimorfismo y su herencia materna (Krzywinski & Besansky,
2003) que facilitan un analisis intrapoblacional para obtener parametros (Avise, 1994), y
de la misma manera relacionar dentro de la poblacion a los individuos por medio de

genealogias maternas (Simon et al., 1994).
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Resultados obtenidos por Villacis et al., (2010), evidenciaron diferencias fenotipicas entre
poblaciones de R. ecuadoriensis recolectadas en Loja y Manabi. En el caso de los insectos
recolectados en la localidad de Alluriquin, perteneciente a la provincia de Santo Domingo
de los Tsachilas, los individuos presentaron una coloracion mucho mas oscura que la que
se observo en los individuos de Manabi y Guayas. Podemos establecer que existen
variaciones a nivel fenotipico dentro de los individuos, a pesar de la similaridad genética

encontrada en las tres provincias de la zona occidental.

Estas diferencias en cuanto a las caracteristicas visibles de los individuos, pero que no son
propiamente relacionadas con las caracteristicas genéticas de los mismos; nos llevan a
pensar en un concepto denominado plasticidad fenotipica. La cual se define, como la
variacion de las caracteristicas visibles y/o también Ilamadas fenotipicas de un individuo
en adaptacion a las condiciones ambientales del medio en el que se desarrolla, sin

necesidad de que exista un cambio en su genotipo (Pigliucci, 2005).

Es asi, como podemos basarnos en este concepto y aplicarlo en los triatominos en donde
también se sabe que existe plasticidad fenotipica, como en el caso del estudio de los
cambios en las sensillas antenales en condiciones controladas de laboratorio con respecto a
individuos silvestres (Catala et al., 2004) o en estudios mas cercanos realizados con el
mismo R. ecuadoriensis en la provincia de Manabi para determinar variaciones en el
fenotipo alar y antenal (Villacis et al., 2010). La gran cantidad de materia organica y
himeda presente en las palmeras de tagua, junto con las caracteristicas biogeograficas de la

provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, nos permitirian explicar las diferencias
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morfologicas que se evidenciaron en cuanto al color (marrén-negro) y al tamafio (mayor en

Santo Domingo) de estos individuos.

Puede ser que por esta razon, los individuos de esta zona tengan una coloracion mucho mas
oscura, para poder camuflarse de mejor manera dentro de la materia orgdnica himeda, y
asi evitar ser presas faciles de predadores. Mientras que en Manabi y Guayas, las
condiciones de humedad son relativamente mas bajas, lo que conlleva a que la materia
orgénica de las palmeras no presenten un gran nivel de humedad y no permanezcan la
mayoria de tiempo con una coloracién oscura; sino mas bien tenga una coloracién marrén
clara, al igual que los individuos de R. ecuadoriensis que habitan en ellas. Estas
caracteristicas de igual forma, pueden relacionarse con ciertos indicios de preferencia de
habitats en cuanto a palmeras por algunas especies del género Rhodnius, y al ser R.
ecuadoriensis un insecto que se encuentra asociado a palmeras de tagua (Abad-Franch et
al., 2005), puede que su fenotipo se vea alterado con el Unico fin de mantener su hébitat de

preferencia.

6.7. Influencia Antropogénica en la distribucion y variacion genética de Rhodnius

ecuadoriensis

Pudimos llegar a establecer por medio de este estudio y por anteriores (Diaz et al., 2014),
que la poca diferenciacion genética de la poblacion de R. ecuadoriensis en la zona
occidental, esta ligado a eventos de separacion de un grupo mas grande; causado por un
fendmeno geografico muy importante para la region sudamericana. Adicionalmente, es

fundamental analizar el contexto ecoldgico de esta especie dentro de la zona, al ser un
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insecto que naturalmente prefiere habitats arboreos (Abad-Franch et al., 2005) y siendo
Phytelephas aequatorialis el mas importante; podemos relacionar de cierta manera la
posibilidad de que la importancia economica de esta palmera en el sector, sea una de las
causas de que estos triatominos se encuentren distribuidos en casi toda la zona, y de que no

se encuentren poblaciones ciertamente definidas como tal.

En el afio 2011 se pudo constatar que el ingreso global en el pais por parte de actividades
relacionadas con Phytelephas aequatorialis, tanto para materia prima como elaboracién de
artesanias y construccion, equivalieron a un aproximado de 14 millones de ddlares
(Brokamp et al., 2014). Lo que hace evidente que la actividad con esta palmera en la zona
sea intensa. Los frutos y las hojas denominadas cade, se transportan de manera frecuente
por toda la zona, especialmente dentro de la provincia de Manabi, lugar en donde se
encuentran grandes centros de acopio, a los cuales diariamente llegan cargamentos de

todos los sectores.

La amplia red vial dentro del area occidental, es de suma importancia para poder
comprender la influencia que el mecanismo de transporte activo tiene en la dispersién y
distribucion de Rhodnius ecuadoriensis en la region. Las numerosas vias alternas que se
presentan para poder llegar hacia cada uno de los cantones y comunidades rurales de esta
zona, facilitan las actividades comerciales de muchas personas, en cuanto al transporte de
varios tipos de productos. De esta manera, y gracias a la importancia econdmica de las
palmeras de P. aequatorialis, se incrementa el riesgo de movilizacion de estos insectos y a
su vez el riesgo de transmision del T. cruzi para un elevado nimero de seres humanos que
dia a dia se encuentran relacionados con actividades que involucran la manipulacion o

cercania con las palmeras de tagua (Abad-Franch et al., 2005).
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6.8. Relacion entre individuos de Rhodnius ecuadoriensis, recolectados en habitat

peridomiciliar y silvestre

Dentro de la red haplotipica que se establecié para este analisis, la mayoria de los
individuos pertenecientes al habitat peridomiciliar, se encontraban formando parte de los
grupos junto a individuos recolectados en el habitat silvestre. Esto puede deberse a la alta
densidad poblacional que presenta R. ecuadoriensis en el habitat silvestre, principalmente
asociado a P. aequatorialis en la zona costera del Ecuador (Abad-Franch et al., 2001;
Sanchez, 2015) y en las estribaciones de la cordillera occidental de los Andes (Suarez-
Dévalos et al., 2010); lo que contribuye a que esta especie pueda movilizarse a zonas mas
cercanas a los domicilios, lugar en el cual también puede encontrar fuentes de alimento
como gallinas, y acumulaciones de escombros o vegetacion que le sirvan de refugio (Guhl

et al., 2009).

En un principio se esperaria que los individuos que lleguen desde el habitat silvestre hacia
el peridomicilio, sean una fraccion de todos los individuos silvestres, y que por esta razén
exista una pérdida de la variabilidad genética y el inicio de una separacion de esta
poblacién peridomiciliar (Dujardin, 1998). Sin embargo, ciertos factores como la
movilizacién de los animales salvajes de los cuales se alimentan estos triatominos, pueden

ser la causa para el cambio de habitat de estos insectos (Schofield et al., 1999).
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Adicionalmente, la importancia econémica de la palmera que sirve de refugio para estos
triatominos juega un papel importante en el transporte activo de esta especie, muchos de
los individuos que pueden llegar al peridomicilio, provienen de las hojas de palmeras o de
los frutos de las mismas, que las personas llevan para realizar artesanias o utilizarlas en la

construccion (Brokamp et al., 2014).

