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RESUMEN

Ei estudio entomoldgico basico de cinco comunidades en 4 estados de
México permitié la descripcion de dos perfiles epidemiologicos: 1) invasion casi
exclusiva de las areas peridomiciliarias con penetracion ocasional dentro de las
casas de los triatominos dando lugar a contactos hombre-vector. 2) invasion de las
areas peridomiciliarias e intradomiliarias. Se capfuraron 2 especies del compiejo
Triatoma phylfosoma (Jalisco, Zacatecas y Nayarit}, encontradas en simpatria en
la comunidad de Carrillo Puerte (Nayarit). La especie 7. barberi se capturd en dos
comunidades de Oaxaca donde fue la dnica especie y en Jalisco se capturaron
algunos ejemplares en simpatria con la especie del complejo T. phyflosoma. Se
observaron diferencias en los indices de colonizacién, densidad e infestacion
segun las areas de estudio pero las tasas de infeccion fueron similares entre las

especies.

Cinco especies de triatominos importantes epidemiologicamente (7ratoma
barberi, Triatoma dimidiata, Triatoma longipennis, Triatoma pallidipennis vy
Triatoma picturata) fueron examinadas por electroforesis de isoenzimas. Se
analizaron 12 sistemas enzimaticos que involucran 17 loci. El polimorfismo en
estas especies a excepcion de T. barben fue muy elevado comparado con
reportes de otras especies de triatominos. Entre las especies del complejo T
phyllosomna (T. longipennis, T, pallidipennis y T. picturata) no se encontraron loci
diagndsticos. T. dimidiata presentd dos loci diagnostico con las especies del
complejo. En cambio, se detectaron de 8 a 11 loci diagnosticos entre T. barberi y
las otras especies. El analisis de distancias genéticas de Nei mostro que las
especies del complejo T. phyllosoma presentan distancias entre ellas similares en
otros estudios a distancias entre poblaciones. La distancia de T. dimidiata con las

especies del complejo T. phyllosoma es grande por io que no justifica la
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infroduccion de esta especie al complejo. T barberi presenta una distancia muy

grande con respecto a las demas.

Se definieron poblaciones agrupando insectos capturados en una misma
comunidad. Los indices Fis mostraron déficit significativos de heterocigotos en
todas - las poblaciones posiblemente debide a la existencia de unidades
panmicticas mas pequenas que la comunidad y/o emigracion e inmigracion de

individuos.

La estructuracion geografica de las poblaciones fue investigada por los
indices de Fis, Fit, Fst y mostrd una ausencia de diferenciacion geografica entre
poblaciones de 7. fongipennis cuando estan muy cercanas (< 10 km) y entre
poblaciones peridomiciiiarias y silvestres de T. picturata en la comunidad de

Carrillo Puerto (Nayarit).




INTRODUCCION

Los reduvidos de la subfamilia Tratominae se agrupan en numerosas
especies gue son vectores potenciales de la enfermedad de Chagas. Tedas las
especies de triatominos son hematofagas v la mayoria de ellas se alimentan de la
sangre de mamiferos y aves, excepto algunas que se alimentan de reptiles
{Bautista, 1993).

Los triatominos se infectan al ingerir la sangre de un mamifero infectado
con Trypanosoma cruzi (agente causal de la enfermedad de Chagas). Las formas
tripomastigote ingeridas se transforman en epimastigotes en el intestino medio
donde se multiplican y permanecen durante toda la vida del insecto. En el intestino
posterior, los epimastigotes se transforman en tripomastigotes metaciclicos
infecciosos. El hembre contrae la infeccion al entrar en contacto con las heces

contaminadas.

Segln la Organizacién Mundial de la Salud, la enfermedad de Chagas es Ia
parasitosis mas comun de América Latina. Existen alrededor de 100 millones de
personas expuestas al riesgo de padecer la infeccion por habitar zonas endémicas
en convivencia con los triatominos. Se calcula que 16 millones de personas estan
parasitadas por T. cruzi. Teniendo en cuenta que el 25% de personas desarrolfara
algun tipo de trastorno cardiaco, la OMS calculd que existen 6.2 millones de
individuos con afecciones cardiacas en riesgo de complicaciones y muerte por

esta causa (WHO, 1991).

I - Enfermedad de Chagas

T. eruzi es un parasito protozoario hemeflagelado que causa la enfermedad

de Chagas o Tripanosomiasis Americana, enfermedad con amplia distribucién en
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el continente Americano. En algunas zonas tropicales y subtropicales la

prevalencia de esta enfermedad es muy alta (WHO, 1991).

La enfermedad evoluciona en tres fases: fase aguda, fase indeterminada y
fase cronica. La primera dura de 1 a 3 meses y puede ser asintomatica o
presentar sintomas inespecificos, como fiebre intermitente, anorexia, vémito,
diarreas, nauseas, linfoadenopatias y hepatomegalia. Se pueden presentar
también cardiopatias, y los casos graves de miocarditis chagasica aguda pueden
evolucionar hacia una insuficiencia y conducir a la muerte del individuo en menos
del 10% de los casos en nifios (WHO, 1991). La fase indeterminada puede durar
de 10 a 20 anos, tiempo en el cual no se presenta sintomatologia, pero la infeccion
sigue latente con serologia positiva. Finalmente, [a fase cronica puede presentar
patologias severas caracterizadas por irastornos cardiacos y gastrointestinales
como por ejemplo, miocarditis, insuficiencia cardiaca progresiva y la formacion de

megadrganos, generalmente de eséfago y colon {(Moncayo, 1992}

En las zonas rurales de América Latina la principal via de transmisibén es
vectorial. En las ciudades generalmente lbres de vectores, la transmision es
esencialmente por transfusion de sangre. Existen otras formas de transmision
menos frecuentes: por via oral, por la leche materna, transplante de érgano y por

accidente de laboratorio (WHO, 18991).

En México, hasta 1990 se identificaron alrededor de 300 casos agudos de
la enfermedad de Chagas. Una encuesta Nacicnal, mostréd un promedio de 0.2%
de seroprevalencia, determinado por pruebas de hemaglutinacidn e
inmunofluorescencia (Velasco ef al., 1992). En 1994 se determind en 18 bancos

de sangre de la Secretaria de Salud una seroprevalencia de 1.5% (Guzman et al.,

1998).

Sin embargo, estudios Seroepidemiologicos y encuestas en bancos de
sangre citan indices de seropositividad muy altos en regiones centrales del pais

como en los estados de Puebla v Morelos (Rangel et al., 1998; Tay ef af, 1992},




En Jalisco se han citado casos de enfermedad cardiaca y digestiva y
algunos casos fatales de la enfermedad de Chagas (Trujillo et af, 1993;
Hernandez ef al, 1987). Ademas en diferentes poblaciones de QOaxaca se han
detectado seroprevalencias de: 42% en Chila (Goldsmith et al., 1992), 88% (nifos)
y 78% (adultos) en Miahuatldan de Porfirio Diaz (Tay et al, 1986) y en 4
pobiaciones a distancia menor de 30 km de la ciudad de Oaxaca se encontré
86.9% (Salazar ef al., 1984).

Il - Vectores

1. Sistematica y morfologia

Los triatominos estan clasificados en los taxones siguientes (Ryckman,
1984):

Reino Animalia
Phyllum Arthropoda
Subphyllum Mandibulata
Clase Insecta
Subclase Pterygota
Orden Hemiptera
Suborden Heteroptera
Familia Reduviidae
Subfamilia Triatominae
Tribu L Triatomini

Género  Triatoma

Se han identificado mas de 100 especies sinantropicas o silvestres,
Alrededor de 53 especies de triatominos han sido encontradas infectadas en forma
natural con T. cruzi, 36 de estas estan asociadas con la vivienda humana, de |as
cuales 12 son epidemiologicamente importantes en la transmision del parasito al

hombre (Schenone y Rojas, 1989).




Son insectos con metamorfosis incompleta pasando por cinco estadios
ninfales antes de llegar al estado adulto. Los adultos difieren de ias ninfas, por la
presencia de ocelos, genitales bien desarrollados y un desarrollo completo de las
alas anteriores y posteriores. Todos los estadios son hematofagos y pueden

transmitir a T. cruzi.

Los triatominos son aplanados dorsoventratmente y con patas caminadoras.
Presentan una cabeza pequefia proyectada hacia el frente. La cabeza es libre,
cilindrica y tiene un cuello distinguible. Poseen dorsalmente ojos compuestos y
ocelos separados. Las antenas estan divididas en cuatro segmentos. En la parte
inferior de la cabeza se encuentra el rostrum trisegmentado, que se dobla
ventralmente y se prelonga en un labium. E! labium forma una envoltura protectora
que contiene los estiletes (maxilas y las mandibulas) adaptados para la
hematofagia. Generalmente, la hembra es mas grande que el macho y posee

genitalias externas de forma puntiaguda (Lent y Wygodzinsky, 1979).

lLos principales criterios para la determinacion de las especies son la
estructura general y coloracién del cuerpo, el tamafio de las antenas y su posicion,
las alas, los 0jos y las genitalias. El tamafno es caracteristico de ciertas especies y
varia de 5 - 45 mm. El color fluctia segin la especie de amarillo claro hasta negro,
con diferentes patrones de manchas anaranjadas, amarillas, blancas, rojas, grises

o verdes principalmente en el conexivo (Lent y Wygodzinsky, 1979).

Las caracteristicas morfolégicas han ayudado a la diferenciacion de las
especies de triatominos e identificarlas como riesgo en la transmision de la
enfermedad de Chagas. Sin embargo, hay numerosos problemas de

diferenciacion taxonomica en las diferentes especies de triatominos:

- Tratoma guasayana y Triatoma sordida son morfolégicamente similares y Ja

identificacion especifica de estas dos especies en las ninfas es muy




problematica. Ademas, presentan variabilidad cromética entre ellas (Garcia ef
al., 1995; Panzera et al., 1992).

Recientemente se ha cuestionado el estado taxondmico de Triafoma
patagénica por su estrecha similitud con T, guasayana y T. sordida (Gorla et
al,, 1993)

Tristoma platensis y Triatoma deipontei tienen caracteristicas morfolégicas
muy parecidas aunque pueden distinguirse entre si, ademas en el
comportamiento son similares. Se propone que dichas especies estan muy

relacionadas {Pereira et af, 1996).

Dentro de la especie T, sordida se han reconocido dos poblaciones
correspondientes a especies distintas, aungue morfolégicamente son similares

entre elfas (Noireau et al., 1998).

Las especies del género Rhodnius (Rhodnius prolixus, Rhodnius robustus,
Rhodnius neglectus y Rhodnius nasutus) tienden a ser muy similares. Pueden
ser identificadas por ciertas caracteristicas morfolégicas aunque existe
confusién. Ademas la identificacion por genitales tiene que ser muy cuidadosa

(Pérez ef af., 1992, Solano et al., 1996).

Algunas especies fueron agrupadas en complejos debido a su gran similitud

morfologica y los estadios ninfales generalmente no diferenciables.

Triatoma profracta es una especie sumamente polimorfica. Ryckman la dividié
en 5 subespecies basandose en experimentos de hibridacién: Triatoma
profracta navajoensis, Trialoma protracta nahuatflae, Triatoma protracia
protracta, Triatoma protracta woodi y Triatoma protracta zacatecensis. Las
diferencias morfoldgicas entre ellas son muy pequefias. Hay una estrecha

relaciéon de este complejo con Triafoma barberi, Triatoma pennisularis y




Triatormna sinaloensis. Los estadios ninfales de todas estas especies anteriores

son dificiles de clasificar.

El complejo T. phyllosoma comprende varias especies de triatominos
estrechamente relacionadas: Triatoma bassolsae (Alejandre et al, 1999),
Triatoma flongipennis (Usinger, 1939), Triatorma mazzotfii (Usinger, 1941),
Triatoma pallidipennis (Stal, 1872), Triatoma phyliosoma (Burmeister, 1835) y
Triatoma picturata (Usinger, 1939). Dichas especies tienen una amplia
distribucion en México. Osorio, Mazzottii y Usinger redujeron el complejo a
subespecies de acuerdo a estudios de hibridacion (Lent y Wygodzinsky, 1979).
Sin embargo Wygodzinsky y Ryckman agrupan estas especies politipicas en
un mismo complejo, debido a que no existen en la naturaleza diferencias
morfologicas graduales (Lent y Wygodzinsky, 1979). La interfertilidad entre
ellas bajo condiciones de laboratoric no es un indicador suficiente de
especiacion. Probablemente las especies del complejo comparten un
antepasado reciente no compartide por otras especies y constituye entonces
un grupo monofilético (Lent y Wygodzinsky, 1979). Dujardin ef af. {1999)
sugiere la incorporacion en este grupo de otras 6 especies: Triafoma bolivar,
Triatoma brailovskyi, Tnatoma dimidiata, Triatora hegneri, Triatoma mexicana

y Triatoma ryckmani.

Otras especies reunidas en complejos son: Triatomna arthurneivai, Triatoma
brasifiensis, Trigtoma circummaculata, Tratoma delpontei, Triatoma
guasayana, Triatoma infestans, Triatoma lenti, Triatoma maculata, Triatoma
matogrossensis, Triatoma patagonica, Triatoma platensis, Triatorna
pseudomaculata, Triatoma rubida, Triatoma rubrovaria, Trialoma Sordida,

Triatoma tibiamaculfata, Triatoma vitticeps y Triatoma williami.




2, Biologia

2. 1. Condiciones de desarrollo

Los triatominos son oviparos. La ovoposicidn se inicia de 10 a 30 dias
después de la copula. El nimero de huevos varia segin la especie (Triatoma
dimidiata 2054, R. prolixus 701, T. patagonica 168, T. paflidipennis 290 y Triatoma
barberi 150). La eclosion sucede en promedic un mes después de la ovoposicion.
La longevidad de los insectos varia de 2 a 12 meses pero en algunas especies
puede ser de dos afos (7. dimidiata de 20 a 26 meses, T. infestans de 8 a 16
meses, Dipetalogaster maximus 14 meses, T. barberi de 112 a 455 dias, T.
dimidiata 8 meses, Triatoma pallidipennis 6 meses) (Zeleddn y Rabinovich, 1981
Zarate, 1983; Zeled6n, 1983). Generalmente las hembras liegan al estadio adulto

antes que fos machos.

La ovoposicidn, el nimero de huevos y el ciclo de vida de los triatominos
no solo son caracteristicas de cada especie también dependen de los factores
externos: disponibilidad de comida, temperatura y humedad. En condiciones de
laboratoric se ha observado que la temperatura 6ptima de crianza de los
triatominos es de 27°C - 28°C. Muchas especies no sobreviven a temperaturas
por arriba de 37°C y por debajo de 10°C (Lima ef al,, 1998). Diferentes especies
requieren cierta humedad, Panstrongylus genicufatus requiere 100% de humedad.
En experimentos de laboratoric con diferentes especies de triatominos se
determing gue el promedio de requerimiento de humedad de los triatominos es de
70% a 80% (Galvao et al., 1995).

