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Resumen

La enfermedad de Chagas se encuentra entre las enfermedades parasitarias
de mayor impacto social en toda América Latina. Esta enfermedad es
transmitida por vectores conocidos como triatominos o chinches. En México, se
encuentra el complejo phyllosoma en el que se encuentra incluido T.
pallidipennis, considerado como uno de los vectores mas importantes del pais.

Debido a la importancia que tiene el eliminar estos vectores del ambiente
domiciliario sin tener impacto en el ambiente silvestre se realizé este estudio
para saber si existian diferencias citogenéticas y morfométricas
correlacionadas con la infectividad entre las poblaciones con habitat
intradomiciliario, peridomiciliario y silvestre de esta especie, que posteriormente
pudieran ser aplicables a algtin programa de control de vectores.

Mediante estudios citogenéticas se estudiaron génadas provenientes de
10 triatominos macho de cada habitat y no se encontraron diferencias entre las
3 poblaciones. De la misma manera se estudiaron 30 triatominos hembra y 30
triatominos macho de cada uno de los habitat por morfometria; al hacer el
analisis estadistico univariado y multivariado de las mediciones de alas y
cabeza no se encontraron diferencias significativas entre las 3 poblaciones. Lo
mismo ocurrié al realizar la infectividad de todos los individuos de las 3
poblaciones ya que aunque se encontré una tasa de infectividad alta tampoco
se encontraron diferencias significativas entre ellas.

En las 3 poblaciones se encontré asimetria de alas de origen genético y
muy poca asimetria fluctuante que es la originada por el ambiente lo que nos
habla de que probablemente se trata de una especie de domiciliacién reciente.
Cuando se analiza el dimorfismo sexual en el tamaiio total de las 3 poblaciones
de la especie estudiada se encuentra que las hembras son mas grandes que
los machos, pero cuando se analizan solamente las alas se encuentra que el
dimorfismo sexual esta relacionado con el habitat de la especie.

Todos estos resultados nos indican que hay un flujo genético continuo
entre estas poblaciones, a pesar de que podemos medir pequefias diferencias
en cuanto a tamario total y dimorfismo sexual en las hembras silvestres.



1. INTRODUCCION
1.1 Epidemiologia

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas descrita por €l
doctor Carlos Chagas en 1908, se limita al continente americano, se distribuye
entre los paralelos 42 de latitud norte y 45 de latitud sur, y ha sido uno de los
principales problemas de salud pdblica en América Latina, siendo considerada
desde 1993 como la enfermedad parasitaria mas grave de Ameérica. Esta
enfermedad es causada por el parasito flagelado conocido como Trypanosoma
cruzi (T. cruzi). En 1997 se calcul6 que esta enfermedad afectaba entre 16y 18
millones de personas en 18 paises, que 100 millones de personas estaban en
riesgo de infectarse y que se producian 45,000 muertes anuales (1,2). En los
Ultimos afos el numero de personas infectadas ha disminuido a cerca de 12
millones como resuttado de intensas intervenciones de confrol que se han
llevado a cabo en diferentes paises de América del Sur (3).

De acuerdo con el Banco Mundial, la enfermedad de Chagas se encuentra
entre las enfermedades parasitanas de mayor impacto social negativo en
América Latina en término de afos potencia de vida perdidos, superando a la
malaria y qguedando en cuarto lugar entre las enfermedades infecto-infecciosas,
apenas superada por las infecciones respiratorias, las diarreicas y el SIDA (4).
Este peso medico social se debe basicamente al gran numero de individuos
infectados y al pofencial de morbi-mortalidad de la enfermedad de Chagas,
principalmente debida a la forma crénica cardiaca, que incide enire el 10 al
40% de los portadores de la infeccion (5). La transmision del parésito se ha ido
interrumpiendo en la mayor parte de América del Sur (6), pero la enfermedad
sigue siendo endémica en diferentes regiones de México (7).

La enfermedad de Chagas puede ser considerada como el resultado de
interacciones ecolégicas complejas entre parasitos, mamiferos (huéspedes
reservorios) y poblaciones humanas que viven en condiciones de riesgo de
contagio. Varios factores pueden favorecer la transmision del parasito a las
personas: factores biolégicos (independientes de la actividad humana y
relacionados con los parasitos y sus vectores), aspectos bioclimaticos-
ecologicos (que determinan la distribucién relativa de sus poblaciones) y
aspectos socio-ecolégicos (dependientes de la intervencién humana, como la



colonizacion de areas de bosque y la deforestacion, los cambios ambientales
ligados al desarrolio de algunas actividades economicas, las condiciones
socioecondémicas precarias y con higiene doméstica deficiente, que son
factores que favorecen la colonizacion de las casas por triatominos), o algunos
patrones sociales y culturales. La transmisién de 7. cruzi por vectores a las
personas ocurre cuando los humanos entran a formar parte del ciclo de vida del
parasito, generalmente en calidad de huéspedes accidentales (8,9,10,11), es
decir es una enfermedad parasitaria de animales silvestres (zoonosis) que es
transmitida por especies silvestres de triatominos (12). La domesticaciéon de
animales silvestres (13) y el disturbio del ambiente silvestre (14) han favorecido
la invasion e incrementado la adaptacién de algunas especies de triatominos a
los domicilios humanos, dando como resultado ciclos de transmision
domiciliarios (15).

A partir de la década de los 60 se ha progresado en fa lucha antichagasica
con la evolucién de las técnicas seroldgicas de diagnéstico, con el surgimiento
de nuevos insecticidas, con el desarrollo de estrategias de vigilancia
epidemioibégica y mas recientemente con el surgimiento de terapéutica
especifica. Asi tenemos que se han aplicado las técnicas de
inmunofluorescencia, inmunodeteccion, hemaglutinacion indirecta y ELISA para
el diagnéstico seroldgico de la enfermedad de Chagas y para el diagndstico
parasitolégico se estd aplicando PCR. A partir de 1977 surgieron los
insecticidas piretroides sintéticos con mejor accién "knock-down” y mayor poder
residual. Los medicamentos especificos contra T. cruzi (nifurtimox Yy
benznidazol) descubiertos en los afos 60 y 70 inicialmente mostraron ser
activos en la etapa aguda de la infeccidon. En la década de 1990, fueron
probadas en casos cronicos en nifios, demostrando capacidad de cura en
cerca del 60% de los casos, y también revelaron un efecto benéfico en los
casos de enfermedad indeterminada, reduciendo el potencial evolutivo de ta
enfermedad (16).

Algunos palses de Latinoamérica han emprendido acciones coordinadas de
lucha contra la endemia. Asl, en 1991 fue lanzada la Iniciativa Comun de los
Paises del Cono Sur para la eliminacion de Triatoma infestans, que es el
principal vector de la enfermedad en Brasil, Argentina, Uruguay, Paraguay,

Chile, Bolivia y el sur de Peru. La estrategia se basé en el empleo de



insecticidas de accion residual prolongada contra poblaciones domésticas de
vectores y en la estimulacién de la participacion de las comunidades afectadas
en la deteccién de nuevos focos de infestacion, complementada con el examen
serolégico de todas las donaciones a bancos de sangre. Estas acciones han
dado como resultado que en 1997 Uruguay haya sido certificado como un pais
libre de transmisién; Chile logré la certificacion en 1999; en el afio 2000, diez
de los doce estados brasilefos considerados como endémicos fueron
declarados libres de transmision de T. cruzi a personas (17); en el 2001 se
interrumpi6 la transmision en cuatro provincias de Argentina y en el 2002 en un
departamento de Paraguay. La incidencia de la infeccién en nifios y adultos
jévenes se ha reducido en un 72% en los palses involucrados en esta iniciativa
(18).

Se han llevado a cabo minuciosas evaluaciones sobre la eficiencia de las
acciones anti-chagésicas aplicadas por estos paises y se ha podido demostrar
que las fuertes inversiones realizadas (mas de 230 millones de délares en el
perfodo 1991-1997) han dado como resultado un excelente resultado para las
economias nacionales (por omitir los beneficios directos para las personas que
no se infectaron gracias a las intervenciones de control). Los costos financieros
de estas intervenciones son de hecho minimos en comparaciéon con los que
produce la existencia de casos de enfermedad nuevos (19). Segun la OMS la
enfermedad de Chagas estd entrando en una fase de extincién. Si las
autoridades mundiales de la salud hacen este pronéstico es gracias al éxito
suministrado por la lucha antivectorial. Es esencial obtener una base sélida de
conocimientos sobre los insectos vectores del mal de Chagas, que permita
reconocer y eliminar a las especies cuyo papel es determinante en la
transmisién de esta enfermedad (20).

1.2 Epidemiologia en México

En 1940 Mazzottii informé por primera vez sobre la enfermedad de Chagas
en México (21) y en 1947 se describieron los primeros casos de la enfermedad
con comprobacién seroldgica (22). En 1949 el doctor Perrin en un informe
personal report6 el primer caso de enfermedad cardiaca producida por T. cruzi

observada en México (23) y el Dr. Aceves en el Instituto Nacional de



Cardiologfa informé el primer caso mexicano con cardiopatia chagésica crénica
(24). Hasta 1961, solamente se hablian informado de 6 casos humanos
comprobados parasitolégicamente (25). Biagi y Arce Gémez (26) informaron en
1965 de un caso de miocardiopatia con comprobacién histolégica y en 1976
Rotberg (27) describié otro caso de miocardiopatia chagasica en un enfermo
del estado de Guerrero. Hasta 1980 se habian encontrado 142 casos de
enfermedad de Chagas en México, algunos con comprobacién parasitoldgica y
otros con demostracién inmunolégica, la mayoria de ellos se encontraron en
regiones localizadas en las vertientes del Oceano Pacifico, desde el estado de
Zacatecas hasta el sur del pais (25,28,29). La Secretaria de Salud reportd
entre 1989 y 1994 un total de 168 casos de enfermedad de Chagas y 58
defunciones debidas a la enfermedad (30).

La informacion sobre la prevalencia de la enfermedad de Chagas en
México es escasa y la importancia de la enfermedad en la Salud Puablica ha
permanecido en debate hasta la fecha (31,32,33).

Hay muy pocos datos epidemiolégicos disponibles sobre la enfermedad
crébnica en México. Se han descrito casos aislados en algunos estados
(34,35,36,37,38). Entre 1993 y 1998 las autoridades de salud reportaron un
total de 441 casos nuevos de cardiomiopatia chagasica crénica (39) y en 2001
Moreno-Lépez (40) en un estudio observacional encontr6 16 casos de
miocardiopatia chagasica en Tehuantepec, Oaxaca. En 2002 Monteén-Padilla
reporta que hay decenas de miles de sujetos con enfermedad cronica y que por
lo menos 5,000 de ellos tienen cardiopatia chagésica crénica (41).

En la Encuesta Nacional de Seroepidemiologia (ENSE) realizada en 1992,
se analizaron 66,678 muestras representativas de todas las entidades
federativas del pais. Aln cuando la cobertura del estudio para la investigacion
de esta enfermedad no fue la Optima, los resultados indicaron que la
enfermedad de Chagas se presenta irregularmente en todo el territorio nacional
y con una prevalencia de 1.6% para una dilucién de HAI de 1:8 (38).

Se cree que la prevalencia de infeccidbn en donadores de sangre es
comparable o mayor que la del resto de los paises latinoamericanos. En un
estudio realizado en donadores de sangre en un banco de sangre de Jalisco se
encontré que 1.28% de los donadores estaban infectados (42).



El estudio mas reciente sobre la seroprevalencia de anticuerpos anti-T.
cruzj en la Republica Mexicana fue realizado por el Instituto de Diagnéstico y
Referencia Epidemioldgica (INDRE), en colaboracién con la red de bancos
estatales de transfusién sanguinea (CNTS/SSA). Al realizar este estudio en
casi 65,000 donadores de sangre provenientes de 18 bancos de transfusion
sanguinea, se encontro que el promedio de donadores seropositivos era del
1.6% y que habla casos seropositivos en todo el pais. La mayor
seroprevalencia se encontrd en el estado de Hidalgo con 2.2%. Se encontraron
diferencias en la prevalencia por estado entre areas urbanas y rurales (39).

En estudios realizados en los estados de Jalisco y Zacatecas en donde se
describieron varios casos clinicos de la enfermedad (32,43), se obtuvo una
seroprevalencia del 10%-17%. En comunidades rurales y en area urbana del
estado de Morelos la seroprevalencia alcanza valores que van del 1 al 4% (44).
En el estado de Oaxaca, la seroprevalencia registrada es del 3.5% pero los
estudios en los que se basa esta informacion no son representativos a nivel de
poblacion (45,46). En el valle de Iguala del estado de Guerrero se hizo un
estudio en el que se encontré una seroprevalencia del 1.8% (47). A pesar de
los diversos estudios que demuestran la importancia de la seroprevalencia y
del impacto clinico de la enfermedad en la poblacion, no existen estudios
realizados en poblaciones representativas de los diferentes contextos
epidemiol6gicos del pals. Parece muy probable que un gran numero de casos
no hayan sido detectados antes, y por ello el incremento en el nimero de casos
reportados en los ultimos afios sea un reflejo de una mejor detecci6bn y
diagnéstico de la enfermedad.