Por todo lo antes mencionado, es que no se puede evidenciar claramente una variacion
significativa entre los diferentes habitats, ya que el transporte activo es muy intenso dentro
de la zona, y favorece a que no exista un aislamiento suficiente para que se formen

poblaciones genéticamente diferenciadas.

6.9. Estrategias de control fundamentadas en la variacion genética

Desde el punto de vista epidemioldgico, la relacion existente entre el vector de una
enfermedad con su habitat es muy importante, por ejemplo R. ecuadoriensis (vector), con
P. aequatorialis, como el principal microhabitat de esta especie. Adicionalmente, se debe
tomar en cuenta que esta palmera es de gran importancia econdmica, para los moradores de
los sectores en donde se encuentra distribuida, generando un potencial riesgo, ya que las
actividades que involucran el manejo de ciertas partes de la palmera, conllevan a la

dispersion de estos triatominos y aumentan el riesgo de contraer la ECh.



70

Se pudo establecer que los mecanismos de control en base a la aplicacion de deltametrina,
en la provincia de Manabi, no son una manera efectiva de reducir el riesgo de transmision
de la enfermedad por medio de vectores. Esto puede deberse a la capacidad de
reinfestacion desde el peridomicilio y/o del habitat silvestre de manera constante hacia las
viviendas y/o por parte de poblaciones residuales que sobrevivieron a la aplicacion del

insecticida (Grijalva et al., 2011).

Se han encontrado indicios en otros insectos como las moscas comunes, de que ciertas
cadenas de proteinas pertenecientes al citocromo p450, son parte fundamental de la
resistencia a los piretroides que se presenta en ciertos individuos; gracias a una alta
actividad monooxigenasa (Geoffrey et al., 1992). En cuanto a la deltametrina, ha sido
probado que la resistencia por parte de ciertas especies de triatominos como Triatoma
infestans, se debe principalmente al antes mencionado complejo del citocromo p450

(Oppenoorth, 1985; French-Constant & Roush, 1990).

Dado que este complejo de proteinas es un mecanismo metabdlico tanto en etapas
tempranas del desarrollo (ninfales) (Roca et al., 2015), como en etapas finales (adultos)
(Coutinho et al., 2010), puede darse la posibilidad de que la variabilidad genética en
diferencia al citocromo B, que de la misma manera es un complejo de proteinas con
funciones metabolicas, sea similar o incluso sea menor. Esto debido al origen mitocondrial
del gen que codifica para el citocromo B, para el cual conocemos que la presion evolutiva
es mucho menor a la que se presenta en el genoma nuclear, del cual proviene la familia de

genes CYP450 (Coutinho et al., 2010) que codifican para las proteinas del citocromo p450.
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De la misma manera se analiza que la resistencia de un grupo, en este caso los triatominos,
a un insecticida es dada por caracteristicas hereditarias que desarrollaron ciertos
individuos, no directamente causados por accion del insecticida sobre su material genético;
sino mas bien, porque dicha caracteristica es parte de la variabilidad genética de algunos
especimenes, a pesar de que se encuentren expuestos o no al contacto con el quimico

(Oppenoorth, 1985; Mougabure-Cueto & Picollo, 2015).

Por esta razon podemos observar que la variabilidad genética de una poblacidn, se expresa
fenotipicamente como la capacidad de resistir la aplicacién de insecticidas. A su vez esta
caracteristica al ser hereditaria confiere la misma capacidad a las futuras generaciones,
permitiendo que aquellas que hereden estas caracteristicas sean las mas aptas para
sobrevivir. De esta manera, se establece la resistencia de insecticidas por parte de los
triatominos, como un proceso microevolutivo cuyo principal factor determinante es la
seleccion natural (Mougabure & Picollo, 2015; Roush & Mckenzie, 1987; Mougabure-

Cueto, 2004).

En conclusion, las hipdtesis que han sido un aporte de este estudio, conjuntamente con
estudios recientes en otros lugares (Diaz et al., 2014); deben ser sustentadas con futuras
investigaciones dentro de la zona, para asi lograr la mayor efectividad posible en el control
de la ECh dentro del area occidental. En las provincias de Manabi, Guayas y Santo
Domingo de los Tsachilas muchas personas viven de lo que obtienen de las palmeras de P.
aequatorialis, ya sea para su comercializacion y/o el uso en la construccién de sus
viviendas, exponiéndose de esta manera muy frecuentemente al contacto con los vectores

de esta enfermedad y generando un riesgo constante de infeccion. Finalmente, las
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secuencias obtenidas con estos dos marcadores moleculares utilizados en este estudio,
complementara la falta de informacién de esta especie en bases de datos, como el
GenBank; lo cual permitira futuros estudios tanto a nivel nacional como internacional en la

prevencion, control y vigilancia de esta enfermedad.
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Figura 1. Mapa de distribucion de la enfermedad de Chagas

- Paises endémicos, con trasmision mediante vectores.
. Paises endémicos, con trasmisién vectorial ocasional.
. Paises no endémicos, con transmision transplacentaria, donacion de sangre y de

drganos.

Figura: http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/es/
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Trypanosoma crzi

Figura 2. Transmisién vectorial de Trypanosoma cruzi

Esta transmision se da por medio de las heces de triatominos que pueden llegar a entrar al

organismo al momento de rascarse (CDC, 2013).

Figuras: http://www.cdc.gov/parasites/chagas/es/
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C.

Figura 3. Habitats de Rhodnius ecuadoriensis en la region occidental del Ecuador

a. Domicilio; b. Peridomicilio; c. Silvestre

Fotografias: Anabel Padilla, 2013; Juan José Bustillos, 2015



89

Figura 4. Estadios de desarrollo de Rhodnius ecuadoriensis

Derecha a izquierda a.- Ninfa 1 (NI), b.- Ninfa 2 (NII), c.- Ninfa 3(NIIl), d.- Ninfa 4

(NIV); e.- Ninfa 5 (NV); f.- Adulto macho y g.- Adulto hembra.

Fotografia: Ana Veronica Andrade en Villacis, 2006
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Figura 5. Palmeras de Phytelephas aequatorialis, pertenecientes a la region occidental
del Ecuador en la parroquia de Alluriquin, provincia de Santo Domingo de los

Tséachilas

Fotografia: Juan José Bustillos, 2015
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Figura 6. Importancia econémica de Phytelephas aequatorialis

En la zona occidental del Ecuador, muchas personas utilizan las hojas y los frutos de estas
palmeras para: a.- artesanias, b.- el uso en la construccién y c.- exportacion como materia

prima.