2. 2. Comportamiento alimenticio

Todas las especies de triatominos son hematofagas y mas de 150 especies

de mamiferos silvestres se han encontrado infectadas por T. cruzi.




En la naturaleza los estadios ninfales y los adultos se alimentan de noche.
Schofield (1980) determind que la actividad nocturna de los triatominos varia de
acuerdo a la especie. Por ejemplo T. infestans es activo entre las 17:00-07:00 hrs
y R. prolixus y Panstrongylus megistus de 17:00 a 01:00 hrs. l.a especie D.
maximus es excepcion, ya que sale a picar durante el dia (Zeledon y Rabinovich,
1981, Zarate, 1983). Lazzari et al. (1998), demostrd que la actividad de los

triatominos esta determinada por los labulos dpticos v los ocelos.

Para obtener e! alimento, los triatominos son atraidos por la temperatura
radiante, la produccion de bidxido de carbono del mamifero y otros elementos

poco estudiados como el olor (Bautista, 1993).

Una sola comida completa o pequefnas ingestas sucesivas pueden iniciar la

muda de los triatominos.

2. 3. Habitat

Segun el habitat se agrupan en:

- Especies con gran adaptacion a los ecotopos artificiales: T. infestans, R.
profixus vy T. rubrofaciata. Esta dltima especie fue citada como endémica en
ciudades en Uruguay. T infestans y R. prolixus son vectores mayores de

America del Sur.

- Especies con una relativa y estable adaptacion al habitat humano pero también
conservan ecotopos silvestres. En este grupo T. dimidiata, T. brasiliensis y P,
megistus son vectores importantes de T. cruzi. Estas especies pueden ser

consideradas como especies secundarias.

- Especies que habitan principalmente el medio silvestre y que ocasionalmente

invaden ecotopos artificiales donde establecen colonias pequefias.




- Especies basicamente silvestres. Aunque ocacionalmente los adultos son
capturados en las viviendas pero jamas las colonizan. Otras se capturan

excepcionalmente en las areas peridomiciliartas pero nunca en viviendas.

Excepto T. barberi (Zarate y Zarate, 1985), todas las especies de México
son silvestres. La importancia epidemiclégica de ellas no esta bien establecida por
faita de estudios entomolégicos sistematicos. Los datos actuales muestran que las
especies T. dimidiata, T. barberi y vanas especies del complejo T. phyllosoma

invaden principalmente las areas peridomicifiarias.

3. Distribucion

La distribucion geografica de los triatominos se extiende del sur de los
Estados Unidos hasta la Patagonia (40° latitud norte y 45° latitud sur). Ademas se
han encontrado entre los 0 y 3400 msnm en Bolivia (Breniére et al.,, 1998; Dorante
de Isola y Gonzalez, 1994). Generalmente se encuentran en climas templados y
tropicales {Schofield et al., 1995).

Las especies mas importantes epidemiologicamente y que tienen una
distribucion muy amplia son: 7. infestans (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Paraguay, el Sur de Per( y Uruguay), T. dimidiata (América Central y México), R.
profixus (América Central, Colombia y Venezuefa). Existen otras especies con
importancia epikdemiolégica por su extensa distribucion: P. megistus, Rhodnius
paflescensy T. sordida y especies del complejo 7. phyllosoma en México (Dorante

de Isola y Gonzalez, 1994).

En México sé han descrito 28 especies de vectores y 17 se encuentran
infectagas por 7. cruzi (Magallon ef. al, 1998, Zarale y Zarate, 1985). Los
triatominos de mayor importancia epidemiologica por su amplia distribucion y por
sus habitos domésticos marcados son: T. barben, T. dimidiata y las especies del
complejo T. phyflosoma (Tay, 1992, Zarate y Zarate, 1985). En general los

triatominos se encuentran distribuidos en casi todo el territorio mexicano, v existe




mas de una especie por estado. En Baja California existe D. maximus, especies

del compigjo T. rubida y otras especies deil complejo T. protracta.

A continuacibn enumeramos [as especies descritas en los estados que

forman parte del presente estudio.

- En Colima: 7. barberi, T. brailovskyi, T. longipennis, T. pallidipennis y T.
picturata (Zarate y Zarate, 1985).

- En Jalisco: T. barberi, T. brailovsky, T. dimidiata y todas las especies
del complejo T. phyllosoma (Magallén ef al., 1998).

- EnMorelos: T. barberiy T. pallidipennis {Bautista, 1993).

- En Nayarit: 7. brailovskyi, T. dimidiata, T. longipennis, T. mazzofij, T,
picturata, Triatoma recurva, Triatoma rubida rubida, Triatoma rubida

sonoriagna (Zarate y Zarate, 1985).

- En Qaxaca existen 4 especies principales, T. barberi, T. dimidiata, T.
mazzottii, T. phyflosoma y especies de menor importancia T.

palfidipennis, T. nitida (Ramsey, 1999).

- En Zacatecas: T. longipennis, T. pallidipennis, T, protracta zacatecensis

(Zarate y Zarate, 1985).

Varias especies pueden ser simpatricas: T. longipennis y T. mazzottij. T,
pallidipennis tiene una distribucion amplia y es simpatrica con T. mazzotti, T.
fongipennis y T. picturata. En Nayarit y Jalisco 7. picfurata se ha encontrado en
simpatria con T. longipennis, T. pallidipennis y T. mazzottii (Zarate y Zarate, 1985).



4. Criterios para definir un vector eficiente

Infeccidon: Las especies vectoriales tienen que ser susceptibles a T. cruzi,
presentar altas tasas de infeccion e inducir une buena metaciciogénesis. Se ha
encontrado en T. infestans una tasa de infeccion de 12% hasla 67% en Paraguay
y Brasil respectivamente (Zeledon y Rabinovich, 1981). En T. dimidiata el rango de
infeccidn gue se ha encontrado es de 30% a 38% y en México todas las especies
estudiadas presentan tasas de infeccion elevadas como: T. barberi con un indice
de infeccion de 96% (Schenone y Rojas 1989); T. dimidata 18.7 % (Zeleddn vy
Rabinovich, 1981); T. phyflosoma 50% en Aguascalientes (Gémez et a/., 1983); T.
pallidipennis 88% y T. barberi 70% en Cuernavaca Morelos (Cortés ef al,, 1996);
T. barberi 33%, T. longipennis 18.4%, T. mazzotti 50%, T. pallidipennis 14% y T.
picturata 7 4% en municipios de Jalisco {Magalldn ef af., 1998),

Domiciliacion: Los insectas tienen que ser domiciliados (presencia en e!
habitat de todos los estadios ninfales) y presentar colonias importantes. T.
infestans estaa muy domiciliada y se ha encontrado hasta un indice de infestacion
del 86% (Wisnivesky, 1987);, T. dimidiata y T. barberi se dispersan entre el
domicilio y el peridomicilio (Zeledén y Rabinovich, 1981). 7. dimidiata en Costa
Rica presenta una infestacion de 34.6% y densidad de 21,5 por casa (Zeleddn et
al., 1975). T. phyllosoma se encontrd domiciliada en el estado de Aguascalientes
(Gomez et al., 1983) y en otros estados en peridomicilio junto con especies de su

complejo.

Antropofagia: Las especie tienen que ser antropofilicas (alimentacién
importante sobre el hombre). Ei 99% de las fuentes de sangre en T. infestans son
humanas y el resto de perros, gatos y gallinas. 7. dimidiata por su movilidad en el
habitat humano tiene una gran variedad de fuentes alimenticias (Quintal y
Polanco, 1977). En T. barberi se& ha encontrado hasta 6 tipos diferentes de sangre

entre ellos sangre humana (Zarate ef al., 1985).




Tiempo de defecacion, durante o después de la alimentacion del triatomino:
T. infestans defeca durante la alimentacion, lo que favorece la infeccion del
huésped. T. barberi defeca de 5 a 10 minutos después de ingerir su alimento,
tiempo suficiente para acabar la ingesta de sangre y desplazarse a otro lugar {De
Haro ef. al, 1999). En este titimo caso la frecuencia del contacto hombre/parasito

disminuye y el insecto resulta ser un vector menos eficiente.

Il - Genética de poblaciones

1. Analisis isoenzimatico

1. 1. Definicion

Los estudios de genética poblacional, con el apoyo de marcadores
isoenzimaticos, tienen un papel importante en la biosistematica de las especies de
triatominos y para los estudio de dinamica poblacional. Ademas, estos analisis
propercionan datos importantes para la vigilancia epidemioldgica después de las
intervenciones de control (Schofield, 1995).

Las ispenzimas son proteinas que presentan una misma funcidn enzimatica
pero rigraciones diferentes en un campo eléctrico. La diferencia de movilidad
electroforética entre isoenzimas se debe a una diferencia de carga eléctrica global
de las moléculas, reflejo de la variabilidad de la estructura primaria de estas. Las
isoenzimas coriesponden a los productos de expresion de diferentes alelos de un
gen situado en un solo locus o a los productos de varios genes situados en
diferentes loci. Generaimente los genes que codifican las proteinas enzimaticas
son en gran parte polimorfos, es decir, que existen bajo la forma de dos o varios
alelos, traduciéndose por migraciones electroforéticas diferentes (Bosseno vy

Breniére, 1998).




1. 2. Aportes de los andlisis isoenzimaticos en poblaciones de triatominos

Andlisis isoenzimaticos han permitido |a deteccidn de especies cripticas y

establecer la estructura de poblaciones de una misma especie.

1. 3. Especiacion

Noireau ef. afl. {1999 y 1998), estudiando poblaciones de T. sordida en el
Chaco Boliviano, sugiere la existencia de dos poblaciones separadas que fueron
reconocidas por 2 loci (ldh2 y Mdh2). La distancia genética de Nei (1972) fue
elevada (0.271) y compatible con la hipdtesis de especies distintas y de origen

reciente.

R. robustus y R. prolixus, son dos especies que tienen diferencias
morfoldgicas y R. robustus es una especie silvestre, Por analisis isoenzimatico se
detectd frecuencias idénticas y distancias genéticas de Nei de 0.07 (Harry et af.,
1992b}. Esta distancia esta dentro del rango de distancias observadas entre
poblaciones geograficas, por lo tanto R. profixus y R. robustus serian una sola
especie. R. robustus puede ser una forma silvestre de R. profixus, aunque hay
patrones morfologicos diferentes o distinguibles. Se hizo este mismo analisis
incluyendo la especie R. pictipes y se encontrd que el 75% de los loci son
diagndsticos con las otras dos especies (R. prolixus y R. robustus) (Harry ef af.,
1992a).

Un trabajo similar se hizo con cuatro especies: T. platensis, T. infestans, T.
guasayana y T. sordida; estas dos ultimas especies presentan una morfologia
similar y dificultad en la clasificacion de los estadios ninfales. Se encontraron
alelos fijos que distinguen a cada especie y el polimorfismo para las cuatro
especies reunidas fue de 0.56. La distancia genética de Nei, entre T. guasayana y

T. sordida fue de 0.77, esta distancia elevada es compatible con especies




distintas. Se observd una distancia similar entre T. platensis y T. infestans (0.45)
{Garcia ef al., 1995).

Costa et al (1997), desarrollé un andlisis con 4 subespecies de T
brasiliensis (T. brasiliensis, T. brasiliensis brasiliensis, T. b. mefanica y T. b.
macromelasomay) que difieren por patrones cromaticos. Se encontraron distancias
genéticas muy elevadas T. b. brasiliensis - T. b. melanica = 1.128, T. b. brasifiensis
- T. b. macromelasoma = 0.295, T. b. macromelasoma — T. brasiliensis = 0.418

confirmando que son especies diferentes.
1. 4. Estructura intra-especifica

Dujardin y Tibayrenc (1985), estudiaron las poblaciones locales de T
infestans en Bolivia donde encontré un polimorfismo de P = 0.157 y una
heterocigocidad observada de Ho = 0.04. Se observaron diferencias de
frecuencias alélicas enfre poblaciones geograficas y estas diferencias son
probablemente el reflejo de barreras geograficas que hay entre ellas (alopatria).
También se analizaron poblaciones de T. infesfans en Per( que presentan una
variabilidad menor (P = 0.05 y Ho = 0.015). Las diferencias alélicas entre
poblacicnes de Perl y Bolivia, fueron compatibles con fas frecuencias observadas
de poblaciones locales de una misma especie. Los autores concluyen que hay una
ausencia de especies gemelas en T. infestans a pesar de su extensa dispersion y
sugieren la migracién reciente de T. infestans en Per( debido al bajo polimorfismo
que presenta. Las diferencias genéticas encontradas en las diferentes locaiidades
no sugieren fenbmenos de especiacion pero refleja diferencias climaticas de las
regiones, débil poder de migracion del triatomino y el efecto de la deriva génica. T.
infestans silvestre no es una especie gemela, probablemente fue un ecotipo que
recientemente invadid habitats domésticos. En Bolivia se encontraron focos
silvestres de T. infestans pero el estudio ispenzimatico comparativo con insectos

domiciiiados no evidencio diferencias poblacionales (Dujardin ef al., 1996).




Garcia ef al. (1995), observaron entre poblaciones de T. infestans
domiciliadas en regiones de un clima tropical a un clima templado de Argentina,
Bolivia, Brasil y Pert, frecuencias alelicas muy similares, Por lo tanto, las
distancias genéticas de Nei fueron bajas (0.002-0.013) y los autores detectaron un
flujo génico importante entre las poblaciones. Acordando con la hipotesis de
Schofield en que la distribuciéon actual de 7. infesfans puede ser el resultado de las

migraciones humanas que hubo en América del Sur en los Ultimos 100 anos.

Brenieére ef al. (1998), analizando poblaciones de T. infestans en Bolivia
encontraron un P = 0.20 y una baja distancia genética entre poblaciones locales.
Sin embargo se noté una correlacion significativa entre las distancias genéticas y
geograficas. Por otra parte, los analisis de poblaciones totales de comunidades y
subpoblacicnes (sitios de captura) sugieren unidades panmicticas mas pequefas

gue la comunidad.

Harry et al (1992), analizaron 5 poblaciones domésticas de R. prolixus de
Venezuela, encontrando un P = 0.12 y Ho = 0.025. Esta baja variabilidad puede
ser explicada por la estabilidad medioambiental en las viviendas humanas. Para
algunos autores, la variabilidad genética reflejada por la heterozigocidad esta

correlacionada con la variabilidad del medio ambiente.
1. 5. Dinamica interpoblacional

Dujardin ef al/. {1996), analizaron poblaciones de triatominos antes y
después de un rociado con insecticida. Compararon las poblaciones reinfestantes
con triatominos de localidades cercanas, Las frecuencias alelicas eran muy
similares entre las diferentes poblaciones. Sin embargo, pudieron determinar que

la reinfestacion se debia a pequefias poblacicnes sobrevivientes.