Basandose en los riesgos que existen en las diferentes regiones del pais
debido a la altitud, femperatura y humedad, y en los datos que se conocen de
prevalencia por transfusion sanguinea, se estima que 91 millones de individuos
estan en riesgo de enfermar con T. cruzi en México y que surgen 69,000 casos
nuevos por ano (48).



1.3 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un flagelado que tiene la siguiente clasificacién
taxonomica (49)t:
Reino: Protista
Phyllum: Protozoa

Subphyllum: Sarcomastigophora

Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastidae
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Seccioén: Stercoraria

Subgénero: Schizotrypanum

El T. cruzi en el huésped humano tiene una longitud aproximada de 20 um,
el cuerpo del parasito esta limitado por la membrana citoplasmética que tiene
de 8-10 nm de espesor y esta formada por una bicapa lipidica en donde se
encuentra una region especializada conocida como citostoma, por debajo de la
membrana se encuentra un citoesqueleto formado principalmente por
microtubulos sub-peliculares, los cuales estan unidos entre si y a la membrana
plasmatica y a la cisterna del reticulo endoplasmatico a través de puentes
(cuya naturaleza proteica ain no se conace). El unico flagelo que el parasito
posee nace del cuerpo basal (cinetosoma) que estd situado cerca de la
envoltura mitocondrial del cinetoplasto, y surge por el bolsillo flagelar. El
aparato de Golgi esta ubicado cerca del bolsillo flagelar sin conectarse con el
cuerpo basal ni con el flagelo. Se sabe que tienen ribosomas y aparato de
Golgi. El nucleo de! parasito es de naturaleza fibrilar, se ha observado que en
células interfasicas se encuentra el nucleolo en el centro del mismo y la
cromatina se presenta en cUrﬁulos adyacentes a la membrana nuclear. Tienen
una mitocondria tnica que se encuentra ramificada y recorre todo su cuerpo, la
cual contiene una regién especializada bien definida conocida como



cinetoplasto el cual estd formado por una porcibn de DNA extranuclear
condensada denominada DNA de cinetoplasto (kDNA) y la doble membrana
mitocondrial que fo envuelve y se localiza por debajo de la base del flagelo;
este DNA explica mas del 30% del DNA total del parasito y esta formado por
una red de cerca de 20,000 a 30,000 minicirculos estrechamente asociados los
cuales codifican para pequenas guias de RNA que controlan (a especificidad
del proceso de edicion del mRNA formado en los maxicirculos, y por 30 a 40
maxicirculos en los cuales se encuentra el DNA mitrocondrial correspondiente
a todas las células eucaribticas, este DNA se utiliza por su alta repetitividad
para identificar diferentes cepas de T. cruzi mediante PCR. Cuentan también
con otros organelos conocidos como glicosomas que es donde se encuentran
las enzimas involucradas en el camino glicolitico, acidocalcisomas vy
reservosomas (50,51).

Las poblaciones naturales de T. cruzi muestran una gran diversidad
genética y fenética. Las cepas difieren en su morfologia o esiructura antigénica,
virulencia, y susceptibilidad al tratamiento especifico. Se han hecho intentos
para establecer posibles asociaciones entre las diferentes cepas y las formas
clinicas de la enfermedad, pero se han obtenido resultados controvertidos. Las
técnicas usadas para la caracterizacion de tal diversidad incluyen
caracterizacién de péptidos, esquizodemos (patron de fragmentos de DNA
obtenidos por accion de enzimas de restriccién) y zimodemas (patron de
movilidad electroforética de tas enzimas), asi como amplificacién-hibridizacion
de DNA y analisis molecular como el riboprinting, la amplificacion al azar de
fragmentos polimérficos de DNA (RAPD). Esta metodologfa ha permitido el
reconocimiento de subpoblaciones parasitarias sin que hasta el momento se
haya encontrado una comrelacién con el comportamiento det parasito (52).

T. cruzi posee un polimorfismo genético considerable (53). Diferentes
estudios llevados a cabo utilizando electroforesis enzimatica multilocus han
demostrado que las poblaciones naturales de T. cruzi tienen una estructura
clonal (54), lo que ha llevado a la subdivisién del taxon en 2 linajes principales:
T. cruzily T. cruzill (55,56). Cada linaje es genéticamente heterogéneo.

T. cruzi | es el linaje prevaleciante en los ciclos silvestres y ademas es el
que infecta al hombre en la regiéon norte de América del Sur, América Central y
América del Norte (57). Este linaje esta genéticamente muy diversificado.



Por otro lado, T. cruzi I! ha sido dividido en 5 subgrupos basandose
pricipalmente en datos provenientes del analisis de marcadores empleando la
tecnica de RAPD. En dos de estos grupos quedan ubicadas determinadas
cepas del ciclo silvestre y las demas cepas que infectan a poblaciones
humanas del Cono Sur (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile y Paraguay) (58).

En un estudio realizado en México (59), utilizando la técnica de RAPD, se
caracterizaron 56 cepas de T. cruzi aisiadas de diferentes huéspedes
mexicanos con diferentes origenes geograficos. Los resultados demostraron
que el 98% de los aislados pertenecian a T. cruzi linaje |. En un estudio llevado
a cabo por Espinoza y col (60) se describen aislados de T. cruzi, con alta y baja
virulencia probados en un modelo de raton, con diferentes genotipos
caracterizados mediante la técnica de polimorfismo de espaciadores de genes
de rRNA. Todos estos aisiados ahora pueden ser clasificados como 7. cruzi |,
por lo tanto la homogeneidad por RAPD no correlaciona con la heterogeneidad
de la virulencia. La relacién entre genotipos y caracteristicas biologicas tales
como infectividad y virulencia esta aan en debate y no se entiende claramente
(61,62,63). Se requiere realizar mas estudios sobre los mecanismos de
patogenicidad para entender mejor las implicaciones biolégicas de la
variabilidad entre cepas mexicanas (59).

1.4 Ciclo evolutivo del parasito en los vectores

El ciclo de vida de T. cruzi transcurre entre dos huéspedes: uno vertebrado
(mamiferos silvestres, mamiferos domésticos y el hombre) y uno invertebrado
(tnatominos que son insectos hemat6fagos de la familia Reduviidae).

T. cruzi se desarrolla a través de un ciclo de vida complejo y presenta estadios
morfolégicamente diferentes que poseen caracteristicas propias que refiejan su
adaptacion a los distintos habitats por los que debe pasar durante su ciclo
ontogénico. El epimastigote (20-40 X 2 um) es extracelular, tiene forma
elongada en la que el flagelo se origina préximo y por adelante del nicleo. Este
estadio se presenta en el intestino medio del vector y constituye una de las
formas proliferativas del 7. cruzi. Este estadio puede ser cultivado con facilidad
en el laboratorio. Et estadio de amastigote (2-4 um) es redondo u ovalado y

carece de flagelo libre y es el unico estadio intracelular, se reproduce en



células de diferentes tejidos (muscular, nervioso, macréfagos) del organismo
infectado y es el causante indirectamente de la patologia de la enfermedad de
Chagas. El esferomastigote (2-4 um) tiene un flagelo extracelular que bordea el
cuerpo del parasito y es un estadio replicativo presente en el estomago del
insecto vector. El estadio de tripomastigote (20-25 X 2 um) tiene forma
elongada con el cinetoplasto situado en la parte posterior del nucleo y se
observa con una membrana ondulante formada por el flagelo, es extracelular y
no replicativo. Este estadio estd presente en la circulacién en el mamifero
(tnipomastigote circutante) y en la ampolla rectal en el vector (tripomastigote
metaciclico) (20).

Los insectos infectados, durante y después de alimentarse con la sangre
del mamifero, excretan las formas infectantes del parasito (fripomastigotes
metaciclicos) con sus deyecciones. Estas penetran por la mucosa o por
escoriaciones de la piel, a veces aprovechando el mismo orificio provocado por
la picadura del insecto. La picadura no es dolorosa pero es irritante, por lo que
el huésped al rascarse favorece la penetracion del parasito. (20).

El contacto inicial entre el tripomastigote (metaciclico o circutante) y la
célula hospedera se lleva a cabo por mecanismos de reconocimiento
especificos. Las evidencias, en general indirectas, sugieren que el parasito
presenta receptores que facilitan su interiorizacién a la célula (64), de esta
manera puede penetrar en cualquier célula nucleada aunque tiene preferencia
por los fagocitos y las células musculares. En general los tripomastigotes
metaciclicos transmitidos por el insecto se interiorizan en las células fagociticas
locales, lo que da origen a una reaccién inflamatona conocida como “"chagoma
de inoculacién”. Una vez ubicado intracelularmente, el parésito se diferencia en
amastigote y se duplica constituyendo los denominados "nidos de
amastigotes”. Después de cierto nimero de divisiones, que en experimentos in
vitro se ha determinado son entre 7 y 9, se rompe la célula y los amastigotes se
diferencian a tripomastigotes circulantes que son liberados a la circulacion. Los
mecanismos por los que se desencadena este proceso, asi como su
diferenciacién nuevamente a tripomastigote y liberacién por ruptura celular, aun
se desconocen. El parasito circulante invade nuevas células, vuelve a
multiplicarse en ellas y a diferenciarse a tripomastigote, repitiéndose el ciclo;
esto da como resultado una parasitemia persistente. Ei nimero de parasitos
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El ciclo de vida (Fig 1) de T. cruzi continia cuando un triatomino busca
alimento en un mamifero parasitado. Segun Brack (66), los parasitos
circulantes ingeridos se diferencian a esferomastigotes que se multiplican en el
estdbmago y son los responsables de la persistencia de la infeccion durante
toda la vida del insecto; una parte de los esferomastigotes se diferencian a
epimastigotes, que también se multiplican mientras pasan por el tubo digestivo
hacia la ampolla rectal y alli una parte se diferencian a tripomastigotes
metaciclicos. La diferenciacion a tripomastigotes metaciclicos prepara al
parasito para que sobreviva en el medio hostil que encuentra en el suero de los
mamiferos. Cuando este insecto vuelve a alimentarse eliminara con las heces

al parasito el cual al ingresar en otro mamifero reiniciara el ciclo natural.

Fig 1 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

De acuerdo con lo dicho anteriormente, T. cruzi es liberado por el insecto
s6lo con sus deyecciones, por lo que a esta parasitosis se le denomina de
estacion posterior. Desde el punto de vista epidemiolégico es importante
destacar la existencia de otro flagelado que coexiste con T. cruzi en muchas
areas: Trypanosoma rangeli. Este parasito no es patdégeno para el hombre ni
para animales silvestres o domésticos, pero si para los triatominos. Como es
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factible encontrar insectos infectados con cualquiera de las dos especies es
indispensable poder diferenciarlas (67).

Trypanosoma rangeli pertenece al género: Trypanosoma, sector
Stercoraria, subgénero Herpetosoma. Esta incluido en este subgénero porque
tiene una morfologia similar a los demas miembros que pertenecen al mismo.
Ademas, no obstante que los tripomastigotes metaciclicos eventualmente se
asocian con las glandulas salivales del vector invertebrado, su desarrollo
prosigue en la estacién posterior. 7. rangeli fue descrito por primera vez en el
huésped invertebrado y no en el huésped vertebrado. Se ha reportado que
parasita a humanos, perros y monos, pero no es patdbgenoc en estos
huéspedes. No obstante se ha visto que es altamente patégeno en el huésped
invertebrado Rhodnius prolixus. (68)

La caracteristica distintiva mas importante del 7. rangeli es su habilidad
para invadir la hemolinfa y las glandulas salivales de los triatominos y transmitir
la infeccion por inoculacion al huésped vertebrado (estacién anterior). En los
mamiferos, la infeccién por 7. rangeli se caracteriza por tener una gran
variedad de huéspedes, falta de patogenicidad, es de corta duracion, hay
desconocimiento de la existencia de una fase reproductiva del parasito e

incapacidad para proteger al insecto contra la infeccién por 7. cruzi (67)

1.5 Infeccién y Enfermedad de Chagas.

Es importante diferenciar entre infecciébn y enfermedad. Estudios
efectuados en Sudamérica indican que del 30% al 40% de los pacientes
infectados desarrollan una enfermedad chagésica crénica (cardiomiopatia o
megasindromes). En 1998 el Ministerio de Salud y Accion Social de Argentina
consideré a la "fase indeterminada y a la fase aguda de la enfermedad como
equivalente a la de infeccién chagasica”. Mientras que la fase crénica fue
considerada como enfermedad chagasica crénica con manifestaciones
organicas (69).

Hay tres etapas principales de la enfermedad de Chagas en los humanos
(70). La etapa aguda que aparece poco después de la infeccion y se
caracteriza porque el paciente tiene una alta parasitemia y una respuesta

inflamatoria general (fiebre, dolor de cabeza, edema periférico, signo de
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Romafia) de intensidad variable. La mayor parte de los pacientes no recuerdan
la fase aguda de la enfermedad ya que pasa como una enfermedad febril
comtn. La fase aguda generalmente ocurre durante los primeros anos de vida
en las zonas endémicas, y provoca una mortalidad cercana al 15% por
miocarditis 0 meningoencefalitis. No hay resistencia natural en el ser humano,
pero en 3 § 4 semanas después de que se inicidé se encuentran anticuerpos en
el suero que protegen de la infeccién, aunque aparentemente no modifican el
curso de fa enfermedad en el individuo ya infectado. En esta etapa también
existe hipersensibilidad tardia (71).