Brokamp et al., 2014
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Figura 7. Busqueda de triatominos en Phytelephas aequatorialis

Fotografias: Juan José Bustillos, 2015
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Mapa: Dino Sanchez, 2014
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Figura 9. Arbol establecido para la region occidental mediante el mt Cyt B utilizando

el algoritmo de Neighbour Joinig (NJ)

El valor BT= 100% en el nodo | muestra el origen monofilético de los individuos de R.
ecuadoriensis, mientras que no se observan valores que den soporte para los nodos internos
excepto por el nodo Il cuyo valor BT= 84% muestra un grupo conformado por cinco

haplotipos pertenecientes a Manabi y Guayas.
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Figura 10. Arbol establecido para la region occidental mediante el mtisurRNA

utilizando el algoritmo de Neighbour Joinig (NJ)

El valor del Nodo I (BT= 100%) nos sugiere el origen monofilético de R. ecuadoriensis,

mientras que los nodos internos no se encuentran con un buen soporte a excepcion del

nodo Il (BT=83%) que establece la relacién entre los haplotipos HEO5 y HEOS.
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Figura 11. Filogenia establecida para la region occidental mediante el mt Cyt B utilizando analisis bayesiano
En el arbol se puede observar valores de probabilidad que proporcionan un correcto soporte en los nodos (1), (1) y (I11). Los nodos

internos no poseen soporte suficiente para poder establecer las relaciones entre los haplotipos.
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Figura 12. Filogenia establecida para la region occidental mediante el mtlsurRNA

utilizando andlisis bayesiano

Mediante esta filogenia el origen monofilético sustentado por el nodo 1, y la agrupacion de

los haplotipos HEO3, HEO8 y HEOS5 sustentada por un valor de probabilidad (PPB= 97%).

El resto de agrupaciones no se encuentran bien sustentadas, debido a los valores de

probabilidad menores al 0,95 (95%) que poseen.
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Figura 13. Filogenia establecida mediante ambos marcadores moleculares (mt Cyt B)

y (mtlsurRNA)

Se observé el valor de probabilidad (PPB= 100%) para el nodo I, demostrando una vez mas

la monofilia de esta especie, mientras que los nodos internos no muetran un nuen soporte.
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Figura 18. Test de Mantel para evaluar la correlaciéon entre distancias genéticas y
geograficas
No se establecieron relaciones entre la matriz de distancias genéticas, con la matriz de

distancias geogréficas de los inidividuos recolectados.
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A B.

Figura 20. Comparacién entre R. ecuadoriensis recolectados en la provincia de

Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas

A. Santo Domingo de los Ts&chilas

B. Manabi

Fotografias: Ignacio Pacheco, 2015
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9. TABLAS
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Tabla 1. Numero de secuencias utilizadas para los analisis con cada uno de los

marcadores moleculares

Provincia mt Cyt B mtlsurRNA
Manabi 91 93
Santo Domingo 12 7
Guayas 2 2

TOTAL 105 102
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Tabla 2. indices de variabilidad genética, establecidos mediante el programa DnaSP

(Rozas et al., 2009), en el anélisis del fragmento mt Cyt B

Sitios variables = 29
Sitios parsimoniosamente informativos | 22
Singleton sites 7
INDICES DE DIVERSIDAD
Poblaciones n s Kk h V1
Zona Occidental 105 29 29 0,877 + 0,021 0,0085
TOTAL 105 29 29 0,877 £ 0,021 0,0085

n= numero de individuos
s= sitios variables

k= numero de haplotipos
h= diversidad haplotipica

n= nucleotidica
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Tabla 3. indices de variabilidad genética, establecidos mediante el programa DnaSP

(Rozas et al., 2009), en el analisis del fragmento mtiIsurRNA

Sitios variables = 8
Sitios parsimoniosamente informativos 5
Singleton sites 3
INDICES DE DIVERSIDAD
Poblaciones n s k h 01
Zona Occidental 102 8 10 0,669 £ 0,027 0,00293
TOTAL 102 8 10 0,669 + 0,027 0,00293

n= numero de individuos
s= sitios variables

k= numero de haplotipos
h= diversidad haplotipica

n= nucleotidica
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Tabla 4. Distancias genéticas establecidas mediante el programa MEGA v6.0, para el

analisis del fragmento mt Cyt B

Distancia Genética Global 0,009 0,90%
Dentro de Grupos:
Manabi 0,0089 0,89%
Santo Domingo 0,0014 0,14%
Guayas 0,0067 0,67%
b.
Entre Grupos
Provincial Provincia 2 Dist %
Manabi Santo Domingo 0,008 0,80%
Manabi Guayas 0,008 0,80%
Santo Domingo Guayas 0,007 0,20%
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Tabla 5. Distancias genéticas establecidas mediante el programa MEGA v6.0, para el

analisis del fragmento mtisurRNA

Distancia Genética Global 0,003 0,30%
Dentro de Grupos:
Manabi 0,0030 0,30%
Santo Domingo 0,0007 0,07%
Guayas 0,0000 0%
b.
Entre Grupos
Provincial Provincia 2 Dist %
Manabi Santo Domingo 0,0020 0,20%
Manabi Guayas 0,0026 0,26%
Santo Domingo Guayas 0,0022 0,22%
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Tabla 6. Lista de haplotipos encontrados mediante el marcador mt Cyt B, con su

namero de secuencias y lugares a donde corresponden

Haplotipo

N° Secuencias

Cantones/Provincia

HEO1

29

Pto Ldpez

Pichincha

Portoviejo
San Vicente

Santo Domingo

HEO2

Santa Ana
Portoviejo

HEO3

Pajan
Portoviejo

HEO4

Portoviejo

HEO5

10

Jama
Pedernales
Jipijapa
Portoviejo
Santa Ana

HEOG6

Portoviejo

HEO7

Jipijapa
Portoviejo

HEOS8

Junin
Rocafuerte
Portoviejo

HEO9

Santo Domingo

Portoviejo

HEO10

Portoviejo
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Tabla 6. Lista de haplotipos encontrados mediante el marcador mt Cyt B, con su

namero de secuencias y lugares a donde corresponden (continuacion...)

Haplotipo N° Secuencias Cantones/Provincia
HEO11 1 Guayas
HEO12 1 Guayas

Chone
Jama
Junin
HEO13 19 Pedernales
Rocafuerte
San Vicente
Jipijapa
HEO14 2 El Carmen
HEO15 1 El Carmen
HEO16 2 Jama
San Vicente
HEO17 1 Jama
HEO18 3 Pajan
Olmedo
HEO19 2 Pedernales
HEO20 1 Pedernales
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Tabla 6. Lista de haplotipos encontrados mediante el marcador mt Cyt B, con su

namero de secuencias y lugares a donde corresponden (continuacion...)