2. Otros marcadores genéticos

Los estudios sobre biosisteméatica y tendencias adaptativas en triatominos
constituyen un valioso aporte en la genética de poblaciones contribuyendo al
mejoramiento de la vigilancia epidemiolégica y el monitoreo de los programas de
control. Aparte de las. isoenzimas, para estudios bicsistematicos encontramos: la
citogenética, la morfometria, la amplificacién al azar de polimorfismos del DNA
{RAPD's). La utilizacion combinada de las técnicas tradicionales y de otras mas
recientes, es actualmente factible y constituye una herramienta mas poderosa que

la aplicacién aislada de una sola de estas técnicas.
2. 1. Citogenética

La aplicacion de técnicas de bandeo, particularmente el bandeo C, y el
analisis detallado del comportamiento cromosomico durante la meiosis han
demostrado que la citogenética es una herramienta Gtil para caracterizar y
diferenciar especies, detectar variaciones poblacionales e incluso establecer

relaciones evolutivas.

Los triatominos poseen cromosomas holocéntrices, es decir no poseen un

centromerc maorfolégicamente diferenciado.

Todas las especies de Rhodnius poseen el mismo ndmero cromosémico: 2n
= 22 (20A + XY / XX), con poca o ninguna diferenciacién longitudinal en sus
autosomas (A). Los unicos caracteres citogenéticos diferenciables de algunas
especies de Rhodnius son; e} comportamiento meidtico y el tamafio de los

cromosomas sexuales (Pérez ef al. ,1992).

Los géneros Rhodnius y Triatoma presentan cromosomas de diferente
tamano, los cromosomas del primero son mas pequerios que el sequndo {Pérez
etal, 1992).
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Cromosémicamente, las especies del complejo 7. phyflosoma ha sido poco
estudiado, existen citas contradictorias acerca del mecanismo de determinacion
sexual encontrado en T. dimidiata y T. paliidipennis. Un analisis cromosomico
realizado sobre cuatro especies del complejo 7. phyllosoma, identificaron el mismo
numero crombdsomico en 3 de ellas (2n = 20A +X1X2Y) (Schofield ef af., 1995).

En 7. infestans la aplicacion de la técnica de bandeo C permitio detectar
una extensa variacion en la cantidad y posicién de regiones heterocromaticas,
capaces de diferenciar poblaciones naturales de Uruguay con distintos habitats
(Panzera et al., 1992). Ademas [a comparacion de las frecuencias de los distintos
patrones de bandeo C permiten inferir el origen de los individuos en los procesos

de reinfestacion (Hiral ef af., 1991).
2. 2. Morfometria

Esta técnica se basa en caracteres morfolégicos diagnosticos que requieren
analisis cuantitativo. Por ejemplo, anchura y longitud del pronotum, longitud y
anchura del escutelo, caracteres relacionados a la cabeza como (anchura
transversal de la cabeza, porcién anteocular y postocular, etc.), caracteres en alas,
pigoforo del! macho, patrones de las sensilas, etc. (Gorla ef al, 1993). La
morfometria ha permitido el uso de variables metricas para estudiar modeios de

reinfestacion (Dujardin ef al., 1995).

En un estudio que se llevd a cabo en Uruguay se usaron 10 caracteres
morfométricos (cabeza y térax) de machos de T. infesfans. Diferenciaron dos
poblaciones geograficas, Seccion Nortefia de Rivera y el otro de la Se¢cion Sur de
Soriana (Casini et af., 1995).

Dujardin et al. {1995), comparé especimenes de T. infestans domésticos y

silvestres en Bolivia. El andlisis numérico mostro que las chinches silvestres y

domeésticas, no diferenciadas por isoenzimas, eran consistentemente diferentes
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por morfometria de la cabeza. La diferencia era particularmente marcada en la
longitud de la region del postocular que era mas grande en especimenes
silvestres. Pudiera implicar alguna separacion evolutiva que no ha sido
evidenciada por el estudio isoenzimatico. Sobre la base de estos esfudios
analizaron la reinfestacién de triatominos en casas tratadas con insecticidas y
confirmaron que se debia a triatominos scbrevivientes de pobiaciones domésticas

originales y no a triatominos inmigrantes de focos silvestres (Dujardin et af., 1997).

Un andlisis morfomeétrico entre T. sordida, T. guasayana y T. patagonica
mostré que las tres especies forman un grupo estrechamente relacionado. Los
resultados confirman la clasificacion temprana de 7. sordida y T. guasayana como
especies separadas, pero levantan dudas sobre el estado taxondmico de T,

patagonica ya que los genitales son muy similares a T. sordida (Goria ef al,, 1993).

Para la identificacion de Rhodnius nasutus, R. neglectus, R. prolixus y R.

robustus se compard el pigoforo de los machos (Harry ef al., 1992b).
2.3. RAPD

Los métodos biclogicos moleculares pueden proporcionar marcadores
discriminatorios para la clasificacion taxonémica y la genética de poblaciones de
los triatominos. El uso de RAPD "Randomly Amplified Polymorfic DNA" ha sido
desarroliado recientemente (Garcia et al.,, 1998). El RAPD es el polimorfismo de
fragmentos de ADN evidenciado por la reaccidon de la polimerasa en cadena

(PCR) usando cebadores de secuencias arbitrarias.

Los perfiles electroforéticos encontrados en 7. infesfans y T. sordida
permitieron la separacidn de las dos especies revelande alta variabilidad en T.
sordida. Ademas ia comparacion con ocho primers, de poblaciones geograficas de
T. infestans permitieron diferenciarlas. De un total de 45 bandas, el 69% eran

compartidas por las poblaciones (Schofield ef af., 1995).

[
(%]




Garcia et al. (1998), encuentran perfiles de RAPD especificos de las
especies . megistus, R. prolixus y T. infestans, ademas los perfiles de los
individuos de una especie a otra no son idénticos. También pudieron distinguir
especies morfolégicamente similares y estrechamente relacionadas como: R

ecuadorensis y R. pictipes; R. nasutus y R. neglectus; R. profixus Y R. robustus.

En conclusién el andlisis de RAPD es muy eficiente para la taxonomia de
tos triatomines, la diferenciacion de especies cercanas y posiblemente el analisis

de poblaciones de una misma especie.
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OBJETIVOS

Incrementar a través de estudios entomologicos y de marcadores geneticos

el conocimiento del papel vectorial de 5 principales especies de México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las especies vectoriales principales analizando tasas de
infestacién e indice de colonizacion, indice de densidad poblacional y tasa de

infeccion por Trypanosoma cruzi y/o Trypanosoma rangeli.

Desarrollar marcadores isoenzimaticos para especies pertenecientes al

complejo T. phyllosoma, y de otras especies encontradas en la zona de estudio.

Identificar posibles especies cripticas e identificar a que taxon pertenecen
las ninfas recolectadas, particularmente las del complejo T. phylfosoma que son

morfoldgicamente muy similares entre si,
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MATERIAL Y METODOS

La metodologia consta de dos partes:

a} Estudio entomolégico: las colectas de triatominos fueron hechas por los
colaboradores del proyecto y el analisis entormolagico de estas colectas esta

presentado en este trabajo.

b) Estudic iscenzimatico: las migraciones electroforéticas y el andlisis

isoenzimatico fueron realizados en el IIB.

| - Estudio entomoldgico
1. Busqueda y colecta de triatominos

Se efectuaron colectas de triatominos en 3 municipios (San Martin de
Hidalgo, Jal.; Moyahua, Zac: Compostela, Nay.) situados en el occidente
Mexicano y 2 en el estado de Oaxaca (San Bartolo de Coyotepec y San Felipe
Tejalapa). En cada municipio se muestrearon varias localidades cercanas. Estas
localidades son comunidades rurales compuestas de 370 a 600 casas con
aproximadamente 2000 habitantes por focaiidad. La captura de los triatominos fue
peridomiciliaria abarcando corrales, gallineros, tiliches, pilas de ladrilios, etc. y
domiciliaria incluyendo habitaciones. muebles, cuadros, grietas de paredes,
colchones, etc. La captura se realizé durante el dia por busqueda activa utilizando
pinzas entomolégicas. Los ejemplares colectados fueron transferidos en frascos
de plastico etiquetados con codigos separando los insectos por vivienda y lugar de

captura.




Los triatominos como T. pallidipennis capturados en el estado de Morelos y
ejemplares de 7. dimidiata capturados en San Luis Potosi y Oaxaca fueron
donados por la Dra. J. Ramsey (Instituto Nacionai de Salud Pudblica de
Cuernavaca, Morelos). Otros ejemplares de T. palflidipennis fueron capturados en
el municipio de Cuauhtémoc en el estado de Colima, por los colaboradores del

proyecto.

Entomologos que forman parte del proyecto identificaron cada especie
siguiendo las claves de Lent y Wigodzinsky (1979). Las ninfas fueron identificadas

por marcadores isoenzimaticos.

2. Indices entomolagicos

2. 1. Indice de infeccién

Se hicieron preparaciones frescas de deyecciones de cada triatomino en
solucion salina isotonica para determinar la infeccion por Trypanosoma cruzi y se
examinaron las glandulas salivales de los insectos adultos y de fas ninfas de
quinto estadio para la busqueda especifica de Trypanosoma rangeli. Todas las
cepas aisladas (51) de las heces de estos vecteres fueron caracterizadas (en otro
estudio) como pertenecientes a 7. cruzi. El indice de infeccion natural se expresa

de la manera siguiente:

No. de triatominos con flagelados X 100
[IN =

No. de triatominos examinados

Después de! control de la infeccion, cada ejemplar vivo de triatomino se

calocd en un microtubo adecuadamente rotulado y congelade a —70°C.




2. 2. Indices de infestacién, colonizacion y densidad

Por comunidades y municipios se determinaron indices de infestacion,

colonizacion y densidad poblacional.

Indice de infestacion = (No. de casas infectadas por triatominos adultos y

ninfas / No. de casas examinadas) X 100

Indice de densidad pobiacional = No. de triatominos capturados/ No. de casas

con triatominos.

Indice de colonizacion = (No. de casas con ninfas de triatominos / No. de casas

con adultos y/o ninfas) X 100.
2.3, Analisis estadisticos

La comparaci6n estadistica de las densidades de triatominos capturados en
diferentes estados fue efectuada por la prueba no paramétrica de Kruskai-Wallis
(Walpote y Myers, 1989) usando el programa  Statix. Esta prueba permite

comparar promedios de valores entre dos series,

La prueba de chi cuadrada (X3 fue utilizada para comparar la distribucion

entre varias categorias.

Il - Estudio isoenzimatico

Se escogieron 12 sistemas enzimaticos {anexo 1) anteriormente utitizados
en varios estudios de analisis isoenzimaticos de triatominos (Noireau ef al., 1999

Breniere et al, 1998; Dujardin et af., 1985).




1. Electroforesis de isoenzimas

1. 1. Preparacion de extracto de triatominos

El triatominc desceongelado se colocd dorsalmente en una caja de petri
puesta sobre hielo. Se retiraron las patas y la cabeza guardandolas en otro tubo
rotulado a —70°C para ofros estudios. Con cuidado se cortd longitudinalmente la
cuticula de la regiébn ventral del térax y se retird el muisculo con pinzas'.
Seguidamente se colocd el misculo en un microtubo de 1.5 ml limpio (procurando

tener el tubo fric antes de colocar el musculo).

Luego se adiciono al tubo nitrégeno lquido para que el misculo se
congelara. Inmediatamente se macerd el muiscuio hasta ohtener un polvo.
Posteriormente, se agregaron volirmenes variables de estabilizador de enzima
{anexc 2) segin el tamahfo de los insectos: para adultos del complejo 7.
phytiosorna y T. dimidiata 80 pl y para T. barberi y ninfas 60 ul de la solucion.
Finalmente se homogeneizd la solucion con el muscule por agitacién con un

vortex.

Luego se centrifugo la solucién durante 10 min a 12000 rpm en una
centrifuga refrigerada. Ei sobrenadante {enzimas hidrosolubles) se distribuyd en

alicuotas de 10 pl que se conservaron a —70 °C hasta su uso®.

1. 2. Preparacion de soluciones de revelado en agarosa

La visualizacion de las enzimas sobre el acetato de celulosa, después de la
electroforesis, se efectia por procesos fisico-quimicos: las proteinas enzimaticas
reaccionan con su substrato especifico y diversos compuestos quimicos dando un

precipitado coloreado en el sitio de migracion.

! Enjuager la regién torécica con PBS antes de sacar el misculo si hay sangre.
? Los sisternas G6PD y 6PGDH deben procesarse justo después de la extraccion de las enzimas




Se prepard una solucion de agarosa (tipo |l electroforesis SIGMA) a 1.5%
en agua destilada calentandola en una parrilla eléctrica hasta que estuve
completamente disuelta. Se preparo 10 ml de la solucién por sistema enzimatico.
La agarosa caliente se distribuyd en alicuotas de 10 ml en tubos tapados para
evitar su evaporacién y los tubos se mantuvieron en bafio Maria a 55°C hasta el

momento de suU uso,

En tubos de 50 ml se pesaron los productos (anexo 3} y se adicionaron los
liquidos correspondientes a cada sistema estudiado (anexe 4). Después de la
disolucion completa de los productos, los tubos se mantuvieron a 4°C {sobre
hielo)®. Luego, se anadic 10 ml de agarosa caliente en cada tubo y se vacio
rapidamente la mezcla homogeneizada en una caja petri previamente rotulada
evitando burbujas. Las cajas preparadas se conservaron a temperatura ambiente y

en la obscuridad hasta su uso (maximo 1-2 hrs).

1.3. Condicicnes electroforéticas

Basadas en lo descrito por Noireau et al (1999), las condiciones de
migracion fueron modificadas para mejorar los perfiles obtenidos con las especies

de México, Las condiciones para cada sistema se presentan en el anexo 5,

Antes de la electroforesis se embibieron las placas de acetato de celulosa
durante 10 min en las soluciones amortiguadoras preparadas de acuerdo a cada

sistema enzimatico {(anexo 5).

En cada compartimento de las camaras de electroforesis (HELENA,
Laboratories Beaumont, Texas, USA) se colocaron 50 ml de solucion

amortiguadora de migracion (anexc 5) y en estos se embebieron tiras de papel

* Los productos para las peptidasas son dificiles de disolver, se puede incubar el tubo a 55° C por espacio de |
minute v agitar




filtro usadas como puentes de corriente entre las placas de acetato y la solucion

amortiguadora,

Se enfrio previamente el sopoerte de muestras (Helena) vy se colocd en cada

pozo 10 pl de extracte de masculo de triatomino.