Al terminar la fase aguda, el enfermo queda asintomatico y ef nimero de
parasitos circulante puede ser insignificante. A partir de este momento la
infeccidn entra en el periodo indeterminado. Después de 5 a 40 afios, durante
los cuales el sistema inmune parece ser capaz de reducir los tripomastigotes a
niveles por debajo de los detectables con el microscopio, en la mayoria de los
casos no vuelve a causar problemas. Sin embargo, por razones atn
desconocidas, en un 30 a 40% de fos pacientes infectados se desarrolla dafio
tisular en el corazén, eséfago o colon (71). Durante la fase crénica de la
enfermedad ocurre la destruccion fenta de las células infectadas por la forma
de amastigote del pardsito (72). Las células blanco primarias son las del
corazon y en menor grado las del esofago, intestino y tejido nervioso, y los
signos clinicos de miocarditis generalmente aparecen en pacientes con edad
entre 30-50 afios. La cardiopatia chagasica se manifiesta por una
miocardiopatia dilatada, dafo al tejido nervioso e incluye tipicamente un
bloqueo auriculo-ventricular completo. Con relativa frecuencia se presenta una
trombosis intracavitaria y aneurisma ventricular. El diagnéstico de esta fase
depende de los datos epidemiolégicos que se tengan sobre exposicién del
paciente al parasito, de los datos clinicos compatibles con la enfermedad de
Chagas y de la comprobacién de la infeccién, ya sea por xenodiagnéstico (de
baja sensibilidad pero especifico), o por serologia, que muestra los anticuerpos
especificos anti-T.cruzi en una alta proporcién de los casos (71). Una reaccién
autoinmune se ha asociado también con el desarrollo de la enfermedad,
aunque la importancia de este hecho en el desarrollo de la enfermedad aun se

debate (73,74). Esto se debe a la reaccién cruzada con antigenos compartidos
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entre el tejido del corazén y T. cruzi (75,76,77). La fase cronica de la
enfermedad incapacita al paciente y finalmente lo (leva a failas cardiacas.

Los principales medicamentos usados para el tratamiento terapéutico son
nitrofuranos y nitroimidazoles. Su eficacia esta limitada principalmente a la fase
aguda de la infeccién en la que se ha encontrado hasta un 70% de eficacia
para volver negativas las pruebas serolégicas. Debido a que son altamente
mutagénicos y causan importantes efectos colaterales se estan desarrollando
actualmente medicamentos nuevos y algunos parecen ser prometedores. Las
vacunas contra la fase cronica todavia estan muy lejos de poderse desarrollar,
aun cuando se ha hecho una gran cantidad de investigacién que ha permitido
un mejor entendimiento del mecanismo inmune de la infeccion y que han

probado que el desarrollo de una vacuna es posible (78,79).

1.6 Modos de Transmisidon

La via més importante de infeccidon chagasica es la entomolégica (80). La
transmision natural de la infeccion al hombre ocurre cuando las personas
entran en contacto con las heces de triatominos contaminados y se introduce T.
cruzi a través de lesiones, las mucosas o por la conjuntiva. Los factores
involucrados en la eficiencia vectorial de las diferentes especies de triatominos
incluyen su capacidad para invadir y colonizar los domicilios, asi como sus
habitos de alimentaciéon (frecuencia de picaduras a humanos y antropofilia),
lapso de tiempo entre inicio de la picadura y defecacién, resistencia al ayuno,
cantidad de sangre ingerida en cada toma, infectividad y metaciclogénesis
(cantidad absoluta y relativa de tripomastigotes metaciclicos en las heces del
insecto), longevidad de los insectos, distribucién relativa de las poblaciones de
vectores, parasitos y reservorios mamiferos (mas la susceptibilidad de estos
huéspedes al parasito y los niveles y duracién de la parasitemia), etc. (19). Los
factores de crecimiento y migracién de las poblaciones humanas han ido
consolidando ésta via y generando las otras vias representadas por la
transmision a través de transfusién de sangre que es la segunda causa de
infeccién y que representa eﬁtre el 12 al 20% de la poblacién infectada (81).
Esta via es de gran importancia en 4reas urbanas en donde los vectores

triatominos estan ausentes, por fo que el control serolégico de las donaciones a
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bancos de sangre es un complemento necesario en cualquier programa de
control de vectores (82,83). Otra via probable de infeccién es Ia
transplacentaria. La infeccién del producto puede producirse durante la vida
intrauterina o en el momento del parto. En general esta modalidad de infeccién
afecta a menos del 3% de los hijos de madres chagasicas. El desarrolio de
tecnologia médica nueva, como por ejemplo, los trasplantes de érganos, donde
la colonizacion del receptor se ve favorecida por la inmunosupresion
terapeutica, ha originado nuevos mecanismos de fransmision. Estas ultimas
fuentes de transmisién son controlables si se realiza el diagndstico serolégico
de las muestras de sangre transfusional y de los donadores de drganos
(16,84,85).

1.7 Transmision vectorial

El mecanismo mas frecuente de transmision de T. cruzi al hombre es el
vectorial. La distribucién de la parasitosis se traslapa al area de distribucién de
su vector y de la zoonosis, y en ciertas zonas se asocia a factores socio-
econémicos como la densidad de la poblacién y caracteristicas de la
urbanizacién que favorecen la domiciliacién de los triatominos.

El parasito en su transmisiéon natural presenta un ciclo silvestre y otro
domiciliario. En ambos participan insectos hematéfagos de la familia
Reduviidae (huésped intermediario o vector) y mamiferos (huésped definitivo).
Las diferencias entre estos ciclos radican en las especies de reduvidos y de
mamiferos que intervienen y en los nichos ecolégicos de ambos. En el ciclo
silvestre la transmisién se realiza entre triatominos y animales silvestres que
actuan como reservorios, entre los que destacan la comadreja, el tlacuache, el
raton y el armadillo (12,20,86). Estos focos silvestres eran quizas los (nicos
que existian antiguamente, hasta que el hombre invadié este ambito y alteré el
equilibrio ecoldégico y ya que los insectos tenian que buscar alimento para
subsistir invadieron la vivienda humana dando asi origen al ciclo domiciliario.
Este ciclo es cada vez mas importante, debido a la importancia que tiene la
enfermedad de Chagas en la Salud Publica, y en este participan el hombre y
animales domésticos como el perro, el gato, animales agropecuarios, ademas
de los triatominos domiciliados (87).
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Entre las especies domiciliadas una de las fuentes de infeccion preferida
con la que cuentan es el hombre. Esto unido a que el triatomino puede
infectarse y transmitir la infeccién con 7. cruzi desde que es ninfa de primer
estadio hasta que llega a ser adulto, a que una vez infectado permanece asi de
por vida y a que tanto machos como hembras son hematéfagos hace que los
triatominos sean eficientes transmisores de este parasito al hombre. En [as
heces de los insectos pueden encontrarse parasitos desde pocos dias después
de una ingesta de sangre parasitada, pero es entre 20 y 30 dias después
cuando se encuentra el mayor numero de parasitos. Estos insectos no
transmiten la infeccién a su descendencta por lo que los huevos estan siempre
libres de 7. cruzi (20).

1.8 Taxonomia, sistematica y binomia de triatominos

Los triatominos constituyen un grupo de insectos conocidos en el
continente con los nombres de vinchuca, pito, barbeiro, chinche voladora,
chinche besucona, entre otros. Son hematéfagos, se alimentan habituaimente
de noche y su picadura es indolora. Se pueden clasificar de fa siguiente
manera (88):

Reino: Animalia

Phyllum: Artropoda

Clase: Insecta

Orden: Hemiptera

Familia: Reduviidae

Subfamilia: Triatominae
Géneros:Triatoma,Panstrongylus,Rhodnius,Cavernicola, Torrealbaia,
Psammolestes, Paratriatoma, etc.

Las caracteristicas morfologicas que permiten situar a los Heterépteros en
la familia Reduviidae son; la insercidn lateral de sus antenas, que normalmente
tienen 4 segmentos y son fitiformes, un rostro o proboscide con 3 segmentos
que no se extiende mas alla del prosterno, la presencia casi constante del
canal estridulatorio, un cuello bien diferenciado y la presencia de glandulas de
Brindley (89).
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Todos los Hemipteros Heteropteros se alimentan mediante la succién de
liqguidos orgéanicos (89). La mayoria de los hemipteros son fitéfagos. Sin
embargo, la familia Reduviidae agrupa también a otros dos tipos de insectos:
un depredador que se alimenta de insectos, y otro estrictamente hematéfago
(los Triatominae) (88).

Los Triatominae son insectos alados o apteros (dependiendo del estadio en
el que se encuentren), aplanados dorsoventralmente, tienen un aparato bucal
suctopicador y patas caminadoras, son oviparos, y su metamorfosis es
incompleta o gradual. Presentan una cabeza pequeiia que posee ojos
compuestos y ocelos, una trompa y antenas. Las antenas se presentan por
delante de los ojos y su forma de implantacién permite ta caracterizacion de los
géneros de triatominos (12).

Usinger (90) presenté una hipétesis filogenética de los Triatominae,
agrupandolos en cuatro tribus. Dentro de {a tribu Triatomini reconocida por la
presencia de tubérculos ocelares postero-laterales y clipeo adelgazado hacia el
apice, caracteristicas que pueden considerarse apomoérficas, se encuentra el
género Triatoma caracterizado a su vez por tener la cabeza larga vy
subcilindrica y el escudete sin tubérculos basales y espina terminal roma. En el
mismo trabajo dividié el género en grupos de especies basdndose en las
caracteristicas de los adultos como son el tamafo de los adultos, presencia o
ausencia de pelos revistiendo el cuerpo, y en el caso de tenerlos si son erectos
o estan pegados a la superficie, el tamafio del primer artejo antenal, el tamano
y la forma de la espina escutelar, grado de aplanamiento de la superficie
ventral del abdomen y presencia o ausencia de la fossa tibial.

Posteriormente, Lent y Wygodzinsky (12) dividieron a Triatoma en grupos y
subgrupos de especies, empleando algunas caracteristicas de las ninfas de
primero y de quinto estadios de desarrollo, y en menor proporcién de los
_adultos. A las especies que tenian una gran cantidad de similitudes
morfoldgicas las constituyeron en complejos. Sin embargo, debido a la carencia
de ejemplares juveniles, muchas especies fueron agrupadas provisionalmente
en estos grupos, basandose principalmente en la similitud de las formas
adultas y en su distribucién geografica. El conocimiento del semaforonte (es el
individuo en un momento dado que es especifico y especial en su trayectoria

de vida) de varias de estas especies no ha progresado hasta la fecha, por lo
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que el agrupamiento de especies al interior del género continda siendo poco
robusto.

Los triatominos tienen un ciclo de vida en el que pasan desde huevo por
cinco estadios ninfales hasta llegar al estado adulto como hembra o macho (Fig
2). Los huevos ovoides y operculados suelen ser blancos o rosados, a menudo
tornandose mas oscuros a medida que el embrion se desarrolla. Las especies
arboéreas, como Rhodnius prolixus, suelen adherir sus huevos al sustrato, a
veces en pequenos grupos, lo que contribuye a protegerios, mientras que las
que ocupan habitats terrestres suelen depositar huevos sueltos, uno o dos a la
vez. La oviposicién tiene una periodicidad circadiana y generalmente empieza a
los 10-20 dias después de la primera cépula. Las hembras no apareadas
pueden depositar algunos huevos infértiles. Ordinariamente sin embargo, las
chinches hembras copulan varias veces y pueden retener el esperma durante
un periodo prolongado. Cada hembra puede depositar de 100 a 600 huevos
durante su vida adulta de 3-12 meses, segun la especie y la cantidad de sangre
ingerida. Los huevos se depositan individualmente o en grupos, unos cuantos a
la vez, y por lo general eclosionan al cabo de 10-40 dias, segun la especie y 1a
temperatura. Las ninfas recién emergidas son blandas, de color rosado, pero
su cuticula no tarda en endurecerse y oscurecerse; estas ninfas estan listas
para su primera comida de sangre a los 2 6 3 dlas después de la eclosién pero
pueden sobrevivir sin alimentarse por varias semanas si no disponen de
huésped (91).

Fig. 2 Ciclo de vida de T. pallidipennis
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Las ninfas suelen alimentarse de los mismos huéspedes que los adultos.
En buenas condiciones, cada ninfa toma aproximadamente 8-9 veces su propio
peso de sangre, mientras que los adultos suelen tomar 2-4 veces su propio
peso. Las ninfas de quinto estadio suelen tomar la mayor cantidad de sangre,
entre 200 y 1000 mg en el caso de las especies asociadas con el hombre. A
veces una sola comida de sangre hasta la repleciéon basta para iniciar la muda
hasta el proximo estadio. Sin embargo, la mayoria de las especies tardan 10-20
minutos en alimentarse hasta la repleciéon y los movimientos del huésped las
molestan facilmente, por lo tanto es mas normal que cada ninfa tome varias
comidas mas pequefias entre mudas sucesivas (91).

Actualmente, la familia de los reduvidos subfamilia Triatominae se ha
dividido en 5 ftribus: Triatomini, Rhodniini, Cavernicolini, Bolboderini y
Alberprosenini, 17 géneros y 130 especies, solamente el género Linshcosteus
distant, 1904 no se encuentra en América (20).