Haplotipo N° Secuencias Cantones/Provincia
HEO21 1 Pichincha
HEO22 1 Pichincha
HEO23 1 Pto Lépez
HEO24 1 Portoviejo
HEO25 1 Portoviejo
HEO26 1 Portoviejo
HEO27 1 Portoviejo
HEO28 1 Santa Ana

HEO29 1 San Vicente
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Tabla 7. Lista de haplotipos encontrados mediante el marcador mtisurRNA

Haplotipo N° Individuos Canton/Provincia

Portoviejo
Pichincha
Jipijapa
Pto Lopez
Jama
San Vicente
Pajan
Santo Domingo

HEO1 41

Portoviejo
Pedernales
Chone
El Carmen
Rocafuerte

HEO2 41 Junin
Santa Ana
Jama
San Vicente
Olmedo
Jipijapa

Portoviejo

Pedernales

Santa Ana
Jipijapa

HEO3 12

HEO4 1 Portoviejo

HEO5 2 Portoviejo

HEO6 1 Pichincha

HEO7 1 Pichincha

HEOS8 1 Pedernales

HEQO9 1 Potoviejo

HEO10 1 Portoviejo
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Tabla 8. Distancias geneticas calculadas entre cantones de la provincia de Manabi, mediante el nimero promedio de

substitucion de bases por cada sitio (Tamura, 1992; Tamura et al, 2013) dentro del fragmento mt Cyt B

CANTON
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Portoviejo
Chone 0,017
El Carmen 0,017 | 0,011
Jama 0,009 | 0,005 | 0,011
Jipijapa 0,009 | 0,007 | 0,012 | 0,008
Junin 0,009 | 0,006 | 0,008 | 0,007 | 0,008
Pajan 0,005 | 0,014 | 0,012 | 0,011 | 0,010 0,009

Pedernales 0,010 | 0,004 | 0,009 | 0,007 | 0,008 0,006 0,012
Pichincha 0,008 | 0,010 | 0,012 | 0,009 | 0,010 0,008 0,008 | 0,010
Pto Lopez 0,007 | 0,013 | 0,012 | 0,011 | 0,011 0,009 0,006 | 0,012 | 0,008
Rocafuerte 0,009 | 0,005 | 0,009 | 0,007 | 0,008 0,005 0,010 | 0,005 | 0,009 | 0,010
Santa Ana 0,010 | 0,008 | 0,010 | 0,009 | 0,010 0,007 0,012 | 0,008 | 0,011 | 0,011 | 0,007
San Vicente 0,010 | 0,002 | 0,012 | 0,006 | 0,008 0,007 0,012 | 0,006 | 0,009 | 0,011 | 0,006 | 0,009
Olmedo 0,007 | 0,015 | 0,013 | 0,012 | 0,012 0,010 0,001 | 0,013 | 0,009 | 0,008 | 0,011 | 0,013 | 0,013
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Tabla 9. Distancias genéticas calculadas entre cantones de la provincia de Manabi, mediante el nimero promedio de

substitucion de bases por cada sitio (Tamura 1992; Tamura et al., 2013) dentro del fragmento mtilsurRNA

CANTON
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Portoviejo
Pedernales 0,004
Chone 0,003 | 0,001
El Carmen 0,003 | 0,001 | 0,000
Pichincha 0,004 | 0,004 | 0,002 | 0,002
Rocafuerte 0,003 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,002
Junin 0,003 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,000
Jipijapa 0,004 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,005 | 0,003 | 0,003
Santa Ana 0,003 0,002 | 0,001 | 0,001 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,003
Pto L6pez 0,002 | 0,004 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,004 | 0,003
Jama 0,003 | 0,002 | 0,001 | 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,001 | 0,003 | 0,002 | 0,001
San Vicente 0,003 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,003 | 0,003 | 0,001 | 0,001
Pajan 0,002 | 0,004 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,004 | 0,003 | 0,000 | 0,001 | 0,001
Olmedo 0,003 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,003 | 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,000 |0,0026
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10. ANEXOS
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Anexo 1. Preferencia de habitat por parte de algunos géneros de triatominos (Abad

Franch et al., 2005)

Triatomine

Silvatic Ecotope

Associated Trypanosomes

Associated Hosts

Rhodnius species

Panstrongylus

Panstrongylus

Triatoma

Arboreal: palms

Arboreal: not palms

Terrestrial: burrows

Terrestrial: rocks

Trypanosoma cruzi 1 [Z1]
T. rangeli

T. cruzi 1 [Z1]
T. cruzi [Z3]

T. cruzi 2 [22]

Marsupial (Didelphis)
Marsupial (Didelphis)
Didelphis

Edentate Dasypus
Marsupial Monodelphi

[Edentates?]*
Rodents (Cavia)
Primates (Leontocebus
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Anexo 2. Medidas de acumulacion de materia organica en palmeras

wh / “ s 10,2/ §
B A4 BN
A8/

0 + ++ +++ R g

a.- Plantas epifitas vivas que crecen sobre las plameras

b.- Materia organica en descomposicién

Abad-Franch et al., 2005
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Anexo 3. Correlaciones entre materia organica presente en las palmeras y la presencia

de triatominos

a.
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b.

a.- La probabilidad de infestacion de una palmera en relacion a la cantidad de materia
organica presente; b.- La cantidad de insectos que hipotéticamente se podrian encontrar en
relacion a la medida de la cantidad de materia organica.

Abad-Franch et al., 2005



122

Anexo 4. Permiso de coleccidn para las provincias de Santo Domingo de los Tsachilas

y Los Rios

N

Ministerio
AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA
N° 004-15 IC-FAU-FLO-DNB/MA
FLORA X FAUNA X
El Misisterio gl Ambiesie. 80 uso de 18s alribugiones que le conkiare Li Coticncion a la Ley Forestal y de Conservackén do Areas
Naturales y Vida Sikestre auloriza o ©
Investigader CL/Pasaporte | Nucionalidad
Villacis Salazar Anita Gabnela 1706504535 Ecuatostana
Yumiseva Marin Cesar Albena 1709331571 Ecumoniana
Buestilios Herrera Juan José 1715618235 Ecuatoriana
Sdnchez Mackenzie Dino Davd 2100602461 Ecuatociana
Para que lleven a cabo lai igacidn: “Pr ia de Rhodnius ecuadoriensis, vector de |a enfermedad de Chagas,
on la palma Phyteleph q J"onlongldn del Ecuador™.
De acuerdo a las sigui especificaci

1. Soliciud de: Dra, Anita Gabrieta Villacts Satazer Centro de gacion ¢a Enfl dades Infecciosas y
Crénicas.

2. Conltraparte del Ministerio del Ambiente: Coordinad da Patrimanio Natural, Resp les de Vida
Sivestre de las Direcciones Provinciales y Direccidn Nacional de Bicdiversidad.

3 mtctodohlmsﬂgadén 28 g2 mayo da 2015 hasia 26 de mayo del 2016,

4, Val 3 | cto: Padl Aulestia Dy 4 da Biodn

5. Esla Aulorizacidn O HABILITA EXPORTACION O MOVILIZACION DE FLORA / FAUNA O
MICROORGANISMOS, sin & pemiso que deberd ob enla pondiente Direccidn Provincial del
Ministario dal Amblents,

8. Eslas muesiras no podrén ser UTILI N vl
ACCESO A RECURSO GENETICO, sin la pardi izaciin del Ministerio del Ambiente.

7. Complementos Autorizados de la Investigacion
*  Coleccisn da Triatominos para identificacion taxonomica moriologica.
Obligaciones del investigador

B.  Entregar al Ministerio del Ambienie-DNB, ((2) dos copta del inl final imp enk PDF, (incuyendo
una varsicn digitad), de los resuitados de la autorizacion otorgada. (Selicitar formato Informe Final en la DNS).

9. Entregar copias dasl material fotografico que puedan ser utllizados para difusicn.

10. Lista Grmica de las especies debidamente igentficadas, objeto de la autorizackdn con sus raspactvas
coordenadas.

11, Enfreger una copia de los resultados de su trabajo, a cada una da las areas protegidas o Direcciones
Provinclales donde se realizd la investigacicn.