Después de su imbibicion, ia placa de celulosa se secd suavemente entre 2
hojas de papel filtro para quitar el exceso de solucidn amortiguadora. Se colocé la
placa sobre el soporte de sembrado (Helena)} con la capa de celulosa hacia arriba
y se efectlo el deposito de las muestras con el aplicador (Helena) de acuerdo a
cada sistema {origen de la migracion catédico o central). Se hicieron 3 depositos
sucesivos de las muestras sin mover la placa de acetato de celulosa entre fas
aplicaciones. Después, la placa se colocd en la camara de migracion con la capa
de celulosa en contacto con el papel. El sentido de ia migracién es del catodo al
anodo. El tiempo y el voltaje fueron regulados de acuerdo a cada sistema

enzimatico {(anexo 5).

Después de la migracién, se cortd la corriente y se retiraron las placas sin
tocar la celulosa. Se secéd la zona de contacto con los puentes de papel y se

depositd la piaca sobre la agarosa de reveladao del sistema correspendiente.

Se procuré no mover [a placa una vez que estaba sobre la agarosa. Se
incubaron las placas a 37°C hasta que las bandas de todas las muestras fueron
visibles. Luego, se sumergieron las placas en una solucion de acido acético al 5%
durante 5 min para fijar la reaccion. Por 0ltimo, se enjuagaron las placas con agua

corriente y se secaron a temperatura ambiente,

2. Analisis isoenzimatico

2. 1. Interpretacion alélica de los zimogramas

Los patrones de bandeo requieren que los fenotipos expresados por las

kol f

proteinas sean traducides a genodtipos en el loci que tos codifica. La interpretacion




de las bandas se realizé segln la velocidad de migracion. A la mas rapida se le
asigno el valor 1. La siguiente en orden descendente 2 y asi sucesivamente. Para
cada muestra y cada sistema enzimatico se anotaron los nimeros de las bandas

observadas.

La estructura cuaternaria de las proteinas (numero de componentes en el
polipéptido} afecta al patrén de bandeo. Las enzimas monoméricas consisten de
un unico polipéptido y los individuos homocigotos que tienen un mismo estado
alélico producen una banda dnica. En los individuos heterocigotos {diferentes
estados alélicos) se producirdn dos bandas. Las enzimas diméricas compuestas
por dos polipéptidos producen en individuos homocigotos una banda pero en
individuos heterocigotos tres bandas. En este Ultimo caso la posicion

electroforética de los dos alelos corresponde a las bandas menos y mas rapida.

Para algunos sistemas se observaron dos series de bandas bien separadas

y se considerd que corresponden a la actividad de 2 loci para ta misma enzima.
2. 2. Medidas de la variabilidad genética

La variabilidad genética observada en un muestreo se midio por diferentes

parametros:
- Tasa de polimorfismo

Es el porcentaje de loci polimérficos sobre el numero de loci estudiados,
Existen dos criterios para definir un loci pelimorfo: el alelo mas frecuente no
sohrepasa la frecuencia de 0.95 6 de 0.99. La diferencia entre los dos indices da

una estimacion de los aleles con una frecuencia < 0.05 (Bosseno y Breniere,

1998).



- Promedio de! nimero de alelos por locus:

A=Zalr ar = no. de alelos para cada locus,

r = nimero de loci estudiados.

- Heterocigocidad observada

Ho=X ho//r r = numero de loci.

ho = frecuencia de los heterocigotos en cada locus.

- Heterocigocidad esperada ;

Es la heterocigocidad esperada bajo la hipotesis del equilibrio de Hardy-
Weinberg (H-W). La ley de H-W establece que los individuos de una misma
poblacion se cruzan al azar lo que equivale a la union al azar de los gametos. Asi,
las frecuencias aiélicas a la nueva generacion son exaclamente las mismas que a

la generacion anterior,

'ﬂ[j

Ho= D

P

r = Nimero de loci
h = Indice de diversidad genética en cada loci que se expresa:

h=1-%¢?
]

q; = frecuencia de cada alelo




El conjunto de indices de variabilidad fueron calculados con el programa
GENETIX (K. Belkir, laboratorio “

Genome, Populations, Interactions”; CNRS UPR
9060, Montpellier Francia).

2. 3. Filogenia

2.3.1. Distancia genética de Nei

Ampliamente utilizada en los estudios de genética de poblaciones, es una
medida directa de las diferencias genicas entre dos poblaciones. Es una

estimacion del numero medio de codones diferentes por gen entre dos taxones.

Cuantifica las divergencias genéticas entre unidades taxonomicas, a partir
de frecuencias alelicas.

IO

m r
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mo Imi TR 2mi

m = numero de locus

Pmi = frecuencia del alelo i del locus m para la poblacién 1
Z = suma de los locus

m
Z = suma de los alelos

L
G




Las distancias genéticas entre pares de especies fueron calculadas gracias
al programa GENETIX. Dos distancias han sido propuestas por Nei (1972 y 1978)
y la segunda introduce una modificacion para biais de muestreo. La segunda fue
escogida para este estudio donde algunas poblaciones presentan nimeros

reducidos de individuos.
2.3.2. Dendrograma

A paitir de la matriz de distancia de Nei se construyd un dendograma tipo
UPGMA  (“Unweighted pair~group method”) por clasificacién jerarquica
ascendente, Este dendrograma ilustra tas relaciones evolutivas entre las

poblaciones estudiadas. La construccion se hizo con el programa Mac Dendro v Ia

transformacion en grafico por el programa Mac Graph.

2. 4. Diferenciacién intrapoblaciones e interpoblaciones

Tres indices fueron calculados (Nei, 1987):

- Elindice Fit estima [a desviacién que existe entre todos los individuos

{poblacion total) al equilibrio de Hardy Weinberg.

- Elindice Fis estima la desviacién que existe al equilibrio de Hardy Weinberg en

las subpoblaciones.

K = locus
Ho = promedic heterocigotos observados

He = promedio heterocigotos esperados




- Elindice Fst mide la diferenciacién inter poblacional.

El programa GENETIX y FSTAT proponen pruebas de permutacion al azar

para establecer la significancia de cada uno de estos indices.

Para el Fit el programa realiza permutaciones globales de los alelos. Este
procedimiento permite realizar pruebas de significancia de los valores estimados
de Fit, efectuando un cierto nimero de permutaciones sobre los datos. La idea es
de obtener la distribucion del estimado sobre la hipdtesis nula (reproduccién al
azar entre individuos). La comparacion del valor estimado con la distribucion
obtenida, dara la probabilidad de tener un valor mayor ¢ igual al valor observado

sobre la hipétesis nula.

Para el Fis se efectian tambien permutaciones de alelos adentro de cada

poblacién.

Finalmente para el indice Fst, el programa GENETIX efectua permutacionas

globales de los individuos.

2. 5 Anjlisis AFC

El analisis factorial de correspendencia, es un tipo de anaiisis que describe
la asociacion entre variables cualitativas. Permite visualizar cada individuo en un
hiperespacio que tiene tantas dimensiones come alelos observados en todo el
muestreo para todos los loci. Los tres ejes principales explican el mayor porcentaje

de la variabilidad global.

Este analisis fue realizado gracias al programa de GENETIX.




Tabla 1: Indice de infestacion

Totalde Domicilios Domicilios Indice de infestacion
Estado Localidad domicilios visitados al con naice ¢
visitados azar triatominos
Intra Penn *Total
Crucero de
Santa Maria 2 0 2 (-) (-) (-)
Ipasoltic 4 4 4 0/4 (- ) 44 (-) (=)
Jatiseo ¢, Martin 2 2 2 0r2(-) 22( <) 22(-)
Tepehuaje 23 2 22 0723 (-} 22/23 (95.6%) 22023 (95.6%)
Total 31 29 30 0/29{0%)  28/29(96.5%) 28/19 (96.5%)
Cartillo Puerto 22 ) 8 222(9.1%) 7722 (31.8%)  B/22 (36.4%)
Chacala 2 2 0 (-} {-) (-}
Nayarit Compostela g 8 0 {(-) (-) (-)
Platanitos ! 0 1 (-) (-} (-)
Puga 1 I l 1/1(+) 11 (-) 11(-)
Total 34 33 10 3/33(9.6%)  B/33(24.2%)  9/33 (27.3%)
Atexca 2 2 0 (-) (-) {-)
Palo verde 5 3 4 /50-) 5(-) 43 (-)
Zacateeas . ohua 8 8 2 0(-) B () 28
Cuxpala 25 24 2 13724 (54 296 11/24 (45 8%) 22124 (91.7%)
Total 40 39 28 14/39 (35.9%)  16/39 (41.0%)  28/39 {71.8%)
Jalapa def Valle <o 58 8 8/58 (13 8%) 0% $/58 (13.8%)
o San Bartolo de
AR Cavotepec 34 34 8 434 (118%)  5/34(147%)  8/34(23.5%)
Total 92 92 16 12/92 (13.0%) 592 (5.4%) _ 16/92 (17.4%)

[ntra: area intradomiciliar; Peri: drea pendomiciliar: { - ) = no calculado porque se visitaron pocas casas
* Indice de infestacion calculado por domicilio (intra + peni)




RESULTADOS

l. Estudio entomolégico en comunidades de cuatro estados de la

Republica Mexicana: Jalisco, Nayarit, Zacatecas y Oaxaca

1. Analisis de infestacién de las comunidades por triatominos

En cada domicilio se visitd la casa (area intradomiciliaria) y alrededor de
la propiedad que incluye patios, establos, corrales, gallineros, etc, (area
peridomiciliaria). La presencia de triatominos en las areas intradomiciliaria como
peridomiciliaria, representan factores de riesgos de la transmision de la

enfermedad de Chagas.

En la tabla 1, se resume el estado de infestacion de los lugares
investigados. En cada estado, por lo menos una comunidad fue muestreadsa
para poder establecer el indice de infestacion (buena representatividad de
domicilios visitados sobre el nomero de domiciiics en la comunidad, programa
Epinfo). En otras comunidades el muestreo es muy reducido para este propésito,
Se considera como infestado cada domicilio (&rea intradomiciliaria yfo

peridomiciliaria) con presencia de triatominos.

En las comunidades de los estados de Jalisco y Zacatecas los indices

de infestacion son particularmente mas elevados que en los otros estados

{Nayarit y Oaxaca).

De acuerdo al lugar de captura, podemos distinguir 3 situaciones

diferentes:

a) Infestacion casi exclusiva en el area peridomiciliaria gque ocurre en los

municipios del estado de Jalisco y en Carrillo Puerto (Nay.) donde




solamente 3 insectos de 150 fueron encontrados dentro de casas. La
gente de estos lugares reporta l1a penetracion ocasional de los triatominos
a las casas y picaduras en diferentes partes del cuerpo (ronchas muy
caracteristicas por estos insectos). Ademas, parte de la actividad de las
comunidades es la crianza de animales domésticos que permanecen en

la propiedad humana.

b) En las comunidades de Zacatecas y en San Bartolo de Coyotepec (Oax.).
los insectos se encontraron en intradomicilic y peridomicilio. Las
caracteristicas de! municipio de San Bartolo Coyotepec son muy
parecidas a las anteriormente mencicnadas en cuanto a la crianza de
animales domésticos. Sin embargo, en las comunidades de Zacatecas
es muy raro encontrar crianza de animales domésticos en ia propiedad
humana. También en la comunidad de Cuxpala (Zac.), la gente menciona

haber sido picada por triatominos.

c) En el pueblo de Jalapa del Valle del municipio de San Felipe Tejalapa
(Oax.), ta captura de triatominos fue solamenie en [a area
intradomiciliaria, siendo la infestacidon muy baja. Esta comunidad es muy
pobre, las casas son pequefias y hay ausencia de crianza de animales
domésticos. Cabe destacar, que en el segundo afio de colecta, ne hubo
ninguna captura de triatominos. Se observé un mejoramiento en la
construccion de las viviendas debide posiblemente a las consecuencias

del sismo de octubre de 1999.

2. Densidades vectoriales

La figura 1 presenta los numeros de triatominos capturados en cada area.
Se puede observar que en las comunidades de Jalisco y Nayarit, el nomero de
triatominos en el peridomicilio puede ser muy elevado. Sorprendentemente, en la

Unica casa visitada en la comunidad de Platanitos, se encontraron un buen

e




Fig. 1: NUmero de Triatominos por domicilio y localidad
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nimero de triatominos dentro de la casa (presencia de todo los estadios
ninfales). €n las comunidades de Zacatecas y Oaxaca un maximo de 15
triatominos se capturaron en un mismo sitio, intradomiciliar o peridomiciliary 1 a
2 triatominos fueron encontrados en un porcentaje elevado de lugares visitados.
La tabla 2 presenta los indices de densidad de triatominos por comunidades y
estades. Las cifras confirman que las densidades de triatominos en las
comunidades de Zacatecas y Oaxaca son netamente inferiores a las de Jalisco y
Nayarit (p = 0.001, Kruskal-Wallis). Por ofra parte, las densidades de triatominos
en areas domiciliarias y peridomiciliarias, en los estados de Zacatecas y Oaxaca
no fueron significativamente diferentes (p = 0.26 en los dos casos, Kruskal-

Wallis).

3. Colonizacién

Un sitio intradomiciliar o peridomiciliar se considera colonizado cuando se
capturan estadios ninfales los cuales indican la reproduccidon y desarrollo de

insectos en el lugar (Tabfa 3).

Se observa que las areas peridomiciliarias de las comunidades de Jalisco
y Nayarit, esta muy colonizada. Por otra parte, los indices de colonizacion en las
comunidades de Oaxaca son igualmente elevados. En la comunidad de Cuxpala
(Zac.), las areas domiciliarias y peridomiciliarias son colonizadas, pero con
menores indices. Ademas observamos que las proporciones de los insectos
adultos y de los estadios ninfales, en los diferentes estados son diferentes (X2 =
46.83, p < 0.001). Cabe resaltar que en la comunidad de Cuxpala, la proporcion
de adultos (53.5%) es significativamente mayor a las encontradas en las otras
comunidades, Carrillo Puerto (X% = 39, p < 10™), Tepehuaje (X2 =47, p < 10%),
Jalapa del Valle (X* = 19, p < 10"), San Bartolo de Coyotepec (X° = 4.2, p <
0.05).