En tres de estos géneros se encuentran la mayor parte de [as especies que
actuan como vectores de T. cruzi y son 13 especies que pertenecen al género
Rhodnius, 13 al género Panstrongylusy 72 especies al género Triatoma. Estas
especies constituyen complejos especificos (20,92).

Estas tribus con excepcidon de los Triatomini son consideradas como
grupos monofiléticos, basandose en caracteres morfolégicos. En contraste, los
Triatomini se consideran como parafilético, definiéndose esto por un caracter
simplesiomérfico (12). Se han usado recientemente técnicas moleculares para
llevar a cabo estudios béasicos en los triatominos. No obstante que el analisis
genético de los mismos se inicié con la citogenética a principios del siglo XX
(93), si se compara con otro grupo de vectores como los mosquitos, (a
sistematica molecular de los triatominos estd aln en la infancia. En forma
tradicional las aloenzimas ha sido el método de eleccién para el estudio de ta
sisternatica molecular de los triatominos. Recientemente se han usado métodos
basados en el estudio del DNA tales como el RAPD, el SSCP (polimorfismo
conformacional de una sola banda) y la secuenciacién del DNA los cuales han
tenido un impacto considerable en el campo. Lyman y col (94) utilizaron
herramientas moleculares para confirmar que Tratoma no €S un grupo
monofilético. También demostraron que se debe incluir Psammolestes dentro
del género Rhodnius (15).
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El primer registro de triatominos en América data del afio 1590, cuando el
religioso Lizarraga los describe en su viaje a la Argentina, en la provincia de
Tucuman. Carlos Darwin se refiere a los triatominos cuando narra su pasaje
por América del Sur, en su viaje alrededor del mundo.

En América se distribuyen la gran mayoria de las especies de triatominos
desde los grandes lagos en Estados Unidos (paralelo 40 latitud norte), hasta el
sur de Argentina (paralelo 46 de latitud sur). Esto sefiala al continente
americano como centro de origen y diversidad de estos insectos (13), aunque
las especies del viejo mundo pudieron desarrolfarse por evolucién paralela a
partir de ancestros redividos similares. Existen solo 13 especies de triatominos
fuera de América: el género Linshcosteus (Distant, 1904) con cinco especies
confinado a la India; siete especies de Triatorna (Laporte, 1832), se encuentran
solamente en el sureste de Asia y Australia, y una especie, Triatoma
rubrofasciata (De Geer, 1773) se encuentra distribuida en puertos tropicales
asociada con ratas. La extensa distribucién de esta especie se puede explicar
mediante el transporte de la misma en los barcos, durante los siglos XVII hasta
cerca del siglo XX; Ryckman y Archbold (95) sugieren que esta especie se
originé en la India, aunque también podria haberse originado en América,
especificamente en el noreste de Brasil donde se halla ampliamente distribuida.

Inicialmente los triatominos vivian en ecotopos silvestres. Varios tipos de
habitats silvestres son conocidos como ecotopos naturales de estos insectos:
palmeras, nidos de aves, grutas de ‘piedras, troncos de arboles, y se
caracterizan por tener siempre cerca un mamifero como fuente de
alimentacion. Este grupo de insectos muestra variaciones graduales en cuanto
a su capacidad de adaptacion al ambiente doméstico (viviendas humanas) y
peridoméstico (gallineros, corrales, patios, etc.) La mayoria de las especies
continian en el habitat silvestre mientras unas pocas se han domiciliado.
Zeledén (96) ha clasificado a estos insectos en diferentes grupos de acuerdo a
su habitat y capacidad de domiciliacién:

a) Especies silvestres con huéspedes y habitats muy especificos que
dificiimente se adaptarfan a la vivienda humana (ambiente sinantrépico).
Por ejemplo: Cavemicola pilosa (Barber, 1983) que se encuentra
invariablemente asociada a murciélagos.
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b) Especies silvestres con habitats especializados aunque los adultos son
ocasionalmente encontrados en las casas, a menudo atraldos por la luz.
Por ejemplo: Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811).

c) Especies silvestres con ecotopos mas generales, que ocasionalmente
colonizan casas o peridomicilios. Ej. T. rubrovaria (Blanchard, 1843)y T.
platensis (Neiva, 1913). Son insectos que, siendo totalmente silvestres,
han iniciado mas recientemente un proceso de adaptaciéon al domicilio
humano, encontrandose pequenos grupos de ellos en las casas o sus
alrededores y que incluyen tanto ninfas como adultos.

a) Especies que han retenido ecotopos silvestres pero estan también
comunmente asociadas con el ambiente domiciliario. Ej: T. sordida (Stal,
1859), T. pallidipennis, T. dimidiata. Son insectos adaptados o atin en
proceso de adaptacion al domicilio humano. Los insectos de este grupo
no llegan a altas densidades de poblaciéon en las casas presentando,
ademas, variados y numerosos ecotopos naturales que les permite vivir
en condiciones silvestres.

e) Especies altamente adaptadas al ambiente domiciliario, como 7.
infestans (Klug, 1834), restringidas al domicilio humano y sus anexos.
Son insectos exitosamente adaptados al domicilio y peridomicilio
humanos. Pueden alcanzar altas densidades de poblacion en las casas
que llegan a ser, a veces de varios mites de individuos.

L.a categor{a (a) muestra especies que se han adaptado a habitats estables
dentro del ambiente silvestre, mientras que la categoria (e) muestra especies
que se han adaptado al medio ambiente domiciliario que tiende a ser el habitat
mas estable a través del tiempo, ofreciendo alimentacion, protecciéon a climas
extremos y a depredadores. La combinaciéon de estos factores permite una
menor mortalidad, tasas de reproduccién mayores, alta densidad de poblacion
y la tendencia hacia una variabilidad genética reducida. Esta buena asociacién
con el huésped le ha permitido al vector la dispersién en areas donde no podria
sobrevivir bajo otras condiciones (13).

La categoria a la que una especie pertenece indica el valor que como
transmisor de T. cruzi le corresponde: el ultimo grupo estd formado por
especies con alto significado epidemiolégico como vectores de la enfermedad

de Chagas mientras que el primer grupo estda formado por especies
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exclusivamente silvestres que tienen importancia en el ciclo enzoodtico de la
parasitosis.

Las caracteristicas de la vivienda y el peridomicilio estan directamente
relacionadas con la mayor o menor probabilidad de domicitiacién del triatomino.
La transicion de cualquier especie del ambito silvestre al doméstico es
invariablemente un fenémeno lento que puede resultar en adaptaciones
genéticas y/o fenotipicas y estas adaptaciones pueden ser cuantificadas a
través de la morfometria (97,98), o marcadores citogenéticos (99). Este nivel de
evolucién de poblacién ha sido estudiado recientemente en algunas especies
de triatominos y se ha observado que el tamafio total del DNA de poblaciones

silvestres es mayor que el de las pobtaciones domiciliarias de la misma especie
(20).

1.9 Triatominos en México

En México se ha reportado que existen 29 especies autdctonas de
triatominos distribuidas en todo el pais (Tabla1), de estas 20 se han encontrado
infectadas de manera natural con T. cruzi (46,100,101,102).

Los principales vectores que son responsables de la transmision de T. cruzi
en México pertenecen a los complejos protracta (del grupo protracta) y al
complejo phyllosoma (del grupo rubrofasciata). Dentro del grupo protracta
tenemos a T. barberi, T. neotomae, T. protracta, T. nitida, T. peninsularisy T.
sinaloenses. T. barberi es una especie muy importante por su distribucion y por
encontrarse poblaciones intradomiciliarias y silvestres, se encuentra
relacionada con viviendas construidas con adobe o paredes sin repiltado lo que
esta relacionado con las condiciones tradicionales de construccion en México.
Las otras especies del complejo protracta tienen menor importancia en la
transmisién de la enfermedad en el pals. Entre las especies del complejo
phyllsoma existen 6 que son de importancia médica para el pals por su
distribucién y grado de infectividad que poseen: Triatoma longipennis, Triatoma
mazzottii, Triatoma pallidipennis, Triatoma phyllosoma, Triatoma picturata, y
Triatoma mexicana. Otra especie importante por su distribucién y la gran
adaptacion que tiene a la vivienda humana es Triatoma dimidata, no obstante

que se ha asignado al complejo phyflosoma, se ha visto mediante estudios
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moleculares que tiene caracteristicas propias que la hacen diferente. Existen
otras 4 especies con poca importancia epidemioldgica asignadas
tentativamente al complejo phyllosoma por Lent (12) y son Triatoma bolivari,
Triatoma brailovskyi, Triatoma hegneriy Triatoma ryckmani (103).

La prevalencia de infeccion por T. cruzi en estas especies va desde 16-
18% para T. dimidiata domiciliaria en Yucatan (104); 33% para 7. barberi, 50%
para T.mazzottiiy 18% para T. longipennis en Jalisco (105); de 70-92% para 7.
barberi y del 50-80% para T. pallidipennis en Morelos (100,106,107); 33.9%
para T. mazzottii, 24.4% para T. barber, 27.2% para T. phyllosoma 'y 3.7% para
T. dimidiata en Oaxaca (102).

Se han encontrado numerosas localidades con transmisores, y
practicamente se han encontrado triatominos infectados en casi todos los
estados de la Republica Mexicana, aungque |la mayor parte de las localidades se
encuentran en la vertiente del Pacifico y en altitudes de 0-1800 m sobre el nivel
del mar, lo que hace suponer gue la zona endémica de enfermedad de Chagas
es muy amplia, casi dos terceras partes del territorio nacional (25).

En México se han identificado diferentes reservorios silvestres entre los
que se encuentran Didelphys marsupiales (tlacuache), Dasypus novecinctus
mexicanus (armadillo), Canis familiaris (perro), Rattus norvegicus (rata
noruega), Mus musculus (raton), Scirus vulgaris (ardilla), siendo algunos de
ellos especificos de México (25). La seroprevalencia de infeccién a T. cruzi en
estos reservorios se ha reportado que varia entre 8% a 62%, de acuerdo a la
especie y a la region (108,109,110). Ojo quitar

1.10 Complejo phyllosoma

El complejo phyllosoma pertenece al género Trialoma subgrupo
Rubrofasciata, este complejo es un ensamblaje de especies de triatominos
grandes distribuidas solamente en México (principaimente en la Costa Central
del Pacifico y noroeste del pais), en areas con climas tropicales y subtropicales
(111). Los adultos presentan un abdomen muy ancho (poco usual en los
triatominos) y tubérculos toracicos prominentes y conspicuos (12). El

reconocimiento y diferenciacién de los miembros de este grupo (especialmente
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en la etapa de ninfa) es frecuentemente dificil y su status taxonémico es
conflictivo.

Hasta 1941 (112), se consideraba que este complejo estaba formado por
siete especies: T. intermedia, T. longipennis, T. mazzottii, 1. pallidipennis, T.
phyllosoma, T. picturata y T. usingeri. Usinger (91) consider6 al grupo como un
complejo y redujo estas especies al rango de subespecies tomando a
phyllosoma como la especie nominal. Lent y Wygodzinsky (12) sinonimizaron a
T. intermedia y T. usingeri con T. fongipennis y asi reconocieron a 7 especies
en este complejo: T. longipennis, T. mazzotti, T. phyllosoma, T. picturata, T.
pallidipennis, T. mexicana y T. dimidiata (T. mexicana la incluyeron porque la
hembra tiene un abdomen amplio como las demas especies del complejo
aunque el macho no lo tiene y en ese momento no conocian a las ninfas de
esta especie y a T. dimidiata porque dicen que superficialmente se parece a las
especies del complejo). Posteriormente Schofield (13) incluyé a T. dimidiata en
este complejo. Recientemente se describié a T. bassolsae como una especie
nueva (113) y se incluyd dentro de este complejo. Dujardin (20) ha sugerido la
incorporacién de otras 6 especies en este grupo: T. bolivari, T. brailowskyi, T.
dimidiata, T. hegneri, T. mexicanay T. ryckmani.

Las especies del complejo phyllosoma tienden a ser muy parecidas y su
identificacion, que generalmente se basa en morfologia (incluyendo la genitalia
masculina) (12). El examen de un gran n{imero de individuos ha mostrado una
gran sobreposicion entre caracteristicas morfoldgicas claves. Por esta razén la
distribucion de muchas de las especies no ha podido ser claramente definida y
en consecuencia es dificil determinar su significado epidemiolégico.