12. Dapositar los espscimenas producto 68 esta investigacién en una umdad de maneio autorizada por 8l

Ministerio del Ambiente (Musao de Invariebrados PUCE), las ser pi <! cundnsy
deposi de lo io, se ran sufragar los pasios que o 1a pe ion ded | para
su ing aka ién comesponds

13. Entregar & la direccion Naci da Blodiverskiad 8l canficado del depdsito de las tras ernitida por una
institucitn clentifica ecuatorana depositaria de ial bicldgi

Del de |as obligs dispuuhsonbsmnemlo&&swlnzmurmm&zaahmm
Gabriola Vifacls Salazar, investigadora del Centro de i igacion de End y Gt
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Anexo 4. Permiso de coleccién para las provincias de Santo Domingo de los Tsachilas

y Los Rios (continuacién...)

OBLIGACIONES Y CONDICIONES PARA LA VIGENCIA DE ESTA AUTORIZACION:
14. SE AUTORIZA LA INVESTIGACION EN LAS PROVINCIAS:

Provincla Cantén Parroguia
Los Rios Palenque
Santo Domingo da los Tsachilas Santo k_&v_mgg San Jose de Aluriquin

15. NO SE AUTORIZA LA INVESTIGACION EN AREAS PROTEGIDAS
16, SE AUTORIZA EL ESTUDIO DE MUESTRAS ZOOLOGICAS Y VEGETALES CON EL PROPOSITO DE:

*  Determinar la presencia de Rhodmus ecusdanensis en las palkm Phytelephas aeguatorialis en la parte
cccidental del Ecuador,
«  Conocor las especies de los insecios waclores prasentes en el drea de estudo,
. ch:l;::v“ los indicadores antomalgicos (infestacidn, hacimiento, densidad y colonizackin) prasentss en
Bras.

17, LAS MUESTRAS PRODUCTO DE ESTA INVESTIGACION DEBERAN SER CATALOGADAS POR
INDIVIDUO, PARA FAUNA DESDE EL NUMERO 001~004-15 IC- FAU-FLO-DN8/MA HASTA 000-004-15 IC~
FAU-FLO-DNBMMA.

18, SE AUTOAIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y/O EQUIPOS PARA LA
REALIZACION DE ESTA INVESTIGACION.

~EaUo WATERTALES
GP'S Escalera

Estorooscopio Machete

Cémara de fosns Plstico

Micruseopio Reciguenites plisticos

Marcador Indeleble, armés. cucridis, mascanllas
Aldcohol indusinal

19. ENCASO DE ENCONTRARSE NUEVAS ESPECIES, DEBERA NOTIFICARSE A LA DIRECCION NACIONAL
DE BIODIVERSIDAD LA DESCRIPCION DE LA ESPECIE ADJUNTANDO LA RESPECTIVA PUBLICACION.

20. ES OBLIGATORIO DEPOSITAR HOLOTIPOS Y EJEMPLARES UNICOS A UNA INSTITUCION
DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO, DE SER EL CASO SOLO PUEDEN LLEVARSE FUERA DEL
PAIS EN CALIDAD DE PAESTAMO POR UN PERIODO DE HASTA 6 MESES, PREVIA AUTORIZACION.

21, LOS INVESTIGADORES DEBERAN REALIZAR SUS INTERVENCIONES EN CAMPO BAJO UN MANEJO
RESPONSABLE Y ETICO CON LOS ESPECIMENES ASi COMO CON LOS EQUIPOS Y MATERIALES
UTILIZADOS DURANTE LA INVESTIGACION.

22. PARA EL INGRESO A AREAS DE PROPIEDAD PRIVADA LOS INVESTIGADORES DEBERAN CONTAR
CON LA AUTORIZACION DEL RESPECTIVO PROPIETASIO.

23, PAAA EL INGRESO A AREAS NATURALES PROTEGIDAS LOS INVESTIGADORES DEBERAN CONTAR
CON LA AUTORIZACION DEL RESPECTIVO AESPONSABLE DE AREA.

24. NO SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE ARMAS DE FUEGO, EXPLOSIVOS O SUBSTANCIAS
VENENOSAS COMO METOOOLOGIA DE ESTA INVESTIGACION.

25 SE PACHISE EL INGRESO A LAS AREAS NATURALES DEL ESTADO POATANDO ARAMAS,
IMPLEMENTOS DE COLECCION, EXPLOSIVOS, TOXICOS, CONTAMINANTES, ESPECIES VEGETALES,
MATERIAL VEGETATIVO, ESPECIES ANIMALES Y EN GENEAAL TODO AQUELLO QUE ATENTE A LA
INTEGRIDAD DEL AREA.

26. NINGUN ESPECIMEN PRODUCTO DE ESTA INVESTIGACION PODRA SER UTILIZADO PARA USO

COMERCIAL SIN LA CORRESPONDIENTE AUTORIZACION DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE.

. ESTAS MUESTRAS NO PODRAN SER UTILIZADOS EN CUALQUIER ACTIVIDAD DE BIOPROSPECCION
NI ACCESO A RECURSO GENETICO SIN LA CORRESPONDIENTE AUTORIZACION DEL MINISTERIO
DEL AMBIENTE.

28. ESTA AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA PODRA SER RENOVADA PREVIO AL
CUMPLIMEENTO DE LAS OBLIGACIONES CONTRAIDAS POR EL INVESTIGADOR, ENTREGA Y
APAOBACION DE INFORMES PARCIALES O FINALES EN LAS FECHAS INDICADAS.

20. SE SOLICITARA PRORACGA QUINCE DIAS ANTES DE LA FECHA DE VENCIMIENTO QUE INDICA ESTE
DOCUMENTO.,

30. TODO USO INDEBIDO DE ESTA AUTORIZACION, ASI COMO EL INCUMPLIMENTO DE ASPECTOS
LEGALES, ADMINISTRATIVOS O TECNICOS ESTABLECIDOS EN LA MISMA, SERAN SANCIONADCS DE
ACUERDO A LA CODIFICACION A LA LEY FORESTAL Y DE CONSERVACION DE AREAS NATURALES Y
VIDA SILVESTRE Y AL TEXTO UNIFICADO DE LA LEGISLACION AMBIENTAL SECUNDARIA. Y DEMAS
NOAMATIVA PERTINENTE.

31. TASA POR AUTORIZACION: 20 VEINTE DOLARES DEPOSITADOS CON REFERENCIA No. 3173059 DEL
14 DE ABRIL DEL 2015 EN EL BANCO NACIONAL DE FOMENTO CUENTA 0010000785,

!‘Z isco Prieto %_

Director Nackonal de Biodiversidad
/7APh 29515
CC: Coordin de Patrimonio N
Aesponsables de Vida Sivestre

3
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Anexo 4. Permiso de coleccion para las provincias de Santo Domingo de los Tsachilas

y Los Rios (continuacion...)