Tabla 2: Indice de densidad de triatominos

Estado Localidad Indice de densidad
Intra Peri *Total
Crucero de Santa
Maria 34.5 =46 345+ 46
Ipazoltic 4.75=3.1 47531
Jaliseo g, 0 Martin 16=14 2614
Tepehuaje 13.7=19.1 137+ 19.1
Total 14.7 £ 19.7
Camillo Puerto 13207 168247 i3.4+£224
. Platanitos 15 19 17+2.8
Navarit
Puga 9 22 155+£92
Total 14.5x17.9
Palo verde 3 426 3.7+22
- ESN 4+ 14
Zacatecas Moyahua 4214 l
Cuxpala 29+29 43=40 36£34
Total 3.6+3.1
Jalapa del Valle 29+ 34 2934
Oaxac: San Bartolo de
AV ovotepec 42438 72 =63 58+56
Total 4.4+4.8

Intra: area intradomiciliar, Peri: area peridomiciliar

* No. de rriatominos /domicilios con triatominos {peri v o intra)



Tabla 3: Indice de colonizacion

Estado Localidad N (:1 ‘ VI}I(; . Indice de colonizacion
Aduttos Ninfas Intra peri *Total
Crucero de Santa
Marna 4 65 202(-) 2/2(-)
[pazoltic 4 15 3/4 (75%) 3/4 (75%)
Jalisco . Martin 24 28 22(-) 22(-)
Tepehuaje 75 226 14/22 (63.6%)  14/22 (63.6%)
Total 187 334 21/30 {70%) 21/30 (70%)
Carrillo Puerto 28 93 0/2¢(-) 6/7 (85.6%) 6/8 (75%)
atani 2 - - .
Nayarit Platanitos 8 26 1A1(-) 1{-) I/1(-)
Puga 2 29 1(-) 11 (-) 1(-)
Total 38 148 2M4(-) 8/9 (88.9%) 8/10 (80%)
Palo verde 3 12 V1 (20%) 23 (-) 314 (60%)
8 272 (- 2 -
Zacatecas Moyahua (-) 2 (-)
Cuxpala 58 33 4713 (30.7%) 6/11 (54.5%) 10122 (45.4%)
Total ol 53 &/14 (35,7%) 10/16 (62.5%) 15/28 (53.6%)
- . 3 2
Jatapa del Valle 3 20 68 (75%} 6/8 (75%})
San Bartolo de
PO T 7 2
Oaxaca (o - e 24 28 474 () 4/5 (80%) 7/8 (87.5%)
Total 27 48 10/12 (83.3%) /5 (80%) 13/16 (81.29%4)

* Indice de colonizacion por domicilio (intra + pen)
( - } = no calculado porque incluve pocas casas




Tabla 4: Especies capturadas en los diferentes municipios

Triatominos
Estado Municipio Especie capturados
No. %
T longipennis 100 934
1. picturata 1 1.0
Jali San Martin de
aliseo Hidalgo C. phvllosomu (mnfus) 304
T. barberi 6 5.6
1. barberi frinfos 4
T. longipennis 6 214
Compostela T, picturata 22 78.6
. phvtlosoma (infasy 137
Navarit .
Platanilos T prenrata 8 00
C. phdlosoma (rnfas) 26
7 e 19 2
Tepic I longipenns 100
{. pinvilosoma fninfas) 29
Moyah . HPCHALS 61 i
Zacatecas oyahua de T longipennis 00
Estrada
(. phvtlosomu trinfusi 33
San Felipe 7. barber: 3 100
Tejalapa
Oaxaca 1. barber: (ninfus) 20
San Bartolo de 7. harber: 24 100
Coyotepec
1. barberr frinfus) 28




Tabla §: Indice de infeccion por localidad

Estado

Localidad

Indice de infeccion

Indice de infeccion

Intra Peri total
Crucero de
2 ) 3979
Santa Maria 27/68 (39.7%) 27/68 (39.7 %)
Ipasoltic 4/16  (25%) 416  (25%)
Jalisco  San Martin 10/51 (19.6%) 10/51 (19.6%)
Tepehuaje 154/294 (52.4%)  154/294 (52.4%)
Total 195/429 (45.5%)  195/429 (45.5%)
Carrillo Puerto 03 (-) 70/112(62.5%)  70/115 (60.9)
. Platanitos no determinado no determinado 7/29 (24%)
Nayarit
Puga 1/8 (12.5%) 120 (5.0%) 2128 (7%)
Total 111 (9%) 71/132 (53.8%) 797172 (45.9%)
Palo verde 073 (-) 3/11(27.3%) 314 (21%)
Moyahua
Zacatecas 04 (-) 0/4 ()
Cuxpala 12/31 (38.7%) 18/43 (419%)  30/74 (40.5%)
Total  12/34 (35.3%) 21/58 (36.2%) 33/92 (35.9%)
Jalapa del Valle  2/20(10%) 3/ 21 (14.3%)
Oaxaca San Barolo de
XL covotepee 1/9 (11.1%%) 21433 (63.6%) 22/47 (52%)
Total  3/29 (10.3%) 21733 (63.6%) 25/63 (40%)

intra: area intradomiciliar; Peri. area peridomicihiar
{ - } = no calculado porque se visitaron pocas casas




Tabla 6: Indices de infeccion por especie y estadios de los

triatominos

JALISCO NAYARIT ZACATECAS 0OAXACA
T longipennis 50/100 (50%) 3/8 (37.5%) 26/47 (55%)
Macho 21/50 (42%) 2/6 (33.3%) 11/17 (64.7%)
Hembra 29/50 (58%) 112 () 15/30 (50%)
T picturata 0/t (-) 12/23 (52%)
Macho 0/1(-) 5/12(41.7%)
Hembra 7/11 (63.6%)
C. Phyllosoma
NI 0/2(-) o(-) 0/3 (-)
N2 7/16 (43.7) 13 (-) 0/7(-)
N3 34/80 (42.5%) 12/22 (54 .5%) 0/2 (-}
N4 36/84 (42.9%) 16/39 (41%) 2/14 (14.3%)
NS5 66/140 (47%) 36/76 (47.4%) 3718 (16.7%)
1. harberi 1/53(-) 12,18 (66.7%)
Macho 0/1 (-} 6/10 (60°%)
Hembra 1/2(-) 6/8 {75%)
NI 02(-)
N2 0710 (- )
N3 1/16 (6%)
N4 0/2(-) Y7 (57%)
N3 12(-) 6/7 (86%)

{(-}= no calculado por el nimero reducido de triatominos analizados



4. Distribucidon de las especies

La tabla 4 indica las especies colectadas en cada region y el nimero de
individuos colectados de cada especie identificadas por clave (Anexo 7). En
Jalisco se identificaron 3 especies siendo T. longipennis la mas abundante,
Ademés se observd que estas tres especies se encontraron en un mismo
habitat. En Nayarit, también se encontrd mas de una especie: T. longipennis y
T. picturata, pero en este caso, 7. picturata se encontrd con mayor frecuencia.
En Zacatecas se colectd solo a 7. Jongipennis y en Qaxaca a T. barberi. Varias
ninfas, colectadas en Oaxaca, fueron analizadas por isoenzimas y presentaron

perfiles que identifican a 7. barberi.

5. Indices de infeccidn

En la tabla 5, se observa que los indices de infeccioén en cada comunidad
investigada son elevados excepto en Jalapa del Valle {(10%) pero, en esta
|ocalidad, pocos adultos y quinto estadios fueron examinados (ver también tabla
6). En general, los triatominos del area peridomiciliada presentan una infeccion
alta. En la localidad de Cuxpala (Zac.), se ocbservo que los indices de infeccion

son similares entre las areas peridomiciliarias y domiciliarias.

La tabla € presenta en detaile las infecciones segun los Estados. las
especies, los estadios y sexo de los insectos. Las tres especies presentan tasas

comparables por arriba del 50%.

En cuanto al indice de infeccién por sexo, no se observéd ninguna
diferencia significativa para los estados de Oaxaca (T. barberi, X* = 0.09. p >
0.05), Jalisco (T. fongipennis, X° = 0.86, p > 0.05) y Nayarit (T. picturata, X% =
0.12, p > 0.05).

En Tepehuaje y Carrllo Puertc se observaron tasas de infecciones

elevadas desde los primeros estadios ninfales (N2-N3) y tasas de infeccion



parecidas se mantienen hasta los estados adultos en Tepehuaje. En las otras
dos comunidades, se observd un incremento regular de la tasa de infeccion

hasta los estados adultos.

Il - Estudio isoenzimatico

1. Muestreo

Se analizaron 5 especies, 3 del complejo T. phylflosoma [T. longipennis
(Jalisco, Nayarit y Zacatecas), T. picturata (Jalisco y Nayarit), y T. palliidipennis
{Morelos y Colima)], T. barberi (Jalisco y Oaxaca) y T. dimidiata (San Luis Potosi
y Oaxaca). También se analizaron ninfas de quinto estadio del complejo T.
phyllosoma capturadas en el municipio de San Martin Hidalgo (Jal.}, asi como
ninfas de 7. barberi (Jalisco y Oaxaca). La tabla 7 presenta el numero de

individuos analizados por region y por especie.

2. Genotipos ohservados e indices de polimorfismo en las diferentes
especies

La interpretacién de los zimogramas fue clasica: una banda (nica indica
individuos homozigotos y dos bandas indican individuos heterocigotos. La
interpretacion de ias bandas se realizo segln ia velocidad de migracion. La
banda mas rapida corresponde al alelo 1, la siguiente en orden descendente 2 y
asi sucesivamente (fig. 2). El anexo 6 presenta los genotipos observados para
las diferentes especies y localidades. De esta tabla derivamos las frecuencias
alélicas, las tasas de polimorfismo, las heterocigosidades observadas vy

esperadas para cada especie (parte inferior de Ia tabla 8).
2. 1. Tratoma barberi
Los insectos procesados de 7. barberi proceden de tres lugares: Jalapa

del Valle (QOax.), San Bartolo de Coyotepec (Oax.) y Tepehuaje (Jal).
Observamos 13 loci monomorfos: 6Pgd, Got, Gpi, Idh,, Idh, Lap, Me; Me,,
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Tabla 7 ;: Muestreo

No.

Especie Estados Nlestado No, total . Estadios
localidades
Oaxaca 33 2 adultos y
7. barberi 35
Jaltsco 2 1 ninfas
QOaxaca 5 1
1. dimidiata 18 ad".'llms Y
) . ninfas
San Luis Potosi 13 1
Nayarit 5] 1
T. fongipennis Zacatecas 9 39 2 adultos
Jalisco 24 4
Colima 8 1
T. pallidipennis 31 adultos
Morelos 23 5
Jalisco 1 1
T picturata 28 aduitos
Nayarit 27 2
(. Pryvllosoma Jafisco 43 43 2 ninfas




FIGURA 2a: Placas de electroforesis de triatominos
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FIGURA 2b: Placas de electroforesis de triatominos
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FIGURA 2c : Placas de electroforesis de triatominos
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FIGURA 24 : Placas de electroforesis de triatominos
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Tabla 8: Frecuencias alelicas y loci polimorficos entre 5 especies
Mexicanas de Triatominos

Locus Alclos T, barbert 1 dimidiova T Jongipennis T palhdipennis 17 moturaia
e 17 26 1 23
ol'gd 1 i 1.060 4.000 0.0 9.600
? now 0.000 0019 G400 Qo3
3 0ty 0412 0.923 1 00g 6,957
4 0 0583 {.038 0.000 1).0)
] B 13 3R 0 28
{ha i 09l 000 0000 Q000 0060
2 {1 0.000 Q158 Q067 089
3 0 1000 0.842 0933 0910t
Ik 14 ) 1] H
Gopd 1 [IRLL Y 02157 Q0K 0000 0.000
2 G0z 0643 0859 0825 0615
L] [k 0.000 0.083 (X120 0.208
4 [FILLY] 0.000 0.044 0.000 0042
5 (LN 0.000 0.029 0125 0.123
9 12 3 2 p¥;
Cior 1 [ILL] 0333 0.000 Q.000 0.000
2 00y 0667 1.000 1006 1.000
E) HRLLY 0.00¢ 0.500 0000 0.000
K t7 35 27 24
Gpr I 1 0.000 0.000 0000 0.000
2 90K 1.000 1.000 1.0060 1.000
3 7 35 27 26
kit 1 [t 0.000 0.000 9000 0.000
2 0 Do 0412 0914 160G 1.000
i 0o 0600 0.086 0000 0.000
4 (eIl 0 588 0.000 0000 0.000
il 17 35 7 25
idh2 1 Do 1.00G 1000 1000 1000
2 100 0.000 0.000 0.000 0000
FX] 17 38 k4 28
Lap I .00 0.000 0.026 0033 400
2 00 Q.000 v9n 0967 1.000
3 |t 1.000 0.000 0.000 0.000
a2 17 2% 29 28
RY2CTS i DERY 1.000 1.000 1.000 1.0
2 0 %ot 0.000 0.000 0000 8.000
4 13 3 3 F2
ALdh? T L 0000 0600 0.000 o000
2 0 £.000 1 060 L.000 1.000
2 L] 38 13 18
Afe! 1 ULy 0125 0.000 0.000 0.000
2 I 0873 0.000 a.000 0.000
3 G0 0600 0911 0963 a7
4 0 Do 0.000 0.079 0.037 02350
2 12 37 1 18
Mel I [(ALLY 1000 1.000 1.000 1.000
2 ] (ow 0.000 0.000 0.0 5000
2 13 6 21 25
Fepl I 140%) 3.462 019 0174 120
2 00 0.538 0.806 0126 0830
2 13 a8 25 26
Pep2 1 [HIELY 1.000 1.000G Looe 1000
2 JELLY 0000 0.000 0.000 0.000
8 [} iz [ 21
Pep3 1 0t nd 041 ¢.000 0000
2 [Ea L d 0,906 0972 0.857
1 LY nd .03 oo 04
4 PEY ud 0032 0.500 0000
w 13 37 pi] 26
Feml 1 100 0933 0.600 0.p3t 0.000
2 LI LY 0067 0919 0914 0 ROS
3 0.1 0.000 0081 qox; RN
R 10 k) 30 Fil
Pgm2 I 4 (W 0500 [ L4 0.0 [l ey)
2 0w 0600 0479 0452 ou7|
3 LILL 0106 092 ha14 0919
4 140 0600 0.000 0034 1,000
F (95) a8 0.50 453 829 .41
Py [ PL) 0.5 0.5% 47 0.47
A 1,25 L50 .88 L&% 1.59
Ho 0. 0.0¢ 002 0.07 002
He 0.0 ¢.18 01l 0.07 o102

P = pglimedismo; A + promedw de alelos por loct, Ho i heterocigoatdsd obsenvadsa; He = heterocipocided esperada




Pepy, Pepy, Peps Pgm,y Pgm,. De los otros 4 loci solamente 1 presents una
frecuencia del alelo mas comun < 0.95. Consecuentemente, la tasa de
polimorfismo (95%) es de solamente 0.18 Yy para 1 loci (Dia) detectamos un
segundo alelo (frecuencias debajo de 0.05), en un individuo de San Bartolo de

Coyotepec. Por otra parte no se detects ningun individuo heterocigoto.

Comparada a las otras especies T. barberi presenta la tasa de

polimorfismo mas baja {Tabla 8).

2. 2. Triatoma dimidiata

A pesar del analisis de un muestreo pequefio, observamos un mayor
polimorfismo y solamente 8 loci son monomerfos: Dia, Gpi, ldh,, Lap, Mdh;,
Mdh,, M5'2y Pep,.