El problema taxonémico que presenta este complejo es con respecto a la
determinacion de especies/subespecies de sus miembros (12,91). Algunas de
estas especies son capaces de llevar a cabo cruzas entre eltas como lo
demostré Mazzottii (114), quién al hacer cruzas entre T. phyllosoma, T.
pallidipennis, T. picturata, T. longipennis y T.mazzotti encontré gque se
produjeron descendientes fértiles, llegando algunos de ellos hasta la
generacién F2 (no indica la viabilidad de los descendientes ni si hizo
retrocruza), lo que le llevé a concluir que estas especies presentan afinidades

biologicas que les permiten cruzarse entre sl en condiciones experimentales.
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Se han llevado a cabo algunos estudios usando herramientas moleculares
y asl tenemos que Marcilla (93) dtilizando la secuencia del ITS-2 (que es un
gen de evolucién lenta) encontré que hay muy pocas diferencias entre las
especies consideradas como complejo phyllosoma en 1944, mediante este
marcador no enconiraron diferencias entre T. Jongipennis y T. picturata y
basandose en este marcador concluyeron que 7. dimidiata es diferente del
complejo phyllosoma. Encontraron que la divergencia de secuencias entre §
especies mexicanas: T. phyllosoma, T. pallidipennis, T. longipennis, T. picturata
y T. mazzottii del complejo phyllosoma fue del 1.5% mostrando solamente
diferencias de 2 a 6 nucleotidos. En un estudio llevado a cabo por Flores (115)
en T. pallidipennis, T. longipennis y T. picturata se analizaron 17 loci
enzimaticos mediante el analisis enzimatico multilocus y no se encontraron loci
diagnésticos que pudieran diferenciar estas especies lo que apoya su
agrupacién dentro del complejo phyllosoma. En otros estudios recientes
(Harris, en prensa) comparando rLSU y ND4 de DNA mitocondrial se confirmé
que no hay mas que un 5 % de divergencia entre T. pallidipennis, T.
phyllosoma y T. picturata. Posteriormente fueron analizadas T. pallidipennis, T.
longipennis y T. picturata por medio de RAPD (116) y no se encontraron
marcadores especificos de especie encontrandose una relacién muy cercana
entre estas especies.

Ya que se requiere informacién similar para las otras especies del complejo
phyllosoma se tienen que seguir llevando a cabo estudios que utilizen
herramientas moleculares que sirvan para aclarar la validez de las
designaciones de especies/subespecies y para reunir una mayor cantidad de
caracter(sticas que permitan una mejor definicién taxonémica y sistematica de

estas especies dentro del complejo (117).

1.11 Especiaciéon y Poblacién

La palabra poblacién desde el punto de vista biolégico puede definirse como
todos los individuos de la misma especie que se encuentran en la misma area
al mismo tiempo (118). Desde el punto de vista genético es un grupo espacial y
temporal de individuos conespecificos que se reproducen por intracruzamiento.

La poblacién genética tiene continuidad a través del tiempo por la interconexién
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reproductiva entre [as generaciones y tiene unidad espacial por el cruzamiento
entre sus miembros (119)

La definicién de especies de acuerdo con Mayr (120) es la siguiente:
"grupos de poblaciones naturales que se reproducen entre ellos de una manera
real y potencial y que estan aislados desde el punto de vista reproductivo de
otros grupos analogos”. En 1976 Van Valen (121) define a la especie como un
linaje (0 grupo de linajes estrechamente relacionados) que ocupa una zona
adaptativa minimamente diferente de algun otro linaje en su rango y la cual
evoluciona separadamente de todos los lingjes fuera de su rango. En 1989
Ridley (122) define a la especie como un grupo de organismos entre dos
eventos de especiacién, y uno de extincion, o de aquellos que son
descendientes de un evento de especiacién. Esto asegura una cierta identidad
de posibles combinaciones genéticas que son tipicas de una comunidad y que
encuentran su expresidbn en caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas vy
etoldgicas (90). El concepto de aislamiento reproductivo se debe interpretar
tomando en cuenta no solamente los aspectos biolégicos y genéticos sino
también el aislamiento geografico y nicho ecolégico.

Asi en la naturaleza existen muchas especies con morfologia diferente
capaces de cruzarse y dar hibridos fértiles, algunas veces con fijacidén rapida
de nuevos caracteres intermedios, que pueden ser consideradas como
especies nuevas por hibridizacién. Entre los triatominos, el ejemplo mas claro
es el de T. infestans el cual al cruzarse con 7. platensis produce huevos fértiles
durante algunas generaciones, estas formas hibridas presentan caracteres
morfoldgicos intermedios entre ambas especies después de muchos afios
(123).

Una premisa central de la teoria sintética (120) de la evolucién es que la
variabilidad fenotipica dentro de una poblacién es la materia prima para la
diferenciacion de las poblaciones y posteriormente su especiacién. De aqui que
se requiera el analisis detallado de la variabilidad genética de caracteres
morfolégicos cuantitativos. Esto lo puede hacer la Morfometria.

Entre los primeros intentos para examinar otras caracteristicas diferentes a
las morfologicas en triatominos se estudié a la hemolinfa. Este estudio dié
origen a una nueva pregunta taxonémica ya que demostré dos poblaciones
diferentes dentro de Triatoma sordida (124). Treinta y tres afios después se
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comprobé mediante técnicas isoenzimaticas y citogenéticas que T. sordida es
un complejo de especies isomérficas (125,126). Estos estudios demostraron
por primera vez que habia diferencias bioquimicas importantes que podian
subdividir una especie de triatominos (reconocida por morfologia como tal), en
diferentes unidades genéticas. Sin embargo, hasta la fecha no se ha
reconocido ofra especie hermana (sibling), esto podria reflejar una falta de
estudios poblacionales en triatominos y también podria hablamos del
mecanismo biologico de formacion de especies hermanas, especialmente st tal
mecanismo implica convergencia morfoloégica entre dos especies relacionadas
que compiten dentro de un mismo nicho ecoldgico. De acuerdo con esta
hipotesis, las especies hermanas de T. sordida inicialmente pudieron haber
sido dos especies morfolégicamente diferentes que convergieron debido a Ia
adaptacion a un mismo ecotopo.

La idea de que las especies hermanas en triatominos reflejan convergencia
ecologica se apoya en la observacion de cambios genéticos, métricos y
morfoldgicos de diferentes especies durante la transicién de vida de un medio
silvestre a uno domiciliado (127,128). El sistema sensorial, en términos de
densidad de sensillas en las antenas, se va simplificando progresivamente
conforme se va incrementando la estabilidad del habitat (129). La simetria
bilateral se vuelve mas relajada (130) asi como el dimorfismo sexual (131) y
también se ha visto una reduccién general en el tamafio del cuerpo
(97,127 131).

Ya que la morfologfa parece ser modulada por factores ecolégicos se
puede suponer que estos mismos factores pueden producir morfologia
divergente dentro de una sola especie o entre especies muy relacionadas. Esto
se pudo ver al estudiar mediante isoenzimas (132) las distancias geneticas
entre T. infestans, T. platensis y T. delpontei, estudio en el que se encontré que
habia mayor distancia genética entre T. platensis y T. defpontei que son
morfolégicamente y ecolégicamente similares que entre 7. pfatensis y T.
infestans. Este estudio junto con las observaciones de cambios morfolégicos
rapidos asociados con ia adaptacién al habitat domiciliado, sugieren que los
factores ecol6gicos pueden ser la principal fuerza que dinge la especiacién en
triatominos (132). También se sugiri6 gque la diferenciacién morfolégica podfa

ser mas rapida que la instalacion de barreras genéticas o reproductoras.
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Los cambios morfolégicos rapidos (ya sea convergentes o divergentes)
asociados coh adaptacion ecologica ayudan a explicar la discordancia que
existe entre diferenciacion fenética y genética y da las bases para desarrollar el
concepto de especie en triatominos (133). Las especies con diferencias
morfolbégicas consistentes surgirian a través de adaptacidon ecoldgica
divergente. En otras palabras, las especies morfolbgicas de triatominos serfan
“especies ecolégicas”, una vision que satisface el concepto de "unidades
evolutivas" en el cual dos poblaciones se vuelven especies diferentes si siguen
caminos evolutivos diferentes. Esta idea no excluye la existencia de diferencias
genéticas importantes, pero implica que algunas poblaciones toman una
direccion evolutiva diferente e implica que las "unidades evolutivas” recientes
estarian todavfa genéticamente muy relacionadas, lo cual es probablemente el
caso de T. infestans, T. platensis y T. delpontei mencionadas antes (133), y
podria ser el caso de T. infestans y T. melanosoma en la que T. infestans
melanosoma recientemente ha sido elevada al rango de especie (134), adn
cuando este rango de especie no pudo ser validado por las correspondientes
diferencias genéticas.

Los cambios morfolégicos rapidos en respuesta a factores ecolégicos
diferentes podrian hacer que se mal interpretara la percepcion de diferencias
genéticas entre algunas especies y esto podria ser de dos maneras: a)
especies que se diferencian morfologicamente podrian tener antecedentes
genéticos similares, b) debido a la estructura polifilética de los triatominos,
especies morfolégicamente muy cercanas podrian presentar diferencias
genéticas importantes. Aceptando que el desarrollo de la hematofagia y la
adaptacion a habitat mas estables son fuerzas evolutivas que homogenizan la
morfologia externa (133), algunas especies aparentemente similares pudieron
haber evolucionado de depredadores bien diferenciados y por lo tanto podrfan
presentar mas diferencias genéticas que las que se esperarfan. Por ejemplo,
diferentes especies de Rhodnius, todas con habitat arbéreo son similares en
sus rasgos morfoldgicos, no tienen caracteres discretos que permitan una clara
diferenciacion entre ellas. Sin embargo, se pueden distinguir tres grupos de
especies importantes dentro del género con apreciables distancias geneticas
entre ellas. Estas diferencias genéticas confirmadas por un analisis filogenético

usando morfometria (133) podrian implicar una separaciéon ancestral entre
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especies ocupando diferentes dreas geograficas, pero también podrian reflejar
diferencias genéticas adquiridas por sus ancestros depredadores antes del
desarrollo de la hematofagia, y por lo tanto una convergencia morfol6gica.

T. brasiliensis y T. petrochii son dos especies morfolégicamente y
ecolégicamente similares, sin embargo los datos de isoenzimas no solamente
confrman su status especifico sino que también sugieren que han
evolucionado de manera independiente desde hace tiempo (135). Las especies
hermanas representarian el caso extremo en donde dos linajes compiten
dentro del mismo nicho ecoldgico llegando a tener una morfologia idéntica. En
esta hipétesis, las especies hermanas de fritominos corresponderian al caso
especial en donde la presencia de una especie no implica la eliminacién de la
otfra.

Los triatominos parecen ser capaces de desarrollar cambios morfolégicos
rapidos en respuesta a la adaptacion a nuevos habitat. Su plasticidad
morfolégica parece ser modulada por ta presion ecolégica que se ejerce sobre
ellos. Si las similitudes morfoldgicas entre triatominos reflejan mas su nicho
ecolégico que un ancestro coman, la morfologia debe ser usada con
precaucién como el principal criterio para estudios filogenéticos y genéticos. En
algunos casos los mecanismos genéticos subyacentes a la especiacion estan
constituidos por mutacionés, no necesariamente fas mutaciones serian el
mecanismo mds frecuente, también hay que tomar en cuenta la deriva genética
y los cambios graduales. Se tienen datos que del centro de origen de la
distribucién de una especie hacia la periferia, hay pérdida de genoma,
acompanada de cambios fenotipicos como la reduccién del tamafo. (136)

Entre los factores involucrados en la adaptacion de los triatominos
silvestres a habitats peridomiciliario e intradomiciliario existen: el eclectismo
alimentario, la produccion y eliminacion de tripomastigotes metaciclicos, su
capacidad de vuelo, la atraccién que tienen hacia la luz y la capacidad de
adaptacion a diferentes ecotopos. También influye la falta de alimentacion
debida a la escasez de poblaciones del huésped animal ya que esto obliga al
triatomino a buscar un nuevo hospedero y a dirigirse a la vivienda humana si
esta le ofrece una fuente alimenticia y un microhabitat similar al de su habitat

natural. E! triatomino también puede ser transportado por el huésped hacia el
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peridomicilio humano, y también influye la modificacion que se lleve a cabo del
ambiente en donde viven ya sea por el hombre o por la naturaleza (136).

Los marcadores genéticos y fenéticos que nos indican diferentes estadios
en la transicién del ambiente silvestre al domiciliario son: el cambio del tamafio
promedio de la poblacién, la pérdida de cromatina, cambio en el tamafio del
genoma (que esta asociado con especializacién), capacidad de vuelo/masa
muscular, composicion de las glandulas salivales, tamario y caracteristicas de
las sensilas de las antenas, perfiles de hidrocarburos, microsatélites
polimérficos, cantidad de DNA por célula.

1.12 Técnicas para distinguir entre especies y poblaciones.

Se ha demostrado que diferentes regiones del DNA ribosomal (rfDNA) son

blancos valiosos para definir marcadores para realizar estudios de sistematica
-y filogenética (93). Los dos espaciadores internos transcritos (ITS-1 e ITS-2)

son excelentes marcadores para distinguir entre especies, asi como para
analizar relaciones entre tribus, géneros, especies muy relacionadas vy
diferentes poblaciones dentro de una especie dada.

Utilizando esta técnica Marcilla y col (93) vieron que la longitud de los ITS-2
de las especies de triatominos de América del Sur eran siempre mas cortas
que las de Centroamérica y Norteamérica y que las secuencias en el 1TS-2
fueron marcadamente diferentes entre las especies de Triatomini y Rhodniini.

Ademas los ITSs usualmente presentan secuencias en tandem repetidas o
microsatélites (137) cuya unidad de repeticién esta entre 1 y 5 pb y los cuales
son muy buenos marcadores moleculares polimoérficos para la diferenciacion de
poblaciones dentro de una especie dada (138).