Ministerio
wuff el Ambiente

Ministerio del Ambiente

Ministerio del Ambiente - Planta Central

Direcién Matriz:€! Giron Madrid E12-102 y Andalucia - Quito *
Ecuador
Direcion Sucursal:El Giron Madrid E12-102 y Andalucia

Contribuyente Especial Nro:1308
OBLIGADO A LLEVAR CONTABILIDAD:SI|

RUC.:1760010460001

FACTURA

No.001-002-4330

NUMERO DE AUTORIZACION

NO AUTORIZADO

FECHA Y HORA DE AUTORIZACION
0000-00-00 00:00:00
AMBIENTE:PRODUCCION
EMISION:NORMAL

CLAVE DE ACCESO

L

CEOE20SF11TACA1RALO0EI200 082D

04330147703 1712

Razén Soclal / Nombres y Apellidos:PUCE
Fecha Emision:2015-06-04 10:44:06

RUC / CL:11780105501001

Guia Remision:

Cod. Principal i::m = Camt Descripeion Precio Unitario bmmto Precio Total

o Bl N R el T R B
Subtotal 12% 0|

INOTA:: Depositos: 631059187, 631058590, Subtotal 0% 43.4000,
Subtotal No sujero IVA 0.00}

Descuento 0.0000)

ICE 0.00004

IVA 12% 0.0000

Propina 0.00f

Valor Total 43,40
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Anexo 5. Tabla de individuos de Rhodnius ecuadoriensis, recolectados palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis) y

utilizados en este estudio

Cadigo Localidad Canton Provincia id CytB LNR
Laboratorio
TB8002 Tabiaso Pedernales Manabi J1 X X
TB8084 Tabiaso Pedernales Manabi J2 X X
TB8086 Tabiaso Pedernales Manabi J3 X X
DC7993 Daca 2 Chone Manabi J4 X X
JC8015 Cajon de Achiote El Carmen Manabi J5 X X
JC8016 Cajon de Achiote El Carmen Manabi J6 X X
JC8017 Cajon de Achiote El Carmen Manabi J7 X X
DB8169 Dislabén Chone Manabi J8 X X
DB8170 Dislabon Chone Manabi J9 X X
DB8171 Dislabon Chone Manabi J10 X X
PF7939 Piedra Fina Pichincha Manabi J11 X X
PF7940 Piedra Fina Pichincha Manabi J12 X X
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Anexo 5. Tabla de individuos de Rhodnius ecuadoriensis, recolectados palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis) y

utilizados en este estudio (continuacion...)

Cadigo Localidad Canton Provincia id CytB LNR
Laboratorio
DZ8005 Danzarin Rocafuerte Manabi J13 X X
CA8034 Cruz Alta Portoviejo Manabi J14 X
CVv8228 Cheve Arriba Pedernales Manabi J15 X
Cv8227 Cheve Arriba Pedernales Manabi J16 X X
CA8060 Cruz Alta Portoviejo Manabi J17 X X
MB8237 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J18 X X
MB8238 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J19 X X
QM8076 Quebra de Macona Portoviejo Manabi J20 X X
VZ7953 Valarezo Pichincha Manabi J21 X X
VZ7954 Valarezo Pichincha Manabi J22 X X
DZ8045 Danzarin Rocafuerte Manabi J23 X X
M18229 Moralito Junin Manabi J24 X X
M18230 Moralito Junin Manabi J25 X
CD8223 Chade Jipijapa Manabi J26 X X
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Anexo 5. Tabla de individuos de Rhodnius ecuadoriensis, recolectados palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis) y

utilizados en este estudio (continuacion...)

Cadigo Localidad Canton Provincia id CytB LNR
Laboratorio
CD8224 Chade Jipijapa Manabi J27 X X
AM8207 La América Jipijapa Manabi J28 X X
AM8208 La América Jipijapa Manabi J29 X X
ET8138 Estero de Noche Arriba  Santa Ana Manabi J30 X X
ET8139 Estero de Noche Arriba ~ Santa Ana Manabi J31 X X
TO7934 Tablada de Algoddn Junin Manabi J32 X X
TO7935 Tablada de Algoddn Junin Manabi J33 X X
MR8092 Mariscal Sucre Jipijapa Manabi J34 X X
TL8195 Tablada del Moral Santa Ana Manabi J35 X X
TL8196 Tablada del Moral Santa Ana Manabi J36 X X
V(G8203 Vueltas Largas Puerto Lopez Manabi J37 X X
V(G8204 Vueltas Largas Puerto Lopez Manabi J38 X X
TT8090 Santo Tomas Jama Manabi J39 X X
PY8112 Punta Larga Jama Manabi J40 X X
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Anexo 5. Tabla de individuos de Rhodnius ecuadoriensis, recolectados palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis) y

utilizados en este estudio (continuacion...)

Cadigo Localidad Canton Provincia id CytB LNR
Laboratorio
ET8187 Estero seco Jama Manabi Jal X X
ET8188 Estero seco Jama Manabi J42 X X
DT8247 Cadialito Jama Manabi J43 X X
DT8248 Cadilaito Jama Manabi Ja4 X X
RC8242 Rio canoa San Vicente Manabi J45 X X
RC8243 Rio canoa San Vicente Manabi J46 X X
HD8214 Humedal San Vicente Manabi Jar X X
HD8215 Humedal San Vicente Manabi J48 X X
RR8103 El remojo San Vicente Manabi J49 X X
Cl18158 Chita San Vicente Manabi J50 X X
LP8155 Limon de Procel Pajan Manabi J51 X X
LP8156 Limon de Procel Pajan Manabi J52 X X
SY8700 Santa Rosa Pedernales Manabi J53 X X
SY8701 Santa Rosa Pedernales Manabi J54 X X
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Anexo 5. Tabla de individuos de Rhodnius ecuadoriensis, recolectados palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis) y

utilizados en este estudio (continuacion...)

Cadigo Localidad Canton Provincia id CytB LNR
Laboratorio

JM8704 Jesus Maria Portoviejo Manabi J55 X X
JMB8705 Jesus Maria Portoviejo Manabi J56 X X
QM8706 Quebrada de Macona Portoviejo Manabi J57 X X
QM8707 Quebrada de Macona Portoviejo Manabi J58 X X
PY8708 Punta Larga Jama Manabi J59 X
PY8709 Punta Larga Jama Manabi J60 X
BJ8710 El bejuco Potoviejo Manabi J61l X

BJ8711 El bejuco Potoviejo Manabi J62 X X
AC8712 Ambache chico San Vicente Manabi J63 X

AC8713 Ambache chico San Vicente Manabi J64 X X
GJ8714 Guaijil Olmedo Manabi J65 X

GJ8715 Guaijil Olmedo Manabi J66 X X
MR8716 Mariscal Sucre Jipijapa Manabi J67 X X
MR8717 Mariscal Sucre Jipijapa Manabi J68 X X
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Anexo 5. Tabla de individuos de Rhodnius ecuadoriensis, recolectados palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis) y

utilizados en este estudio (continuacion...)

Cadigo Localidad Canton Provincia id CytB LNR
Laboratorio
MB5025 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J69 X X
MB5012 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J70 X X
MB5028 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J71 X X
MB5030 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J72 X X
MB5141 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J73 X X
BJ3092 El bejuco Portoviejo Manabi J74 X X
BJ3093 El bejuco Portoviejo Manabi J75 X X
BJ3094 El bejuco Portoviejo Manabi J76 X X
BJ3095 El bejuco Portoviejo Manabi J77 X X
BJ3096 El bejuco Portoviejo Manabi J78 X X
BJ3097 El bejuco Portoviejo Manabi J79 X X
MB3445 Maconta Bajo Portoviejo Manabi Jao X X
MBN3483 Maconta Bajo Portoviejo Manabi Jgl X X
MBN3487 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J82 X X
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Anexo 5. Tabla de individuos de Rhodnius ecuadoriensis, recolectados palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis) y

utilizados en este estudio (continuacion...)