Todos los demas loci son polimorfos y el alelo mas frecuente a cada locus
es < 0.95. Consecuentemente, la tasa de polimorfismo es elevada: P = 0.50.

Como en T. barberi no observamos individuos heterocigotos,
2. 3. Triatoma longipennis

Los insectos proceden de 3 estados del occidente de México y al igual
que T. dimidiata presenta una tasa elevada de polimorfismo. Siete loci son
monomérficos: Gof, Gpi, ldhs, Mdhs, Mdh,, Mez y Pep;.

Lap presenta un bajo polimorfismo {alelo mas frecuente 0.95 < x < 0.99)

corresponde a un segundo alelo detectado unicamente en un individuo de 1

poblacién de San Martin de Hidalgo.
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Bl nimero medio de alelos por locus es el mas elevado entre las especies
estudiadas y la heterocigosidad observada es de 0.017. Se observaron

heterocigotos para los siguientes loci G6pd y Dia

2. 4. Triatoma pallidipennis

Para esta especie se observan 9 enzimas monomorfas. 6pgd, Got, Gpi,
ldhy, ldhe, Mdh,, Mdhs, Mez, v Pepz. Tres loci son paco variables (alelos raros):

Lap, Mely Pep3 solamente en el estado de Morelos.

Los otros loci polimorfos Mes, Pep; Peps y Pgm, se presentan en

ejemplares de Morelos (procedentes de varios municipios).

Los loci variables que presenta Noguera son: Pgmy y Dia. La frecuencia

del alelo mas comun en los dos loci esta de 0.87.
2.5, Triatoma picturata

En el total del muestrec observamos 9 loci monomorfes (Got, Gpi, idh1,
idh2, Lap, Mdh1, Mdh2, Me2 y Pep2). En Tepehuaje (Jal) y Platanitos (Nay.)
solamente 1y 2 ejemplares respectivamente fueron analizados; excepto para el
locus Pgm, los alelos identificados corresponden a los mas frecuentes de la
poblacion de Carrillo Puerto. La tasa global de heterocigotos es comparable a

las de T. longipennis y T. pallidipennis.

3. Analisis de agrupamientos inter especies

3. 1. Loci diagnosticos entre especies

Ningin loci es monomorfo para las 5 especies a la vez y varios loci son

diagnosticos entre las especies T. barberi, T. dimidiata y las del complejo T.



phyflosoma. La tabla 9 resume la lista de los loci diagndsticos entre las especies.
Solamente dos locis (Lap y Me;) distinguen T. dimidiata de fas especies del
complejo T. phyllosoma y ningan loci es diagnéstico entre las 3 especies del
complejo. La especie T. barberi presenta varios loci diagnésticos con las demas
especies: 8 con T. dimidiata, 11 con T. longipennis, 9 con T. pallidipennis y 11
con T. picturata. Del total de los loci analizados para las 5 especies se
identificaron 47 alelos diferentes. dentro de las especies del complejo T.
phyllosoma hay alelos presentes en unas y ausentes en otras. La tabla 10
presenta los nimeros y porcentajes de alelos diagnésticos entre las especies del

complejo T. phyflosoma.

3. 2. Analisis filogenético

A partir de las diferentes frecuencias observadas se calculd las distancias
de Nei (1978) entre pares de especies. La tabla 11 presenta las distancias
obtenidas. Se procesé a permutaciones aleatorias de individuos entre cada par
de especies lo que permite probar la hipotesis nula es decir una distancia nula
entre cada par de especies comparadas {Programa GENETIX). Las distancias
son significativamente diferentes de 0 entre T. barberi y las demas especies y
entre T, dimidiata y las especies del complejo. Las distancias entre las especies
del compleje T. phyllosoma son < 0.005, distancias netamente inferiores a las
registradas entre estas especies y T. dimidiata. T. barberi presenta distancias

mucho mas elevadas ( 2 1.368) con respecto a las demas especies.

La relaciones filogenéticas entre [as especies esta ilustrada en el
dendrograma construido a partir de la matriz de distancias (Figura 3). Las
especies del complejo son estrechamente relacionadas entre ellas, 7. dimidiata
es mas relacionadas a ellas que a 7. barberi y finaimente T. barberi es

genéticamente muy alejada de todas.



Tabla 9: Loci diagnésticos entre 5 principales especies de

México

T_barberi

T. dimidiata

T. longipennis

T. pallidipennis

6Pgd, Got, Gpi,
Idh,, ldh,, Mes,,
Pgmz, Pep?:
(50%)

T. dimidiata

6Pgd, Got, Gpi,
Idh,, Idh,, Lap,
T. longipennis Me ;. Me ;, Pgm .,
Pgm2, Pep,,
(65%)

Lap, Me; (12%)

6Pgd, Got, Gpi,
Idh ;, Idh 5, Lap.

i . ¢ .
T. pallidipennis Me, Me, Pep,. Lap, Me, (12%) Niguno
{53 %)
6Pgd, ldh, idhs.
. Gof, Gpi Lap, Me,, )
T. picturata PLtap. M8t ap Me, (12%) Niguno

Me ,, Pgm ;, Pgm,,

Pep 2. ‘53"/9,

Ninguno

(%} = No de loci diagndstico / No. total de loci estudiado para las 2 especies




Tabla 10: Porcentajes de alelos diagnésticos entre especies

T_longipennis T, pallidipennis

T. pallidipennis 6/47 (13%)

T. picturata 5/47 (11%) 5147 {11%)




Tabla 11: Distancias genéticas de Nei entre especies

T. barberi T. dimidiata  T. longipennis _ T. pallidipennis

T. dimidiata 1.366
T. fongipennis 2.336 0.362
T. paliidipennis 2.303 0.362 < 10™

T. picturata 2.34 0.36 0.005 0.005




FIGURA 3: Dendograma UPGMA construido a partir de la matriz
de distancias de Nei (1978)
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3. 3. Analisis AFC (Analisis factorial de correspondencias)

En el analisis AFC, se confirma la diferenciacion de T. barberi de entre las
demas especies y la posicidn intermediaria de T. dimidiata. Los individuos de las
especies del complejo estan claramente aglomerados. En la figura 4 los 3 ejes
principales (efe 1, 2 y 3) explican el 47.2% de la variabilidad global del muestreo,
que incluye las 5 especies, De un total de 47 alelos identificados en las 5
especies reunidas, 16 presentan alta variabilidad con respecto a la varibilidad

total observada sobre el gje 1.

4. Variabilidad intra especies

4. 1. Valores dei Fis intra especies

Este indice permite evaluar si existe en una poblacion una desviacion
significativa de |a ley de Hardy-Weinberg (H-W). La tabla 12 presenta los valores
del Fis obtenidos para cada locus y especie. El valor de los fis sobre el total de
los locus es el promedio de los valores a cada locus. Para varios loci el valor del
Fis es 1y corresponde a la ausencia de heterocigotos observados en estos loci
(ver formula del Fis en Material y Método). Valores del Fis < 1 corresponde a un
déficit de heterocigotos y valores negativos a un exceso de heterocigotos. Los
valores obtenidos sobre el total de los loct muestran un déficit de heterocigotos
para cada especie a favor de un desequilibrio de H-W. La significancia de estos
déficits fue analizada por un test al azar de permutaciones {10000) de los alelos
a dentro de cada especie (ver Material y Métodos) y resultaren todos altamente

significativos (p = 10°).

Los muestreos de cada especie, compuestos de insectos capturados en
diferentes lugares geograficos, pueden determinar los desequilibrios de H-W
observados (generalmente se observan diferencias de frecuencias aiélicas entre
poblaciones geograficas de una misma especie). A continuacion se analizaran

las poblaciones locales dentro de cada especie.
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Figura 4: Analisis AFC de las § especies estudiadas
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Tabla 12: valores de fis calculados para cada locus y especie

Locus T. barben T. dimidiata T. longipennis  T. paliidipennis T picturata
Bpgd mono 1.00 1.00 mono 1.00
Dia 1.00 mono 0.02 -0.05 -0.08
Gépd 1.00 1.00 0.90 0.84 1.00
Got mono 1.00 mono meno mono
Gp mono mono mono mono mono
fdh mono 1.00 1.00 monoc mono
Idh2 monc mong mono mong mong
Lap mong mono 1.00 1.00 mono
Mdh1 1.00 mono mono monog mong
Mdhe 1.00 mano mono mono mano
Me1 monoc 100 1.00 100 1.00
Me2 mono mono Mono mono mono
Pep1 mono 1.00 1.00 1.00 1.00

Pep2 monc mono meno mona mono
Pep3 mona nd 100 <10” 0.62

Pgm1 monog 1.00 .00 1.00 i.00

Pgm?2 mono 1.00 1.00 0.58 1.00

Total 1.000 1.000 0.845 0.754 0.873
P 107 10" 10° 107 10

Mono = monamariico



4. 2. Triatoma barberi

De ias poblaciones geograficas analizadas solamente la poblacién de San
Bartolo de Coyotepec presenta un nimero de individuos suficiente para-el
analisis de genética de poblaciones (alrededor de 20). La tabla 13 muestra la
presencia de un alelo raro (en Dig) y solamente los dos loci de la Mdh son
polimorfos para el criteric de P(0.95). Para estos loci ningin heterocigoto fue

identificado y el desequilibric de H-W es significativo.
4.3 Triatoma dimidiata

Et muestreo actual no permite comparar frecuencias alélicas de
subpoblaciones por falta de individuos. Sclamente el analisis AFC en tres
dimensiones permite evidenciar une alta variabilidad entre los individuos (Figura

5) y no indica agrupamienio geografico (estados).
4. 4. Tratoma longipennis

En el muestreo de 7. longipennis se puedieron comparar 4
subpoblaciones: Carrillc Puerto (Nay.) (6 individuos), Cuxpala (Zac} (7
individuos), San Martin de Hidalgo (Jal.) (14 individuos) y Tepehuaje (Jal.} {7
individuos), La tabla 14 presenta los resuitados. Solamente en San Martin de
Hidalgo se encontrd un alelo raro para un locus (Ver anexo 6). Cada poblacion
presenta un déficit significativo de heterocigotos {Fis) y el indice Fst indica una
estructuracién geografica significativa entre estas poblaciones. El test de
significancia utilizado para el Fst es un test de permutaciones que no asume un
equilibrio de H-W en cada poblacién. Esto permite establecer mejor que existe

una estructuracion geografica.
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Tabla 13: Indices de variabilidad en la localidad de San Bartolo
de Coyotepc infestada por T. barberi

Frecuencias

Locus N Alelos ) Ho He Fis
alelicas
Dia 21 1 0.952 0.000 0.093 1.00
2 0.048
Mdht 19 L 0.158 0.000 0.273 1.00
2 0.842
Mdr2 20 1 0.900 0.000 0.185 1.00
2 0.100
Total 0.000 0.033 1.00

Todos los loci

A 1.17
P {095 0.12
FP{899) 018
P 107

P = polimorfismo; A = promedio de atefos por locus; p = significancia del indice Fis calculado para el muestreo total
Ho = Heterocigocidad observada

He = Heterocigocidad esperada



Figura 5: Analisis AFC de las poblaciones
de T. dimidiata de Qaxaca y San Luis Potosi
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Tabla 14: Indices de variabilidad de 4 poblaciones geograficas
de 7. longipennis para el total de los loci

Carrillo Puerto Cuxpala San Martin de Hidafgo  Tepehuaje

P (0.95) 0.29 0.353 0.35 0.18
P{099) 029 0.29 0.29 0.29
A 1.29 1.41 1.41 1.23
Ho 0.010 0.010 0.021 0.017
He 0.918 0.150 0.079 0.063
Fis 0.902 0.942 0.743 0.751
p < 10" <10* < 10" 0.16

Total de las poblaciones

Fit 0.697 p =0.001

Fis 0.689 p = 0.001

Fst 0.025 p =0.003




También se analizaron poblaciones de ninfas de las localidades de
Crucero de Santa Maria y Tepehuaje en el estado de Jalisco. Ninguna de estas
ninfas presentaron perfiles especificos de T. barberi. Por otra parie en esta area
la especie del complejo T. phwlfosoma colectada es casi exclusivamente T.
longipenris {sclamente un T. picturata de 101 insectos del complejo fue
colectado). Asi, agrupando los insectos adultos y las ninfas definimos 3
subpoblaciones geograficas de T. longipennis: Crucerc de Santa Maria (33
individuos), San Martin de Hidalgo (14 individuos) y Tepehuaje (18 individuos).
Estas poblaciones tienen una distancia maxima entre ellas de 10 km. La tabla 15
proporciona los indices de variabilidad de las poblaciones. En dos poblaciones
se observaron alelos raros pero las tasas de heterocigocidas son similares entre
ellas. El analisis de [a diferenciacion inter poblacional por los indices Fis, Fit y Fst
muestra un desequilibrio total significative (Fit) explicado exclusivamente por
desequilibrios dentro de las poblaciones (Fis) y no por diferenciacion inter

poblacional.

4. 5. Trnatoma pallidipennis

El analisis de comparacion de frecuencias alélicas de subpoblaciones no
fue posible debido a Ia falta de un muestreo significative. Sin embargo en el
analisis AFC no se muestra diferenciacidon gecgrafica entre las poblaciones de

los estados de Colima y Morelos (fig. 6).
4. 6. Triatoma picturata

La mayoria de los individuos de esta especie fue colectada en la
comunidad de Carrillo Puerto en medios silvestre y peridomiciliar. La tabla 186
muestra que el polimorfismo de los insectos capturados en el peridomicilio es
superior, posiblemente porque el ndmero de insectos silvesires procesados es

pequefio (8). También en cada poblacion se nota un déficit de heterocigotos. Por
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Tabla 15: Indices de variabilidad de 3 poblaciones geograficas
cercanas de T. longipennis para el total de los loci

Crucero de  San Martin de

Santa Maria Hidalgo Tepehuaje
P (0.95) 0.65 0.35 0.35
P (0.99) 0.71 0.35 0.35
A 212 1.41 1.47
Ho 0.049 0.021 0.047
Hexp 0.174 0.07% 0.107
Fis 0.721 0.743 0.567
p <10~ <10™ <10

Total de fas poblaciones

Fis 0.690 p=<10"

Fit 0.702 p=<10"

Fst 0.038 p = 0.042
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Tabla 16: Indices de variabilidad de 2 poblaciones de
T. picturata

Silvestre Doméstico
P(095) 0.235 0.471
P (0.99) 0.235 0,471
A 1.235 1.588
Ho 0.01 0.021
He 0.077 0.139
Fis 0.884 0.850
p <10* <10

Total de las poblaciones

Fis 0.028 p = 0.001

Fit 0.863 _p=0.00i

Fst 0.003 p =035




DISCUSION

| - Perfiles entomologicos de las areas estudiadas

'El estudio entomoldgico de ias areas seleccionadas, a pesar de ser limitado
a algunas comunidades del occidente de México y 2 comunidades del estado de
QOaxaca, permite destacar perfiles entomoldgicos que pueden ser representativos
de situaciones epidemiolégicas en la Repiblica Mexicana. De hecho, las especies

encontradas en estas areas presentan una amplia distribucién geografica.