Las vanantes cromaticas de 7. dimidiata y aquellas del complejo
phyllosoma fueron originalmente consideradas por Usinger (81) como
subespecies, pero mientras que a las primeras se les di6 el mismo nombre, a
las Gltimas Lent (12) las elevod al rango de especie. En contraste los resultados
mostrados por Bargues (139) revelan una mayor variabilidad genética entre las
poblaciones de T. dimidiata que entre los miembros del complejo phyllosoma,
sugiriendo que el rango de subespecie pu-ede ser mas apropiado para todas
estas formas.
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Harry (140,141) y Monteiro (15) estudiaron a R. prolixus que es el principal
vector domiciliado de fa enfermedad de Chagas en Venezuela, Colombia y
algunas partes de América Central; esta especie es similar a R. robustus que
es silvestre. Al comparar las muestras de ambas especies por medio de
electroforesis para aloenzimas no encontraron diferencias entre ellas, lo que los
llevé a suponer que se podia tratar de la misma especie. Posteriormente
Garcia y col (117) encontraron diferencias genéticas entre ellas usando la
técnica de RAPD y posteriormente Lyman y col (95) pudieron diferenciar ambas
especies mediante el analisis del DNA mitocondrial.

Por otro lado, al analizar T. infestans que es un vector ampliamente
adaptado al domicilio humano y del que todavia se encuentran focos silvestres
en Bolivia, se encontré que se podian diferenciar ambas poblaciones por medio
de la técnica de RAPD, encontrandose una mayor variacion genética en las
poblaciones silvestres (142). Se encontré lo mismo utilizando morfometria (97),
isoenzimas (98) y DNA mitocondrial (134). Se encontré un solo haplotipo
compartido por ambas poblaciones. Las intervenciones de control llevadas a
cabo revelan que no hay evidencia de recolonizacién de focos silvestres y
puede ser que la falta de diferencias genéticas observables entre los insectos
silvestres y domésticos reflejen una divergencia reciente (en los ultimos 3000
afios) pero no necesariamente significa que actuaimente ocurra flujo de genes
entre ambas poblaciones. (15).

La citogenética ha demostrado ser una técnica muy util para el analisis
detallado de la subfamilia Tnatominae que es carioldbgicamente muy
homogénea y mediante el estudio del comportamiento de los cromosomas
durante la meiosis del macho y la aplicacién de técnicas de bandeo
cromosémico se han podido comparar diferentes especies y poblaciones
(99,143,144,145,125,146,147,148,149).

De la misma manera la morfometria ha ayudado a refacionar la variacién
métrica y los fendmenos de especiacién (133,134), a representar la estructura
de poblaciones (97,127,128,150).

Estas herramientas pueden ser usadas para obtener informacién sobre la
estructura poblacional y capacidad de dispersién de los vectores de tal manera
que las estrategias de control por insecticida se puedan optimizar (15). Estas
herramientas también se pueden usar para identificar la fuente de migrantes
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que frecuentemente recolonizan areas ya tratadas indicando por ejemplo si
vienen de pueblos vecinos, del 4rea silvestre o si simplemente sobrevivieron al
insecticida (151). Esta informacion es particularmente importante para
monitorear la emergencia de resistencia a insecticida y para hacer predicciones
sobre que tan rapido y por cual medio un gene o genes de resistencia a

insecticidas pueden esparcirse a través de la poblacién (15).

1.13 Citogenética

La Citogenética comprende cualquier estudio relacionado con los
cromosomas ya sean aislados o en conjunto, condensados o extendidos, tanto
en lo que respecta a su morfologia, organizacién, funcién y replicacién como a
sus variaciones y evolucion. Los cromosomas estan formados por dos
cromatidas que contienen filamentos de DNA asociados a proteinas y a RNA.
Las cromatidas se encuentran unidas entre si por una regién mas delgada
conocida como constriccién primaria o centrémero. El centrémero divide a las
cromatidas en dos segmentos que son los brazos cromosémicos, algunas
veces el centrébmero se encuentra en los dos extremos de (as cromatidas
dando como resultado la formacion de un solo brazo cromosémico por
cromatida. El extremo libre de cualquier brazo del cromosoma se conoce como
telémero (152).

Con respecto a la organizacién del centrémero se pueden identificar dos
tipos de cromosomas: cromosomas con centrémero localizado o monocéntricos
y cromosomas con centrémero no localizado o difuso. Los cromosomas
monocéntricos presentan una constriccion primaria o centrémero. Durante
anafase las fibras del huso se unen a una estructura proteica llamada
cinetocoro localizada en la region del centrémero por lo que la actividad
cinética se limita a esta zona en el momento de la migracién cromosémica.
Este tipo de cromosomas se encuentra en la mayor parte de los organismos
(152).

Los cromosomas con centrbmero no localizado o difuso tienen las
siguientes caracteristicas particulares: no muestran en su estructura ninguna

constricciébn primaria o regién con un comportamiento particular durante su
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segregacion anafasica; durante la mitosis las fibras del huso estan, o parecen
estar asociadas a lo largo de todo el cromosoma separandose las crométidas at
mismo tiempo en toda su longitud y moviéndose paralelas a los polos celulares:
se pueden integrar fragmentos cromosomicos de manera espontanea o
inducida en uno de los polos de la célula tanto en meiosis como en mitosis
(152).

Para denominar a este tipo de cromosomas con centrémero no localizado
se han empleado como sinénimos dos términos con significados muy distintos:
cromosomas policéntricos o con multiples centréomeros en fos cuales existen, a
lo largo de todo el eje longitudinal del cromosoma mitético, multiples
estructuras cinetocéricas discretas del tipo "bola y copa"; cromosomas
holocéntricos o difusos, donde los microtubulos del huso se asocian con una
estructura cinetocorica continua que se extiende a lo largo de todo el
cromosoma mitético, como en los triatominos (152).

A partir de los trabajos de los Schrader se establecidé claramente que al
igual que los homépteros (153), los heterépteros no poseen un centrémero
localizado (154).

En Triatominae, al igual que en otros Heteroptera, el desarrolio de la
meiosis varia significativamente entre especies. Esta variacibn se debe
fundamentalmente a las distintas asociaciones que presentan los cromosomas
durante la fase meidtica del macho. Estas asociaciones ocurren entre regiones
heteropicnéticas positivas (con mayor tinciéon) que pueden estar presentes en
los autosomas y en los cromosomas sexuales. En general, cada especie
presenta un nimero constante de cromosomas heteropicnéticos, asi como un
tipo de asociacién especifica entre ellos. Por ejemplo, 7. sordida y T.
patagbnica, son especies que presentan cariptipos muy similares pero
presentan asociaciones tan diferentes y especificas que nos pemmiten
diferenciarias con solo observar los nicleos meibticos en profase temprana
(125). La especificidad del comportamiento cromosémico para cada especie,
junto a su rapida determinacién y bajo costo econdmico, convierten a la
citogenética en una herramienta muy poderosa para la taxonomia de los
triatominos.

En general las regiones heteropicnéticas positivas constituidas por
heterocromatina constitutiva detectadas durante la profase meidtica pueden
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observarse mas claramente utilizando una técnica conocida como bandeo C
(155). Las regiones tefiidas con bandeo C se denominan heterocromaticas, y
estan constituidas principalmente por DNA altamente repetido. Hasta la fecha
todas las especies de triatominos analizadas poseen heterocromatina en el
cromosoma sexual Y. Muchas especies también presentan heterocromatina C
en sus autosomas y algunas especies en el cromosoma X. Este marcador
permite caracterizar cada especie por el numero de bandas, localizacion y
cantidad de heterocromatina C. Mediante este marcador es posible diferenciar
especies, determinar relaciones evolutivas e incluso detectar variabilidad
poblacional (99,125,145). El estudio de los patrones de bandeo C en cada
cromosoma se realiza en prometafases mitéticas debido al menor grado de
condensacién cromosémica que existe en esta fase y que permite visualizar
mas detalles estructurales que los que se observan en metafase mitética.
También se puede observar en metafase | y Il de la meiosis

Los estudios sobre citogenética de triatominos han involucrado
principalmente descripciones del namero cromosémico, asi como algunas
caracteristicas del desarrollo meiético (156,157). En los ultimos afios, el estudio
del comportamiento cromosdmico durante la meiosis del macho y la aplicacion
de la técnica de bandeo C han resultado ser herramientas muy utiles para
hacer un analisis detallado de este grupo cariolégicamente muy homogéneo
(125,143,145). En 1992 Pérez et al (143) sugirieron los siguientes rasgos
citogenéticos utiles para la caracterizacién de especies de triatominos: namero
cromosémico, mecanismo sexual, tamafio comparativo de los autosomas y de
los cromosomas sexuales, etapa de la meiosis en fa cual estos cromosomas se
separan, tamafo relativo de los autosomas, presencia de bandas C en los
autosomas y constituciéon de los cromocentros.

Hasta 1979 se conocfan los numero cromosdmicos de 29 especies de
triatominos (157). Actualmente este nimero se ha elevado a 54 especies,
pertenecientes solamente a dos de las cinco tribus de la subfamilia
Triatominae: Rhodniini y Triatomini (158). Se carece de informacion
citogenética de las tres tribus restantes: Alberproseniini, Bolboderini y
Cavernicolini.

Dentro del complemento cromosémico de una especie se pueden distinguir
dos tipos de cromosomas: los autosomas y los cromosomas sexuales. En esta
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familia el nimero de autosomas (A) es muy homogéneo, solamente 3 de las 54
especies se apartan del valor tipico, y supuestamente ancestral de 20
autosomas. En lo que se refiere a los cromosomas sexuales, muchas de las
especies (30 de ellas) presentan un par de cromosomas sexuales, X Y en el
macho. Este es el caso de todos los integrantes de la tribu Rhodniini
estudiados hasta el presente. Sin embargo en la tribu Triatomini y en particular
en el género Triatoma, se observa vanacién en el nimero de cromosomas
sexuales apareciendo los sistemas X1XaY y X;X2X3Y.

En la Tabla 2 se puede apreciar que el nimero diploide de los machos se
encuentra entre 2n=21 y 2n=25, siendo el mas frecuente 2n=22 cromosomas,
el cual se halla presente en 32 especies. Si analizamos las especies del género
Triatoma de acuerdo a su distribucién geografica, podemos observar que existe
una buena correlacidbn, aunque con excepciones, entre el numero de
cromosomas sexuales y su distribucion geografica. Asf tenemos que todas las
especies de América Central y del Norte (15 especies), excepto una (T.
lecticularia) presentan un mecanismo X1X,Y en los machos (158).

De las 16 especies de Sudamérica, 15 de ellas presentan un sistema
sexual XY, una posee X{XaY (7. tibiamaculata) y dos especies presentan el
sistema sexual X X2X3Y (7. vitticeps y T. eratyrusiformis).

A pesar de su importancia como vectores de |la enfermedad de Chagas, los
estudios citogenéticos en los triatominos son relativamente escasos. Por esta
razén los analisis realizados sobre estos insectos revisten particular
importancia tanto a nivel de ciencia basica como de ciencia aplicada. Entre los
posibles beneficios de este tipo de investigacién merece la pena destacar los
siguientes puntos:

1.- El estudio de la variacién intraespecifica para caracterizar y diferenciar
poblaciones, lo cua!l puede servir en la estimacion de la capacidad de
dispersion y rutas de colonizacién de una especie dada.

2.- Diferenciacién de especies con problemas de identificacién taxonémica.
Esto es singularmente valioso para aquellas especies con importancia
epidemiolégica. '

3.- Establecer relaciones evolutivas, las cuales son particularmente
importantes en el género Triatoma al tratarse de un grupo supuestamente
polifilético.
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4.- Andlisis de la estructura y comportamiento segregacional de los
cromosomas holocéntricos pues muestran una gran heterogeneidad entre

los distintos organismos estudiados.

1.14 Morfometria

La morfometria es una rama de la biometria que es fa ciencia que estudia
las variaciones biol6gicas de los organismos. La biometria considera que las
variaciones son un fendmeno universal de la vida que merece un estudio
propio. Se ha considerado que las variaciones cuantitativas del fenotipo, como
la altura del hombre o el ritmo cardiaco, dependen nicamente de influencias
externas. Esto no es asf ya que muchos experimentos de laboratorio han
demostrado que la mayoria de las variaciones del fenotipo se deben en parte a
causas geneéticas. Asi podemos decir que las vanaciones genotipicas de un
organismo puede tener dos componentes: un componente ambiental y un
componente geneético (160).

El componente genético, aunque sea desconocido, es el argumento
principal para convertir a la morfometria en un instrumento valido en biologia
evolutiva. Pero no hay que olvidar que el componente ambiental de la variacion
fenotipica forma parte también de la biologfa, y que la morfometria lo puede
detectar mejor que cualquier otro método. Por ejemplo: la simetria de un
organismo puede variar Unicamente por causas ambientales, como puede ser
en el caso de los Tritominos el paso de una vida silvestre a una vida domeéstica.
(160)

El objetivo de la morfometria es brindar una definiciéon cuantitativa del
fenotipo para estudiar sus variaciones en relacién a los parametros que son de
interés para el investigador. Su método es la medicién del individuo entero o de
segmentos relevantes del individuo, ya sean componentes externos o intermnos.
Para cualquier caracter fenotipico, podriamos considerar al individuo como el
producto de dos influencias diferentes: la genética (por medio de los genes) y la
ambiental (temperatura, humedad, etc.) (Fig 3). El conjunto de estos caracteres
se conoce como caracteres multifactoriales y son caracteres cuantitativos, y su

estudio constituye la genética cuantitativa. La morfometria se interesa
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principalmente en los caracteres continuos, es decir de aquellos que resultan
de mediciones o de colecta de coordenadas (160).