Cadigo Localidad Canton Provincia id CytB LNR
Laboratorio
MBN3488 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J83 X X
MBN3489 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J84 X X
MBN3490 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J85 X X
MBN3492 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J86 X X
MBN3493 Maconta Bajo Portoviejo Manabi Jg7 X X
MBN3506 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J88 X X
MBN3507 Maconta Bajo Portoviejo Manabi J89 X X
BJ5953 El bejuco Portoviejo Manabi J90 X X
BJIN3110 El bejuco Portoviejo Manabi Jol X X
BJ3761 El bejuco Portoviejo Manabi J92 X X
BJ3764 El bejuco Portoviejo Manabi Jo3 X X
BJ3765 El bejuco Portoviejo Manabi J94 X X
JB3767 El bejuco Portoviejo Manabi J95 X X
BJ3768 El bejuco Portoviejo Manabi J96 X X
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Anexo 5. Tabla de individuos de Rhodnius ecuadoriensis, recolectados palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis) y

utilizados en este estudio (continuacion...)

Cadigo Localidad Canton Provincia id CytB LNR
Laboratorio
BJ3771 El bejuco Portoviejo Manabi Jo7 X
SA6490 San Antonio San Antonio Guayas Jo8 X X
SIC  eeeeeemeeeee e Guayas J99 X X
SIC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J100 X X
TOQP4356 Las Orquideas Sto Domingo  Sto Domingo J101 X
TOQP4357 Las Orquideas Sto Domingo  Sto Domingo J102 X
TUTP4358 Union del Toachi Sto Domingo  Sto Domingo J103 X
TUTP4359 Union del Toachi Sto Domingo  Sto Domingo J104 X
TUTP4360 Union del Toachi Sto Domingo  Sto Domingo J105 X
TUTP4361 Union del Toachi Sto Domingo  Sto Domingo J106 X
SIC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J107 X
SIC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J108 X
S/IC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J109 X
S/IC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J110 X
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Anexo 5. Tabla de individuos de Rhodnius ecuadoriensis, recolectados palmeras de tagua (Phytelephas aequatorialis) y

utilizados en este estudio (continuacion...)

Cadigo Localidad Cantén Provincia id CytB LNR
Laboratorio
SIC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J111 X
SIC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J112 X
SIC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J113 X
SIC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J114 X
S/IC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J115 X
S/IC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J116 X
S/IC Alluriquin Sto Domingo  Sto Domingo J117 X
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Anexo 6. Protocolo de extraccion de ADN para patas de triatominos mediante el Kit

DNeasy (Qiagen, 2006)

00000
QIAGEN

1. Se procedio a extraer el ADN de las patas de aproximadamente 70 individuos adultos de

Rhodnius ecuadoriensis.

2. Se procedi6 a extraer las patas de los insectos, procurando que no se pierda ninguna y
que se encuentren completas, las patas fueron lavadas con alcohol al 70% y secadas con

papel absorbente.

3. Posteriormente se empezd a cortar las patas de cada individuo con ayuda de una hoja de

bisturi en cajas petri de vidrio individuales, hasta obtener pequefios pedazos.

4. Los pedazos fueron trasladados a tubos ependorf de 1,5 ml debidamente etiquetados con
el codigo de cada insecto, se agregaron 200 ul de tampdn ATL y se procedid a vortexear

durante 10 segundos la muestra.

5. Se afiadi6 20 ul de proteinasa K en cada muestra, se vortexed durante 10 segundos; y se

procedio a la maceracién mediante el uso de un pistilo estéril.

6. Luego de aproximadamente 2 minutos de maceracion con el pistilo en cada muestra y
de obtener turbidez en el tubo, se llevo las muestras a una incubadora para dejarlas a 55° C
durante toda la noche, vortexeando las muestras ocasionalmente para lograr una lisis

completa de todos los compuestos proteicos que componen las patas de los insectos.
7. Una vez transcurrido este tiempo se retird las muestras de la incubadora y fueron
vortexeadas por 15 segundos, después se agregd 200 ul de bufer AL a cada muestra e

inmediatamente fueron sometidas a vortex por 10 segundos.

8. Se incubd las muestras a 70° C durante 10 minutos para inactivar la proteinasa K.
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9. Se retiraron las muestras de la incubadora y se les agreg6 200 ul de etanol al 100% y se
mezcld todo por vortex, se procedid a pasar toda la cantidad posible de muestra liquida
evitando tomar los pedazos de las patas a una columna debidamente etiquetada,

posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 8000 rpm durante un minuto.

10. Se descarto el tubo que contenia el liquido que bajo de la columna y se coloco la

misma en un tubo de recoleccién nuevo.

11. Se afiadié 500 ul de bufer AW1 en la columna para luego centrifugar a 8000 rpm

durante un minuto.

12. La columna fue nuevamente trasladada a un nuevo tubo, luego se afiadié 500 ul de
bafer AW2 y se centrifugd durante tres minutos a maxima velocidad.

13. Se agreg6 50 ul de bdfer AE, se dejo incubar a condiciones ambientales durante 1
minuto con la tapa abierta y se centrifugd las muestras a 8000 rpm durante 1 minuto, se
repitié el mismo paso una segunda vez para al final desechar la columna y conservar el

tubo en el cual se obtuvieron 100 ul de ADN suspendido en bufer AE.

14. Las muestras fueron almacenadas a -20°C.
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Anexo 7. Protocolo de PCR y condiciones de temperatura para el marcador mt Cyt B

Reactivo C. inicial 1x
Master Mix - 12.5 ul
Forward 10 uM 1,5 ul
Reverse 10 uM 1,5 ul
H20 - 10.5 ul
ADN 5ng/ul 4 ul

Condiciones

PCR
95°C 5 min
95°C 30 seg 35
45°C 30 seg Ciclos
72°C 60 seg
72°C 10 min
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Anexo 8. Protocolo de PCR y condiciones de temperatura para el marcador

mtisurRNA

Reactivo C. inicial 1x
Buffer 5x 5ul
MgCl 25mM 2 ul
Dntps 40mM 0,5 ul
Forward 10 uM 1,5 ul
Reverse 10 uM 1,5 ul
Taqg 5U /ul 0,2 ul
H20 - 12,3 ul
ADN 5ng/ul 7 ul

Condiciones

PCR
94°C 5 min
94°C 30 seg 35
47°C 30 seg Ciclos
72°C 60 seg

72°C 7 min
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Anexo 9. Confirmacion de los resultados de PCR para los marcadores utilizados,

mediante geles de agarosa al 1%.

J6 J6 J7 .J8 _J9 J10 J11 J1Z J13 NEG
T T S g v .
4

32 SN S S

i

JI6  J15 J17 J18 J19 J20 J21 J22 NEG NEG E

) N NG N N WY ~

Juan José Bustillos, 2015
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Anexo 9. Confirmacion de los resultados de PCR para el mt Cyt B, mediante geles de

agarosa al 1% (continuacion...)