El primer perfil consiste en la invasién por triatominos exclusivamente de las
areas peridomiciliarias con penetracion ocasional al interior de las casas lo que
permite un contacto hombre-vector. Esta situacion epidemiolégica se encontré en
Jalisco asociada a densidades y colonizacién altas por la especie T. longipennis.

Se observé una situacion analoga en Carrilio Puerto (Nay.) con indices menores

de infestacion por T. picturata.

El segundo perfil se caracteriza por la colonizacién de fas Aareas
domiciliarias y peridomiciliarias por triatominos. Dicho perfil lo encontramos en
Zacatecas y Qaxaca por dos especies (7. longipennis y T. barberi} pertenecientes

a dos complejos. Este perfil representa un riesgo mayor de transmision al hombre.
Para evaluar los riegos de transmision de la infeccién por 7. cruzi al

hombre, los factores de infestacion, de densidades de vectores y las tasas de

infeccion de los triatominos juegan un papel importante,
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1. Altas tasas de Infecciones de los vectores

En todas las areas esiudiadas las tasas de infeccion son muy altas y
comparables entre las especies. Igualmente, otros trabajos en México registran
tasas similares en las mismas especies (Magallén ef al., 1998) y otras especies
como T. pallidipennis (Cones et al., 1996), 7. dimidiata (Zeledon y Rabinovich,
1981) y T. phyflosoma (Gomez et al., 1983). Ademds estas tasas son comparables
a las citadas en T. infestans, vector principal y muy eficiente en los paises del

Cono Sur (Valencia, 1990}).

2. Variaciones de los indices de infestacién y densidades de vectores

Estos indices son variables segGn las areas de colecta, no estan
necesariamente correlacionados entre ellos y no parecen depender de las
especies. En general las densidades de los vectores son bajas dentro de las
casas, situacion diferente a la de la infestacién intradomiciliaria por 7. /nfestans
{(Vailencia, 1990). El habitat es un factor importante para el desarrollo de colonias
abundantes dentro de las casas. En efecto, en las zonas de alta endemicidad por
T. infestans las casas son mas propicias a la colonizacion debido al material
tradicional de construccion:. paredes de adobe, ausencia de rebocado y techos de
pajas. En general, en las zonas estudiadas guedan pocas casas de adobe, las
paredes no presentan muchas grietas y los techos generalmente son de cemento.
En consecuencia estas caracteristicas propician un mejor saneamiento de las
habitaciones impidiendc posiblemente la colonizacidn frecuente de triatominos.

Por otra parte, los habitantes tienen la costumbre de usar insecticidas dentro de la

habitacion para combatir principalmente a los alacranes.

3. Comparaciones de los indices de colonizacidn y densidades

Convencionalmente, un sitio de captura se considera colonizado si se
encuentra por lo menos una ninfa. En los estados de Jalisco, Nayarit y Oaxaca

observamops indices de colonizacidn muy elevados y comparables aunque 3
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especies se encuentran en estas zonas (7. barberi en Qaxaca y dos del complejo
T. phyllosoma en Jalisco y Nayarit). Pero en QOaxaca la densidad de triatominos
es mucho mas baja. Este resultado puede ser debido a diferencias de capacidad
reproductiva infer especie, en efecto 7. barberi tiene una tasa de oviposicion
menor a otras especies de triatominos (Zeledon y Rabinovich, 1983; Zarate,
1983}, Ademas se menciona que 7. barberi presenta una longevidad mas
reducida que otras especies (Zarate, 1983). Notamos también que la proporcion
de ninfas de 7. barberi es menor que las de T. longipennis y T. picturata en

Jalisco y Nayarit.

En Zacatecas el indice de colonizacidon es mas bajo y se encuentran pequenas
colonias de T. fongipennis. En estas pequeias colonias todos los estadios
ninfales estan presentes, pero la proporcion de adultos es mas elevada. El
conjunto de estas observaciones se puede interpretar como un proceso actual de
colonizacion de las areas intradomiciliarias y peridomiciliarias a partir de los focos
silvesires. Cabe resaltar que sin basqueda activa se encontrd a proximidad de la
comunidad un ejemplar silvestre de T. longipennis y la gente observa
frecuentemente de noche la llegada de insectos atraidos por la luz. Esta situacién
es diferente a Jalisco donde 7. longipennis esta bien establecido en el
peridomicilio. Estas diferencias podrian deberse a la existencia de especies
gemelas en Jalisco y Zacatecas con biclogia diferente. Sin embargo, los

resultados de! analisis isoenzimatico no apoyan esta hipdtesis.

4, Comparacion de las dos poblaciones de Oaxaca

En el municipio de San Bartolo de Coyotepec encontramos infestacion tanto en
el area intradomiciliar como peridomiciliar pero en esta ultima area la densidad y a
infestacién es mas alta. En este municipio las viviendas son firmes, cuentan con

paredes repelladas y con ganaderia cerca a los domicilios.




En el pueblo de Jalapa del Valle, se encontraron triatominos exclusivamente
intradomiciliados sobre paredes de adobes. En esta comunidad no hay ganaderia,
varias casas son de lodo y adobe sin repellado. En la segunda colecta (un afio
después) no se encontrd ningln triatomino, pero fa mayor parte de las casas de

adobe danadas por el terremoto fueron reconstruidas.

Por lo tanto el tipo de habitat es un factor muy importante para la colonizacion
por 1. barberi asi como, la presencia de antmales domésticos favorece su

instalacion en el peridomicilio.
Il - Estudio isoenzimatico

No existen datos de analisis genético comparativo de especies de
triatominos en Méxice. Pero, varios grupos en América Latina han desarroflado el
analisis isoenzimatico en ofras especies y complejos de especies y mostraron ia
importancia taxondmica de este tipo de andlisis. El andlisis isoenzimatico realizado
en el presente trabajo abarce 12 sistemas que corresponden al estudio de 17 loci,
Se analizaron 5 especies: T. barberi, T. dimidiata, T. longipennis, T. pallidipennis y
T. picturata vectores importantes en México debido a su extensa distribucion y

presencia en las comunidades humanas.

1. Variabilidad

El rango de polimerfismo [P (0.95)] de las 5 especies estudiadas fué de 0.18
para T. barberi a 0.53 para T. longipennis. Estas tasas son superiores a las de T,
infestans, especie poco polimorfica. Eif polimorfismo de T, barberi es comparable a
especies del genero Rhodnius (Harry et al., 1992) y a varias especies del genero
Triatoma (Dujardin ef af., 1985; Breniere et al., 1998; Garcia et al., 1995). Las
ofras 4 especies presentan un polimorfismo mas elevado que los citados

anteriormente en otros ftriatominos. La extensa distribucion geografica y la
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diversidad de los ciclos (silvestres y domésticos) pueden explicar este alto

polimorfismo.
2. Loci diagnésticos

Triatoma barberi pertenece al complejo V. profracta mientras 7. longipennis,
T. piclurata y T. pallidipennis pertenecen al complejo T. phyllosoma traduciendo
diferencias taxonémicas importantes. Lent y Wygotzinsky (1979) serfiala similitudes
morfolégicas entre T. dimidiala y las especies del complejo T. phyllosoma vy
Dujardin et af. (1999), propusieron fa infroduccion de 7. dimidiata en el complejo
T. phyllosoma. En este estudio detectamas por o menos 8 loci diagnodsticos entre
T. barberi y las otras especies. Este resultade muestra que T. barberi es una
especie genéticamente muy diferente de las demas. Al contrario la ausencia de
loci diagndsticos entre las 3 especies del complejo 7. phyllosoma muestra
similitudes genéticas muy importantes entre estas especies y justifica plenamente
su agrupamiento en un mismo complejo. Triatoma dimidiata presenta dos loci
diagnosticos con las especies del complejo T. phyfiosoma lo que apoya su mayor
relacién genética al complejo. Las ninfas del complejo T. phyflosoma y de T.
dimidiata son morfoldgicamente indistinguibles y los loct diagnosticos podrian ser
utilizado para distinguirffos si el analisis suplementario de otras poblaciones

confirma nuestro resultado.

3. Alelos diagnosticos

Dentro de las especies del complejo T. phyllosoma fue posible identificar alelos
presentes en una especie y ausente en ctra, pero las frecuencias de estos alelos

son bajas en estas especies.

4. Distancias genéticas y filogenia

las distancias genéticas se calculan enfre dos taxones para medir
diferencias evolutivas. La distancia de Nei evalia el numero medio de codones
diferentes por gen entre dos taxones y esta directamente relacionada al tiempo

evolutivo que los separan. En el presente trabajo medimos distancias entre



especies para evaluar sus parentescos. Generalmente entre poblaciones
pertenecientes a una misma especie las distancias genéticas son muy reducidas.
No existe un rango determinado de valores de distancias que pueda asegurar que
las poblacianes pertenecen a una misma especie. Entre ias especies del complejo
T. phyflosoma las distancias son muy similares y < 0.005. Son distancias similares
a las observadas entre poblaciones geograficas de T. infestans (Harry et al.,
1992). Este resultados pone en evidencia la alta similitud genética enire estas
especies. Se pueden proponer dos hipdtesis: 1) las especies se separaron
recientemente unz de las otras 0 de un ancestro comtn y diferencias morfolgicas
se fijaron rapidamente (Lent y Wygodzinsky, 1979}, 2) persiste en la naturaleza un
pequeno flujo genético que minimiza las distancias entre las especies. Cabe
destacar que ciertos autores mencionan la interfecundidad en el laboratorio de
especies del complejo T. phyllosoma (Zarate y Zarate, 1985, Lent y Wigonzinsky,
1979) lo que confirma la similitud genética entre estas especies. La distancia
genética de T. dimidiala a las demas especies del compiejo es de 0.36 v es = 3 las
observadas entre otras especies de triatominos (Costa ef al,, 1997, Garcia ef al.,
1995). Esta distancia no apoya la propuesta de inciuir esta especie en el complejo
T. phyllosoma. Las distancias de T. barberi con las especies del complejo son >
2.0, distancia de Nei muy elevada superior a la observada anteriormente entre dos
géneros Rhodnius y Triatoma (Garcia ef. af, 1995; Harry et al,, 19892). El arbol
evolutivo ilustra las relaciones genéticas entre las especies confirmando las

observaciones anteriormente hechas a partir del analisis de las distancias

genéticas.

5. Variabilidad intrapoblaciones e interpoblaciones

El analisis intrapoblacional por el calculo del indice Fis permite determinar si
existe un equilibrio de H-W a dentro de cada poblacion formada arbitrariamente

por individuos capturados en uria misma localidad.




5. 1. Tratoma barberi

Solamente una poblacién de 7. barberi pudo ser analizada (San Bartolo de
Coyotepec). El polimorfismo es mas reducido que en la poblacién total, la
diversificacion del origen geografico aumenta el polimorfismo. No se observaron
ningdn heterocigote y observamos un déficit significativo de heterocigotos. El
origen de este déficit puede ser explicado de diferentes maneras sin que podamos

presumir la validez de una de ellas:
- Presencia de especies cripticas.

- La unidad panmictica es mas reducida que una comunidad lo que implica

escasas migraciones interdomicilio.
- Emigraciones o inmigraciones de individuos al exterior de la comunidad.

- Uso de insecticida que provoca reducciones de las poblaciones en diferentes
sitios de la comunidad (cuello de botelta) provocando diferencias alélicas entre

los sitios cuando cada poblacion vuelve a desarrollarse.

5. 2. Triatoma longipennis

Varias poblacicnes de diferentes comunidades fueron analizadas. Los
indices de Fis Fit y Fst obtenidos para 4 poblaciones de 3 estados diferentes
son significativos. El desequilibrio total (Fit) se explica tanto por déficit de
heterocigotos intra poblacional (Fis > 0) como diferenciacion genética
interpoblacionai (Fst). Los déficit intra pcoblacionales pueden ser explicados por
las diferentes hipotesis previamente descritas. Ademas la diferenciacion
interpoblacional no es sorprendente siendo estas poblaciones muy alejadas una
de las otras. Al contrario, no hubo diferenciacion geografica entre 3 poblaciones

(Fst en el limite de significancia} con distancias menores de 10 km.
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5. 3. Tratoma picturata

Dos poblaciones de T. picturata fueron capturadas en la comunidad de Carrilio
Puerto (poblacién domeéstica) y en la proximidad de esta comunidad (triatominos
silvestres). El desequilibrio en Ia poblacion total (domestica + silvestre) se explica
por déficit de heterocigotos dentro de las poblaciones (Fis significativo) y no por
diferenciacién genética entre las dos poblacicnes (Fst no significativo, p = 0.37).
Este resultado favorece la hipétesis de un estrecho contacto entre los insectos de
las areas peridomiciliarias de la comunidad con los focos silvestres. E|
conocimiento de los ciclos silvestres es sumamente importante para poner
medidas adecuadas de vigilancia epidemiolégica después del control vectorial de
comunidades para evitar reinvasiones y desarrolio de grandes colonias a partir de

poblaciones silvestres,
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CONCLUSIONES

Describimos en la primera parte del estudio varias comunidades rurales donde
la invasion peridomiciliar por triatominos es muy elevada, Esto representa sin duda
un riesgo de transmision de la enfermedad de Chagas en estas poblaciones.
Ademas estuvieron involucradas varias especies de vectores que presentaron
altas tasas de infeccidn (T. barberi, T. longipennis T. picturata). En base a los
datos se propusieron medelos de transmisién que podrian corresponder a varios

contextos epidemioldgicos en México.

El analisis isoenzimatico de 5 especies principales de vectores en México
{T. barber, T. dimidiata, T. longipennis, T. pallidipennis, T. picturata), apoya la
clasificacion taxonomica actual de estas especies. Se presentd un primer arbol
evolutive y se identificaron varios loci diagndsticos de especies. Sclo las tres
especies estudiadas del complejo T. phylfosoma no se diferenciaron (distancias
genéticas de Nei < 0.005), lo que hace suponer un grupo mongfiletico (mismo
ancestro comun). Estas especies se separaron prgbablemente hace muy poco
tiempo. La especie T. dimidiata se diferencio de ellas y los resultados no favorecen

su agrupacion en el complejo como ha sido propuesto por algunos autores.

Observamos en T. longipennis una estructuracién geografica, cuando las
poblaciones estan algjadas unas de las otras. Esta diferenciacidn geografica
podria corresponder al modelo de aislamiento por distancias geograficas como se

ha propuesto para poblaciones de T. infestans.