Fig. 3. Influencias en la variacién del fenotipo
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La heredabilidad del caracter depende de la poblacién estudiada. No se
puede usar un valor de heredabilidad para interpretar los datos de morfometria.
Hay seleccién de ciertos genotipos y por lo tanto tas pobiaciones geograficas
presentan diferencias en sus valores continuos debido a una seleccion natural.
Lo interesante es saber si las diferencias que se encuentran tienen un valor
genético o no. Para esto se debe tratar de eliminar de manera real o tedrica la
contribucién del medio ambiente. Por otro-lado, con la morfometria también se
puede eliminar la influencia genética y ver la influencia ambiental. Esto se
puede hacer comparando estructuras bilaterales como por ejemplo ala derecha
y ala izquierda. Si hay diferencias no se deben a una influencia genética sino a
una influencia af‘nbiental. El estudio de la simefria de un individuo permite
enfocarse a la influencia del medio ambiente en este individuo. Las diferencias

morfolégicas entre especies resuitan de los efectos de la seleccidn natural
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sobre los atributos genéticos y ambientales del fenotipo, asi como de los
cambios evolutivos del genoma (161).

Se define a la heredabilidad como la capacidad de seleccionar a ciertos
fenotipos. Lo que hace el hombre para mejorar una raza lo hace también la
seleccién natural: los fenotipos mas adaptados sobreviven y su descendencia
hereda el substrato genético seleccionado. De esta forma se diferencian
poblaciones locales. Para saber si las diferencias métricas entre dos
poblaciones geograficas son algo mas que accidentes ambientales se usan dos
métodos: uno que intenta eliminar las vanaciones ambientales, y otro que se
basa en la idea de que la forma de un individuo es un caracter especifico,
menos influenciado por el ambiente que su tamano.

El primer método intenta eliminar las variaciones ambientales con la idea
de que si persisten las diferencias en un mismo ambiente, o si aparecen
nuevas diferencias en un mismo ambiente, dichas variaciones tienen
probablemente un origen genético. El segundo método es mas especulativo y
no utiliza dos generaciones de individuos. Se basa en la distincién entre
tamafio y forma, con la idea de que la forma es un caracter menos influenciado
por el ambiente, y como consecuencia mas aproximado a las diferencias
evolutivas entre especies. El tamario es una variable faciimente modificada por
factores externos. Los insectos tienen un tipo discreto de patrones de
crecimiento. Una vez que se alcanza el estado adulto y el exoesqueleto esta
esclerotizado, el tamafo y la forma se fijan para toda la vida.

Se pueden definir dos tipos de cambio de tamafio: uno llamado cambio
isométrico y otro llamado cambio alométrico (Fig 4). El cambio isométrico
resulta de la multipticaciéon por un mismo coeficiente de todas las variables
medidas. Se puede comparar este cambio a una fotocopia ampliada ya que su
forma no cambia, pero su tamano crece. El cambio alométrico resulta de la
multiplicacién de cada caracter por un coeficiente diferente cuando crece el
conjunto, lo que ileva a un individuo mas grande pero con aspecto diferente. En
los organismos vivos casi no existen cambios isométricos, en cambio los
alométricos parecen la regla. Asi se llaman variables de "conformacién” a las
variables libres de cambio isométrico, y variables de "forma" a las variables
libres de cambios alomeétricos (160).
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Fig 4. Isometria y Alometria
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En morfometria lo que se mide son distancias que van de un punto al otro,
para ello se puede utilizar el micrdmetro ocular que aunque es un método
menos preciso para obtener mediciones, es uno de los métodos mas
econdmicos. Para todos estos métodas de obtencion de datos, es importante la
eleccion de los segmentos corporales que se miden. Es mejor seleccionar las
partes del cuerpo que son delgadas, como por ejemplo las alas, ya que se
reduce asl el problema de orientar el objeto en el espacio tridimensional de la
misma manera para cada individuo. Con la cabeza de los triatominos existe el
problema de que como es una estructura tridimensional existen ciertos puntos
homélogos aparentemente buenos que pueden ser apreciados de manera
diferente en relacién a la posicién de la cabeza bajo el microscopio. Estos
métodos tradicionales producen mediciones menos confiables que los métodos
basados sobre técnicas informatizadas. Sin embargo, fos métodos tradicionales
siguen siendo de gran valor, especialmente en casos de falta de recursos, pero
debe de tomarse en cuenta el error de precision, 1o que significa volver a medir
una muestra al azar de mas o menos 30 individuos, y comparar la segunda

colecta de datos con la primera. La precisién nos informa del error experimental
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ligado a [a toma de mediciones (o de coordenadas), lo cual podria generar
falsas diferencias entre los grupos comparados (97).

Un analisis morfométrico puede eliminar los cambios inducidos por el
ambiente y apuntar a las diferencias métricas independientes del tamafio. Para
esto existen muchas técnicas basadas en andlisis multivariado (162).

La Morfometria le proporciona al investigador de un conjunto de técnicas
analiticas muy podeross para cuantificar la variacion morfométrica y
tentativamente disectar los componentes genético y ambiental de los rasgos
examinados. A partir de un conjunto de mediciones los analisis permiten
obfener nuevas variables que describe la conformacién y un aspecto del
tamafio, el cual podrfa ser explicado por factores fisioldgicos ocurriendo
durante 1a ontogenia o por adaptaciones acaecidas durante la historia evolutiva.
El objetivo de los andlisis es estudiar por separado la conformacion y el
tamano, relacionando estos componentes morfométricos con el entorno intemo
y externo de las poblaciones, suponiendo que ambos son modificados por
razones bioldgicas diferentes

Uno de los problemas en un estudioc morfométrico es la correlacién
biolégica que pueden tener los caracteres utilizados. Para eliminar la
correlacion estadistica entre los caracteres, el anélisis univariado o bivariado se
descarta, y se consideran solamente ciertas técnicas de analisis multivariado
(Analisis por Componentes Principales y Analisis Discriminante). Estas ultimas
crean combinaciones lineares de variables iniciales (componentes principales o
factores) que por construccion matematica no presentan correlacion entre eltas
(20).

1.14.1 Analisis Univariado de las Mediciones.

El andlisis univariado se refiere a la comparaciéon entre grupos de
individuos para cada caracter por separado, generalmente se realizan tantas
comparaciones entre grupos como de caracteres utilizados. La comparacion es
mediante la aplicacién de pruebas estadisticas. Este analisis es muy util para el
estudio de la simetria del organismo. La comparacién estadistica entre los
grupos, o entre los lados del cuerpo, verifica si las diferencias observadas son

compatibles con el azar.
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Las pruebas estadisticas se pueden subdividir en dos categorias: las
pruebas paramétricas y las no paramétricas. Las pruebas paramétricas
comparan los promedios entre si, considerando su desviacién estandar o su
varianza y el nimero de individuos comparados. Estas pruebas requieren de
dos requisitos: una distribucién normal de los valores de las mediciones, y la
igualdad de varianzas entre los grupos comparados. Para encajar con las
condiciones de aplicaciéon de las pruebas paramétricas, los datos iniciales se
pueden transformar. Una transformacion comun es tomar los logaritmos
naturates de los valores iniciales de medicion. Esta transformacién logaritmica
de los datos es muy importante en analisis multivariados (160).

Después de comparar los grupos para cada caracter, se vuelve a
considerar los niveles de significancia de cada comparacion con el nivel de
significancia corregido por la féormula de Bonferroni. Esta prueba se utiliza
mucho para hacer analisis de simetrias (160).

Es evidente que para cada caracter uno puede demostrar graficamente
€omo varia su rango entre grupos estudiados. Existe sin embargo una forma de
presentar todos los caracteres utilizados y que no carece de visibilidad. Se
Hama "perfil de Guillaumin" (163). Esta grafica es muy informativa sobre el
tamafio general de un grupo con relacion a otro, indicando ademas cuales son

las variables que podrian ser diagnosticadas entre ciertos grupos.

1.14.2 Analisis multivariado de mediciones (ACP)

Cuando se unen las variables iniciales en "nuevas” variables combinando
la informacién de la totalidad de las medidas, se habla de analisis multivariado.
En analisis multivariado define la variacion entre grupos a partir de variables
independientes. Esto es lo que permite el analisis multivariado, porque los
"coeficientes" se calculan con el objeto de generar factores sin correlacion
estadistica entre si. Para hacer un anilisis multivariado valido se recomienda
no utilizar dos medidas redundantes. Los criterios de seleccién entre estas
medidas se deben basar en precision y exactitud. Segin Sokal (164) la
“precisiéon es la cercania entre medidas repetidas del mismo objeto” mientras
que la “exactitud es la cercania de un dato medido o computado a su verdadero
valor”.
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Estas variables se combinan en pocos factores. En términos matematicos,
la “nueva variable" representando, por lo menos en parte, al conjunto de las
variables iniciales, es una combinacion lineal de las variables iniciales. Para el
analisis de componentes principales (ACP), esta variable recibe el nombre de
"componente principal'. Si comparamos diferentes especies de insectos a
través de dos medidas, como el largo y ancho del cuerpo, haremos dos
comparaciones separadas entre las especies. Si podemos combinar las
informaciones conjuntas del largo y del ancho de cada especie en una "nueva
variable", haremos entonces una sola comparacion estadistica entre ellas.

El ACP produce factores que rinden cuenta del rango maximo de la
variacion generada por la totalidad de los individuos, sin tomar en cuenta su
pertenencia a tal o cual grupo. En esta representacion, generalmente definida
por los dos primeros componentes principales (CP1 y CP2) los individuos son
puntos méas o menos agregados que forman "nubes". El tamafo es
generalmente identificado con el primer componente principal: en otras
palabras, el valor de un individuo en el primer componente principal es una
medida del tamafio global def cuerpo. EI ACP requiere transformar los datos a
flog porque son andlisis paramétricos. Se transforman todos para cumplir con

distribucion normal y varianzas iguales (160).

1.14.3 Analisis Discriminante de las mediciones (AD)

En este tipo de analisis se incluyen los datos de cada individuo y del grupo
al que pertenecen, separando de esta manera los grupos estudiados. El AD
genera factores independientes no correlacionados entre si, sobre los cuales
los individuos se pueden proyectar en una grafica de 2 6 3 dimensiones. Estos
factores se conocen como factores discriminantes (FD), funciones
discriminantes o variables candnicas.

La diferencia fundamental entre el ACP y el AD es que el célculo de
funciones discriminantes considera la pertenencia de los individuos a los
diferentes grupos definidos por el observador. El objetivo de AD no es entonces
cuestionar los grupos definidos por el observador (como lo puede hacer el
ACP) sino que es el separarlos, discriminarios de la mejor manera posible,

guardando sin embargo una ausencia total de correlacion entre los factores.
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Este tipo de andlisis considera a los diferentes grupos de analisis y es més
exigente en cuanto al ndmero de individuos por grupo (160).

Igual que en el ACP, en el AD se puede proyectar a los individuos sobre los
dos primeros factores, y examinar la posicion de los grupos. Si se considera un
nuevo individuo o grupo desconocido, se pueden utilizar las funciones
discriminantes para atribuirlo al grupo mas probable. Ef AD puede proponer una
clasificacion para todos los individuos, tanto los utilizados en el analisis como
de ofros. Su clasificacién puede ser comparada con la clasificacién observada y
el grado de concordancia estima el valor det analisis.

La morfometria no se limita a comparar los tamarios entre individuos, sino
que también intenta cuantificar y comparar sus formas. Lo que se busca no es
solamente conseguir una representaciéon de fa conformaciéon de un individuo o
de una estructura anatémica, sino también una representacion que sea estable,
libre de variaciones de tamafio. Los intentos de reducir la influencia del tamafo
sobre las diferencias métricas se pueden clasificar de acuerdo al tamafio
isométrico y tamafio alométrico. Los cambios que acompafian de manera
pasiva el cambio de tamario, es decir los cambios alométricos, corresponden a
lo que se espera entre individuos o poblaciones de la misma especie. Por
pertenecer a la misma especie, estos individuos tienen la misma forma de
crecer o la misma alometria. Especies distintas al contrario no son las mismas
extensiones alométricas, tienen generalmente sus propias formas de crecer.

Para estudiar el efecto del medio ambiente eliminando la parte genética se
usa la asimetria. Los insectos presentan una simetria bilateral: 3 pares de
patas, dos ojos, dos alas, etc., generalmente estas estructuras bilaterales son
iguales. Cada lado esta bajo el control de los mismos genes, las células del
lado derecho y las del lado izquierdo tienen el mismo genoma, de tal modo que
fa igualdad bilateral “deberia ser perfecta”. De no ser asi, se deben buscar las
causas “probablemente” en factores ambientales, no genéticos (160).

La obtencién de una simetria sin defectos en el organismo maduro resulta
de un desarrolio perfectamente canalizado desde los primeros estadios de vida.
En la hipotesis de una ausencia de causas genéticas, el grado de asimetria nos
informa sobre los problemas surgidos que pudieran haber perturbado el
desarrollo perfecto del organismo. Sin embargo la hipétesis de una ausencia de

causas genéticas a la asimetrfa no siempre es vélida. Se han descrito varios
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tipos de asimetria, las cuales probablemente tienen causas diferentes. Existe la
asimetria fluctuante que resulta tipicamente de los pequefios accidentes
ocurridos durante el desarrollo, produciendo diferencias individuales en el
grado de asimetria. Este tipo de asimetria tiene causas ambientales, no
genéticas. La antisimetria se presenta cuando los dos lados del cuerpo difieren
siempre por un mismo valor, pero el lado mas grande no siempre es el mismo
(izquierdo o derecho). La diferencia con la asimetria direccional es que los
promedios enire izquierda y derecha tienden a ser iguales o no
significativamente diferentes. Se podria imaginar la antisimetria como una
asimetria direccional que perdié la nocién de izquierda-derecha. Por ejemplo no
siempre el lado izquierdo es el mas grande, a veces [0 es pero otras veces no.
Esto resulta en una distribucién bimodal de las diferencias bilaterales. La
antisimetria tiene un origen genético (160).