J23 J24 J25 J26 J27 J28 J20 J3D J31 J32 J33 J34 J35 J3B J37 J38 J3D JA0 J41 J42 J43 J44 J45 4B JAT 48 E

/A

E
:
w

750BP

J4g JS0 J51 J52 .J53 J54 J55 JUS6 ',J57 J58 J50 J60 J14 NEG

750 BP

%

R
—_—
—_—
—
—
—-
—
~—
-4
-
el
-
-

Juan José Bustillos, 2015
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Anexo 9. Confirmacion de los resultados de PCR para el mtlsurRNA, mediante geles

de agarosa al 2% (Continuacion...)

J7 J8 @ J0 J1 )12

Escalera J13 J14 J15 J16 J17 J18 J19 J20 J21 J22 J23 J24

25 J28 J27 J28 J20 -J30 B1 JR2 )33 134 JB

Escdera J37 J38 J30 J40 J41 J42 J43 J44 U445 J8 J47 J48

Juan José Bustillos, 2015
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Anexo 9. Confirmacion de los resultados de PCR para el mtlsurRNA, mediante geles

de agarosa al 2% (continuacion...)

Escakera 277 278 275 274 273 272 271 246 220 227 211 224 280 281 282 283 28:12%

f X .

v ey Gy Sy W SR S S RN Gy YT Gy G S SRS G Gy e

Escalera 287 280 280 312 313 315 318 319 321 322 325 338

=

750 )
500 -

250

Escalera J48 J48 JS50 J51 J52 J53 J54 JS5 J56 J57 J58 JS58 J6O

Juan José Bustillos, 2015
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Anexo 10. Cromatograma de una de las secuencias obtenidas del mt Cyt B y del

mtlsurRNA, para poder constatar su calidad y aplicarla en el analisis

iy
macrogen
File: J1_CytBF.abl Run Ended: 20156/22 22:56:54 Sigmal G:1225 A:2066 C: 1763 T:2442 f?
Sampie: J1_CyBF Lane: 28 Base spacing: 15542566 717 bases in 8704 scans Page lorZ

10 20 30 40 50 60 Ta B0 B 100 110 120
G TT TT TCCTTGTAATATGA GTG GT GT AT TATAT TAT TCGTAAT TATAG G AACAGCCTTTCT TG GCTATG T TTTACCA TG AG GCCAAATATCAT TATGAGG AGCAAC TGT AAT TACAA

] i R .
et Ay J{j\ '\ AP "’\J’Jﬁ Vi) II iy Ml Jlli'll'ﬁll'\l A A Jr"Jpll JIUIL fy lﬁ\.“\ﬁk.“\ MY Jﬁl

130 140 150 LE0 170 200 210 20 130 24
AT TTAT TATCTGCAATTCCC TACCTAGG TAATG AAC TAG TTAAATGATTATG AGG AGG \TTTTCL"G TTG '\(‘.\ TGO CACATTAACTCGATTCTTTGOCC TACAC T TTTTACTACC TTTTATT

AAAR A A AR AR J%f\;_ﬂ”_ﬂ_ﬁ_i_.ﬁﬁ\_f_'\__\!"\_ﬂr 1 mm_\“ﬂ.nm\ A A AR AN A AR AR AN

250 260 27 ZE0 290 300 Ell 30 Fa0 40 330 360
ATTACTOC CCTAACTATAGTACACCTCC TATTTTTACAC CAAACAGGTTCTAATAACCCCC TEAG ATTAAAAAGAAACTTAOGATAAAATCCCCTTTCACCCATACTTITCAATT AAAGATCTAAT

UAAAM AN A A A WA A i ;"ulql‘.f' A WA \)\f\ Ay AN AR R

n 380 3s0 400 410 420 450
AGEAGTTETTATTACTATAATATTTTTTATTCTTTTAAATTTAT GAGAACC ACGAATTTTA GGCG STCCAGA \ ATTTTA ‘TTCC WGl A ‘.-{‘CL’:T{‘TTG‘TT‘\C‘TL‘C SGTTO '\T."TT‘C AACCAGAAT

oAttty AR A o A AN A AN AN o

0 S 20 30 40 350 %0 3 380 190 o [t
GGTATTTCT TAT T TGO T TAT GO TAT TTTACGATCAATCC CTAAT AAATT AGG T GG AGT CAT TGCAAT AGTATTATCAAT TTTAAT TAT TGT TAT TCTACCATTTAC TAATACAT GTAAATTCCA

, N . ) " \
]'-Ju\ A A 'fllal" AN A AR VA .fJ'\"Jlun'n AN WA vy Al -h\" AR AN M AW A a‘ﬂf'- .”r'f“‘ﬂ !

macrogen
File: J2_LNR-R.abl Run Ended: 2016/1/21 20:47:25 Signal G:3593 A:7362 C:6322 T:10455
Sample: J2_LNR-R Lane: 15 Base spacing: 13.440901 397 bases in 4728 scans Page I of 1
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Anexo 11. El programa MEGA v6.0 (Tamura et al, 2013), permite realizar el alineamiento de las secuencias mediante una

interfaz sencilla

DMNASequences | Translated Protein Sequences

SpecieszbIGrDup Name EIEREIE JEE B I I B B B B I e I A B R I e e B B R A e A R R I R R R e e R R I R R A R A A R R R R S A A I R I I R I A I A A I S
56. PICH2
57. PICHS
58. PICH4
59. ROCAL
£0. ROCA2
61. JUN1
£2. JUN2
63. JUN3
64. JUN4
65. JIPI1
£6. JIFI2
67. JIPI3
63. JIPI4
£9. JIFIS
70. JIFI&
71. SANAL
72. SANA2
73. SANA3
74. SENA4
75. PLO1
76. PLO2
77. JEM1
78. JEM2
79. JAM3
50. JAM4
81. JRMS
52. JIM6
53, JAM7
54, JEMS
85. SVICL
26. SVIC2
27. SVICS
28. SVIC4
89. SVICS
20. SVICE
91. SVICT
92, PAJ1
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Anexo 12. EIl programa DnaSP v5.0 (Rozas et al., 2009), nos permite determinar los
indices de variabilidad genética, realizar el Test de neutralidad Tajimas' D, y la lista

de haplotipos de nuestras secuencias

|Haplotype/DNA Sequences Data File
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Anexo 13. El programa Network (Fluxus Techonolgy Ltd.) nos permite elaborar las

diferentes redes haplotipicas, para poder establecer las conexiones entre los grupos

LL
-
47 e Mok e
File Exit
Display parameters
Modes proportional to frequencies
[ Display only tarso
[Y] Display mutated position
[7] Display node names
- 6 G
Font size =
. 4 [
Winimum node size =
i 50 5
Waximum node size =
Show median vectors
[¥] Display median vector names
3 [
Mode size (pixels) =
[ ? Move Lmk] [? Move Nodel
12]
[ “? Node \nm] ’ ? Pie Char‘tl
PICHT
[ ? style ] [ “? Colour I
Statistics
Zoom Navigation
Screen shiftinterval (pixels) Undo
Lef Right 0 =
| 7 relp
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