El analisis de poblaciones de ciclo silvestre y doméstico de 7. picfurata
colectadas en el Estade de Nayarit permite proponer que existen importantes
contactos entre los dos ciclos. También se encontraron dos especies silvesires en
la misma proporcion (T. longipennis y T. picturata), pero el analisis isoenzimatico

no detecto una diferenciacidén genética entre ellas.
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Anexo 1: Nombre y codigo de los sistemas enzimaticos

ANEXOS

Nombre Enzima Cédigo
(abreviacion)

Diaforasa DiA EC.1.6.--.
Aspartato amino transferasa GoT ECz26.1.1.
Glucosa fosfato dehidrogenasa GoPD c.C.1.1.1.49,
Glucosa fosfato isomerasa GPI E.C.531.9.
Isocitrato dehidrogenasa IDH E.C.1.1.1.42.
L.eucina amino peptidasa LAP EC34.11. 0
Malato dehidrogenasa MDH ]3.3(.3.1.1.1.3 7.
Enzima malica ME =.C.1.1.1.40,
Peptidasa PEPI E.C34.11.11.
Peptidasa PEP2 EC3.4.11.13.
6-Fosfo giuconato 6I’GD E.C.1.1.1.44,
dehidrogenasa
Fosfo giuco mutasa PGM EC2.751.
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Anexo 2: Soluciones amotiguadoras

Solucién estabilizadora de enzimas

Ditriotreitel 2 mM

Acido aminocaprionico 2 mM

EDTA2 mM

Hacer alicuotas de 1 mly conservar a 0°C

HR
Helena ref. 5805 seguir las instrucciones. el pH 9.0 es
espontanec

Il Shaw

0.5 M Trizma base

0.65 acido bérico

0.016 M EDTA

Ajustar a pH 8.0 con HCI, se aclara Ia solucion llegando ai
pH.

| SHAW

Trizma base 0.135 M
Acido citrico monohidratado 0.043 M
Ajustar pH 7.0 con HCI

Il KREUTZER

Trizma base 0.1 M

Acido maléico 0.1 M
MgCi2001 M

Ajustar el pH 7.4 con HCI
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Anexo 3: Preparacion de soluciones de revelado en agarosa

Productos para pesar

Sistemas enzimahces

Lugarde
Productos almacenamiento
MDH ®E PEP1 PEP1 + SPGD  PGM DA GOT GérD  GPI IBH LAp
PEP2
Nad Congelagién 10 mg 5mg 5mz Smg
Nadp+ Cceongelacidn £mg Smg Smg 5
mg
a-ketoglutanc acid Refngeracioén 25mg
L-aspartic acid T* ambiente 30mg
Pyridoxal-5-phosphate Congelzcién Smg
Fast blue BB Congelacion XOmg
Giucose-§-phosphate Cengelaridn 10mg
Fructose-E-phosphate Congelacton 0z
CL-isocitric acid T* ambiente 10 mg
L-leucine b naphiyiamide Congelat:n 15m;
Fast black k sait T* ambsente 20 ¢
L feucyl-leucine-ieucine Congelacidn 5 mg 5mg
L-leucyl-L-alaning Refrigeracién 5mg
L-amino-$-carbazale Congeiacien 2mg 2mg
Peroxidasa Congelacidn Punla de Punta de
espitula  espatula
*3-amino-3 carbazole Refrigeracion 10 mg* 10 mg*
EDTA T* ambiente
Y odo-nitro-tetrazotium (INT) Refrigeracién
§-phospho giuconic aaid Congelacién 10 mg
Glucose 1.6-phosphate Congslacion 20 mg

*Diluir en 400 plde etanol puro v agitar en vortex por 13 minutos




Anexo 4: Preparacién de soluciones de revelado en agarosa

Productos liquidos para placas de revelacion

Sistemas enzimaticos

Liquidos MDH  ME  PEPI PEPL 6PGD PGM DIA GOT G6PD GPl IDH LAP
+

PEP2
H20 9ml ml 9mb 9ml 73ml 75ml 9ml Snl Sml 13 ml 9mi
MzCL2 6HZ20 | M 250ml 130l 130 ul 230ul 250pi 250wl 250l 250ml 230t
MnC12 0.1M B0ul 150 o
Tris-HC1 1 M, pH 8 1 m! Il Tml 23ml 25ml Iml Inl tml
Tris-HCI | M, pti 7 2.5ml sml 235ml
Tris 0.2 M, maleic acid .2 M, pH 10
6 ml
Malic acid 1M pH 7 se congela 09m! 0.6m|
dosis
Glucose-6-phosphate isomerase LRV iUl
NBT 10 mg/ml * 508l 300 pl 5000l 300 ul 500 ul 300 pl 300 ml 500 ul
PMS 10 mg/mi * 300 ul 300l 300 ul 300 pi 300ut 300ml oo W

*Conservar en refrigeracion y vbseuridad
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Anexo 5: Condiciones electroforéticas

Tampon Dilucion del Diluciéon del Voltaje Tiempo Origende No. de placas

tampon de tampdn de (v) Min. migracién por camara de

migracion Imbibicion electroforesis
DIA 1l SHAW 1 08 200 20 - 30 Catodica 1
GOT Hi SHAW 1 0.5 160 30 Central 1
GEPDH HR 1 0.5 200 30 Catddica 1
6PGD I SHAW 0.8 0.2 200 30 Catédica 1
GP! I SHAW 1 02 200 15' Catodica 1
IDH Il SHAW 1 0.3 200 ap' Catddica 1
LAP I SHAW 1 0.5 200 20 Catédica 1
MDH | SHAW 1 0.5 200 15 Central 1
ME | SHAW 1 0.2 200 20 Catédica 1
PGM i 0.5 0.2 200 25 Catédica 1

KREUTZER

PEP1 HR 1 05 200 20 Catédica 2
PEP2 HR 1 0.5 200 20 Catédica 2

Para los amortiguadores ver anexo 2
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Anexo 6: Genotipos observados en cada comunidad y especie

1. barbers T. dimuliata T langipenms T. patlidipersis T. picturaia C. Pipllosoma

G Jva Sba Tep Totwl Oax Slp Total CP CSM Ima Cux Pal SMH Tep Tott Mor Col Tetal CP Pz Tep Total CSM Tep Totl

Gpgdh
M5 25 2 32
2 1 1 1 1 1 1
i3 7 7 § 1 1 4 2 10 24 5 7 22 1% 2 v 22 2 6 8
34 4 5 ]
414 ) 4 [ 10 T 1 1 1
Dia
1M 3 20 2 25
2 1 1 1 1 1 1
in] 5 8 13 1 4 1 1 4 2 10 2 2 4 5 5 12 14
33 5 4 2 10 5 21 20 6 2% 20 2 1 2 1 &8 26
44 { 1
Gépd
17N 1 1 5
2 6 & 1 i 3 2 nu 4 28 105 B 14 14 23 10 33
24 1 1
s 1 1
hix] 17 1 18 1 2 3 1 1 5 5 1 1 F]
44 1 1 1 1 2 1 1
5/5 1 1 1 1 2 2 1 3 1 1
Got
11 4 4
b7 4 3 7 6 2 T 5 2 13 5 34 14 7 21 18 2 1 22 N 0 4
17 8
Gpi
M5 23 2 30
212 4 13 17 4 2 1 5 2 14 7 35 20 8 28 21 2 1 24 3 11 42
fofhy
W5 25 2 3z
22 7 5 2 1 3 14 7 a2 g 8 27 23 2 1 26 20 9 ¢
an 12 3 3 3
44 4 &
tdh,
11 4 13 17 5 Z 1 5 2 4 7 i 22 8 0 24 2 4 A S &)
22 5 4 2 31 3 3
Lap
11 1 1 1 1
22 & 2 16 2 13 7 37 21 8 22 25 2 | ‘2% 11 0
A} 5 1 2 28 5 12 17 2 4
Mdh
1M 3 3 4 13 17 6 i 1 6 2 11 2 29 21 8 22 25 2 1 28 30 12 42
221 1§ 2 19
Mdh;
W 1 oe 2 21 ! 4 5
w21 2 3 i 9 1 8§ i 7 2 1 2 29 20 8 28 25 2 1 @ /7 a2
My
n 2 2
22 2 19 2 22 2 12 W 1 3
kTx) 5 2 t 5 1 14 3 31 18 8 26 18 2 il 2 19 29
444 1 o 1 1 3 § 1 6 4 i




T. barbers T dimicdiata T longipenens 1. paifidipenss T. picturata C. Phptiosoma

C Jvo Sba Tep Total Onx Slp Towl CP CSM Ipa Cux Pa! SMi{ Tep Total Mor Col Total CP Pla Tep Total CSM Tep Total

Me,
" 3 10 12§ 2 1% 2 I 37 17 8 28 25 2 | w2t 10 31
12 N 2
22t 19 2 22 3 3
Pep,y
1 w2 22 4 3 T 1 4 2 7 4 4 3 3
212 7 7 5 2 1 2 12 7 28 13 6 9 19 2 i 2 2% 12 38
Papy
" 4 9 13 & 2 18 2 w4 7 38 8 7 28 25 2 28 27 it 18
22 4 19 2 25
Pep,y
" 1 1 19 3 22
22 6 2 8 3 2 13 2 1 5 23 11 6 17 14 2 1 17
3 1 1 2
3 1 1 2 2
44 1 1
Pgm,
M5 23 2 0 1 13 14 ’ 1 1
22 1 1 4 2 1 35 1 14 7 34 18 7 25 18 2 1 21 24 11 38
33 2 1 k] 1 1 5 5 3 3
Pgm;
m 4 5 9
212 2 1 3 1 1 1 §
23 7 3 190
i 1 ] 1 3
33 1 1 5 2 1 7 2 12 [ s 18 8 24 2 34 15 7 22
314 1 1
44 5 24 2 31
Col = Colima

CP = Cagillo Pucrio (Nay )
CSM = Crucers de San Marun (Jal )
Cux = Cuxpala (Zac )

Mor = Morelos (Estado)

Ipws = Ipazoltic (Jal )

Jva = Jalapa del Vaile {Oax )

Cax = (axeca (Estado)

Pla = Platanites (Nay )

$ha = San Banwlo de Coyutepee

Slp = San Luzs Potesi {Estado)
SMH = San Mantin de Hidalzo (Jal )
Tep = Tepehraye (Jal b




Triatoma dimidiata (Latreille, 1811)

longitud Ancho del pronotum  Ancho del abdomen
Macho 245~ 32.0mm 5.5-7.0mm 9.0 -120mm
Hembra 245-350mm 6.5— 9.0 mm 9.5~ 13.0 mm

Cabeza y torax giabros dorsalmente; primer segmento de las antenas pocas veces
alcanzando el nivel del apice del clipeo. Segmento del conexivo dorsal y
ventralmente con manchas de amarillo-anaranjado ocupando mas del tercio
posterior de cada segmento; clavo negro en su base, amaritto en la parte apical.
Corion amarillo anaranjado, con manchas apicales y central obscura, la uitima de
tamano variable. Fosetas esponjosas presentes sobre las tibias anteriores y
medianas solamente en el macho. Abdomen convexo, estriado transversalmente

con pilosidades cortas.

Triatoma longipennis Usinger, 1939

longitud Ancho del pronoto Ancho del abdomen
Macho 29.0 - 34.0 mm 6.5-7.0mm 12.0-13.5mm
Hembra 30.0-37.0mm 6.5-8.0mm 13.0-15.0 mm

Cabeza negra granulosa. Pronoto café obscuro o negro con toébulo posterior
totalmente negro y con setas cortas decumbentes. Segmento del conexivo dorsal
negros con manchas amarillo - anaranjada en el tercio o en la mitad posteiro, que
se extiende hasta la sutura conexival.

Corio con cerdas cortas acostadas.

Mesosterno con pelos suberectos largos.

Metasterno y vientre con pelos semejantes o con pelos cortos y acostados.
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Triatoma pallidipennis (Stal, 1872)

Longitud Ancho del pronoto Ancho del abdomen
Macho 31.0-34.0 mm 6.0-7.0mm 12.0 -13.0 mm
Hembra 32.0-350mm 6.0-75mm 13.0-16.0 mm

Cabeza negra, no granulosa y con numerosas setas negras.

Primer segmento antenal alcanzande o sobrepasando ei nivel del apice del clipeo.
Primer segmento del rostro mas largo que el tercero. cuerpo y corion de los
hemielitros con cerdas numerosas y bien perceptibles dorsalmente.

Corion de los hemiélitros en su mayor parte de color blanco-amarillento, con
estrecha faja color naranja en su base y negro en ei apice.

Patas con areas claras y obscuras nitidas.

Triatoma picturata Usinger, 1944

Longitud Anche del pronotum  Ancho del abdomen
Macho 30.5-32.0mm 8.5-7.0mm i2.0-14.0 mm
Hembra 32.0-33.0mm 7.0-75mm 12.0-15.0 mm

Cabeza obscura, rugosa en su parte dorsal y central,

Genas alcanzado o sobrepasando el nivel del apice del clipeo

Lébulo posterior del pronoto con extensas areas de color amarillo — anaranjado
Los segmentos del conexivo dorsal de color amarillo — anaranfade y con mancha
negra antero—lateral

Segmentos del conexivo dorsal negros y con manchas amarillo — anaranjadas.
Mesosterno, metasterno vy vientre del abdomen siempre con pelos suberectos

largos.
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GLOSARIO

Alépatrico. Poblaciones, especies o grupos taxonémicos que ocupan areas
geograficas.

Complejo. En taxonomia, término que se utiliza para cada grupo o reunién de
taxcnes relacionados: con frecuencia se emplea cuando la separacion
verdadera o el estado de las unidades individuales es incierto, como en

los complejos de especies.
Cuticula. Capa ne celular que recubre a un animal

Dendrograma. Diagrama de ramas en forma de un arbol que se utiliza para

representar grados de relacion o semejanza.

Heterocigoto. Que posee alelos idénticos en una posicion determinada de un par

de cromosomas.

Homocigoto. Que posee alelos idénticos en una posicion determinada de un par

de cromosomas.
Labium. Una de las partes de la boca, estructura debajo del iabio.

Ninfa. Estado juvenil de los insectos, se parece at adulto en el tipo de piezas

bucales y en la presencia de ojos compuestos.

Ocelo. Receptor luminoso simple de muchos invertebrados.

Panmictico. Perteneciente a una poblacion de  cruzamiento aleatorio.
Apareamiento aleatorio no restringido; intercambio libre de genes dentro

de una poblacion de cruzamiento.
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Politipico. Referente a un taxén Que comprende mas de dos taxones principales
subordinados © a una familia o género que comprende dos o mas
géneros o especies respectivamente.

Rostrum. Protuberancia bucal, estructura de succion Proboscis.

Simpatrico. Referente a poblaciones especies 0 taxones que aparecen en la

misma area geogréfica.

Sinantrépico. Que vive en la vecindad de las habitaciones humanas.
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