Dimorfismo sexual y Medio ambiente

Los especimenes machos y hembra de la misma especie de insectos
difieren externamente por la morfologia de sus genitales y por otros rasgos no
discretos relacionados con el tamafio del cuerpo. Para estos rasgos existe un
dimorfismo sexual con distribucion de varianza y media a nivel poblacional. Se
sabe que existe dimorfismo sexual en triatominos, que las hembras en
promedio son mas grandes gue los machos, pero ningun estudio previo ha
examinado este rasgo de dimorfismo en diferentes hébitats (97). Ya que la
importancia vectorial de los triatominos esta asociada con su domiciliacién, es
importante investigar si algunos rasgos de los insectos estan asociados con
esta domiciliacién. Dujardin y col (97) detectaron un dimorfismo sexual, debido
a reduccion en el tamafio total, mas pronunciado en hembras, en la transicion
del habitat silvestre al domiciliario. Los especimenes domiciliarios en promedio
tendlan a ser mas pequefios que los silvestres solamente para dos caracteres,
lo que podria ser debido a una mayor sobrevivencia de los triatominos en el
habitat doméstico. El analisis cuantitativo de estos cambios revelé que la
reduccién en el tamafio promedio se debe principalmente a reduccién en el
tamafio en las chinches hembras, lo que lleva a una reduccién en el dimorfismo
sexual.



1.15 Control de la transmisién vectorial de la enfermedad de Chagas

El control de la Tripanosomiasis americana tiene una larga historia. Se
inicié a principios del siglo XX, cuando se identifico el agente infeccioso y a sus
vectores, Rapidamente se hizo aparente que una aproximacion para controlar
la enfermedad involucraria el detener 1a transmision controlando al vector. En
diferentes lugares de América Latina se intenté modificar el ambiente del hogar
mejorando las casas rurales, reemplazando los techos, enyesando las paredes,
etc., para controlar la presencia de los triatominos domesticos. La llegada de
los insecticidas piretroides, en la década de los 40, que son biodegradables y
que actuan a nivel del sistema nervioso central de los insectos trajo mayores
cambios ya que permitié el control de los triatominos mediante el rociado de las
casas con insecticidas con acciéon residual y con formutaciones adecuadas
(165,166).

El control de los triatominos domésticos mediante el rociado de las casas
con insecticidas se ve favorecido por un rasgo biol6gico que es el de que son
de reproduccioén lenta o sea que son estrategas k, adaptados para hacer una
explotacion eficiente de habitats estables (a diferencia de los mosquitos que se
reproducen rapidamente y son estrategas r adaptados a una rapida explotacién
de habitats cambiantes). Un intento de controlar al vector involucra la
modificaciéon de su habitat, por ejemplo haciéndolo téxico para fos insectos
blanco. Los triatominos no se pre-adaptan, ellos tienden a tener baja
variabilidad en sus po'blaciones, de tal manera que es muy dificil la seleccion
de atributos nuevos como la resistencia a insecticidas. Otra ventaja de esta
reproduccion lenta es que atn en donde hay dificultades operacionales locales,
hay tiempo para reorganizar intervenciones de control selectivas antes de que
cualquier poblacién residual de chinches pueda regresar a los altos niveles
anteriores. Asi mismo se ha visto que a corto plazo entre triatominos es raro o
accidental el que haya intercambio de individuos entre poblaciones con
localizacion geogréfica diferente, por lo que se puede llevar a cabo una
campafia de control sin que exista gran riesgo de reinvasion de éreas no
tratadas (166).
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El éxito de las campafias de control depende iniciaimente de obtener una
amplia cobertura geografica para eliminar todos los focos domésticos y
peridomésticos de infestacion, y luego una vigilancia sostenida a largo plazo
para identificar y tratar selectivamente las reinfestaciones.

Tradicionalmente esta lucha se basa en la educacién sanitaria de la
poblacién, el mejoramiento de la vivienda y la desinfestacion de las viviendas.
Cuando estos criterios se cumplen, las poblaciones domésticas de triatominos
pueden ser eliminadas rapidamente, y los sistemas de vigilancia basados en la
comunidad pueden ser establecidos para consolidar la desinfestacién lograda y
para prevenir que los triatominos vuelvan a colonizar las viviendas (81,167).

A partir de julio de 1991, en un esfuerzo conjunto de los Ministros de Salud
de Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay, se cred una Comision
Intergubemamentat para la eliminaciéon de T. infestans y la interrupcién de la
tripanosomiasis americana transfusional (programa denominado iniciativa de
los Paises del Cono Sur). En 1997 se anunciaron otras dos iniciativas contra [a
enfermedad de Chagas: la iniciativa de América Central que involucra a
Guatemala, Honduras, El Saivador y Nicaragua en una accion simultanea para
eliminar a su principal vector, Rhodnius prolixus y suprimir vectores
domésticos secundarios como T. dimidiata y mejorar la busqueda de
donadores de sangre para evitar transmision por transfusion; y fa iniciativa del
Pacto Andino que involucra principalmente a Venezuela y a Colombia con
objetivos similares (166).

En el informe de la [l Reunion Intergubermnamental de la Iniciativa del
Cono Sur (marzo 1994) se reportd que se habfan logrado grandes avances en
la eliminacién de T. infestans de la vivienda humana mediante el uso de
insecticidas residuales. Sin embargo también se encontré que en Argentina,
Chile, Brasil y Uruguay entre el 3 y 4% de las viviendas rociadas eran
reinvadidas por la misma especie. Para explicar el origen de estas
reinfestalciones se dieron dos hipétesis: que los nuevos individuos provenian de
poblaciones residuales sobrevivientes de la primera aplicacion del insecticida; o
que las reinfestaciones resultaban de individuos procedentes de poblaciones
vecinas, y que hablan llegado ahi por dispersion activa o pasiva. La estrategia

de control es diferente segin se trate de una hipétesis o de ia otra.
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Es en este contexto donde la morfometria y la citogenética pueden
ayudar a resolver esta interrogante. El grupo de Panzera (99) describié una
extensa variacién cromosémica de bandas C en T. infestans de Uruguay, esta
variacién intraespecifica permitié por un fado, diferenciar poblaciones naturales
con habitats y capacidades vectoriales distintas, como son las pertenecientes a
las regiones Suroeste y Noroeste de Uruguay. En relacion al problema de las
infestaciones, la comparacién de las distintas frecuencias de los patrones
cromosdmicos de bandeo, en sucesivas colectas de una misma localidad,
podria apoyar algunas de las hipétesis sobre el origen de las reinfestaciones. El
andlisis de pequefias muestras de T. infestans colectadas en la Sexta
Seccional de Tacuarembd durante los afios 1989, 1992, 1993 sugirieron que
los insectos de las reinfestaciones provenian de individuos residuales del ciclo
anterior, ya que las sucesivas colectas no presentaron diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias de los distintos patrones de
bandeo (168).

En 1997 (169) al realizar un estudio de morfometria en los focos
silvestres de T. infestans en Bolivia encontré que la reinfestacion encontrada
después de aplicar insecticida provenla de una poblacion residual.

En 1999 Dujardin (170) mediante un estudio mofométrico encontré que
la reinfestacion de T. infestans en Cordillera (Bolivia) después de la aplicacion
de insecticida provenia de focos vecinos.

El control de la enfermedad de Chagas por eliminacion de las especies
vectoras domésticas de triatominos recibe actualmente una gran atencién por
los gobiernos de los paises mas afectados, y por organizaciones
internacionales como la OMS y la OPS. Una evaluacion reciente muestra que
las campafias de control son socialmente viables y técnicamente posibles,
mientras que un analisis econdmico muestra que son ademas beneficiosas
desde el punto de vista financiero (150). En diferentes areas de Latinoamérica
se sabe que algunas especies de insectos que usuaimente eran consideradas
como silvestres se estan adaptando al habitat doméstico, invadiendo casas y
ambientes peridomésticos. Esto es particularmente evidente en &areas que
estan experimentado grandes cambios en el uso de la tierra, donde existe un
numero creciente de informes sobre especies silvestres raras 0 poco conocidas

de triatominos que estan empezando a invadir los domicilios humanos.
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En distintas zonas de Brasil, especies como T. brasiliensis, 7. sordida,
Panstrongylus megistus y Rhodnius neglectus estan colonizando las casas en
las que se ha controlado a T. infestans (92). Lo mismo ocurre con T. rubrovaria
en Uruguay (168). Debido a que estas especies mantienen su ecotopo
silvestre, la eliminacion de estas nuevas especies domiciliadas no se podra
basar exclusivamente en el rociado de las viviendas con insecticidas como en
el caso de T. infestans. Con el objeto de obtener un control vectorial eficaz se
debe determinar si estos nuevos focos domiciliados se mantienen como
entidades aisladas de las poblaciones silvestres o si por el contrario existe
entre ellas intercambio de individuos. Para esto nos puede ayudar la genética
mediante el uso de marcadores cromosémicos, morfométricos, isosenzimaticos
y/o moleculares que nos puedan dar una estimacién del flujo de individuos
entre las distintas poblaciones. El tipo de marcador genético que se debe
utilizar depende de cada especie y poblacién. Con el estudio isoenzimatico se
ha logrado muy buenos resultados en T. rubrovaria (171), donde ia citogenética

fue incapaz de diferenciar pobjaciones.
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2. ANTECEDENTES.
2.1 Conocimientos de capacidad vectorial

Para que una especie sea un buen vector de T. cruzi debe reunir ciertas
caracteristicas como son el tener habitos domiciliarios, alcanzar una buena
densidad en la vivienda, ser antropofilica, buena receptora de la infeccién por el
parasito y defecar inmediatamente después, o durante el momento de
alimentarse. Cuando estas condiciones se dan se presenta el ciclo domiciliario
(172).

La adaptacion al habitat humano es lo que define a un triatomino como un
vector y como una prioridad para una campafa antivectorial. Por ejemplo dos
especies de triatominos pueden estar adaptadas al parasito y a la transmision
del mismo y la especie que esté mejor adaptada al habitat humano es la que
sera el vector importante (20).

El habitat del hombre al que se adaptan numerosas especies de
triatominos se subdivide en domiciliario que es donde habita el hombre y
peridomiciliario que son las estructuras donde viven los animales domésticos
(perros, chivos, cochinos, pollos, etc). Esta definicion descansa mas sobre
bases operacionales (tasas de reinfestacion después del tratamiento con
insecticida) que sobre bases biolégicas. Se dice que un triatomino es
peridoméstico cuando se encuentra donde habitan los animales domeésticos y
no dentro de la habitacion del hombre. Es una etapa de la colonizacion del
domicilio por el triatomino (20).

2.2 Triatoma pallidipennis

T. pallidipennis pertenece al complejo phyllosoma. Algunas de sus
caracteristicas morfolégicas son las siguientes: la longitud del macho es de 31-
34 mm y de la hembra de 32-35 mm. El ancho del pronoto del macho es de 6-7
mm y de la hembra de 6-7.5mm, el ancho del abdomen del macho es de 12-13
mm y de la hembra de 13-16 mm. Tiene un cuerpo muy ancho con alas
relativamente angostas. El color total va de café oscuro a negro, con manchas
rojo anaranjadas sobre el cuello y conectivo y con un corio con un color casi

por completo blanco amarillento. Las setas de la superficie dorsal son
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numerosas y la mayoria son cortas de no mas de 0.3mm. Su cabeza es negra,
el pronoto es negro, los hemélitros y las alas dejan al descubierto el conectivo y
la porcion lateral de los urotergitos. Los hemélitros de las hembras llegan hasta
el urotergito VI y el de los machos hasta el urotergito VII (12).

T. pallidipennis tiene un amplio rango de distribucién en México y es
aparentemente simpatrica con T. mazzottii, T. longipennis y T. picturata. Su
distribucién por el centro del pais va desde el norte del estado de Zacatecas a
través de los estados de Guanajuato, Querétaro, México, Puebla y Morelos; a
lo largo del Pacifico desde Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, habiéndose
hecho algunas colectas en la planicie alta de la regién mixteca de Oaxaca, a lo
largo de la costa del Golfo T. pallidipennis solamente ha sido colectada en
Veracruz (Fig 5) (103,111,113,173, 174). En el estado de Morelos que se
encuentra al suroeste de la ciudad de México, T. pallidipennis es la principal
especie de triatomino encontrada. Se puede colectar T. pallidipennis de
infestaciones de casas (huevos, ninfas y adultos en la misma casa), de
peridomicilios y del area silvestre tanto en las zonas rurales como en las
urbanas (25,107,175,176).

A pesar de que hay algunos reportes sobre colectas de T. pallidipennis en
domicilios, esta especie se conoce como una especie no domiciliada. La
domesticacion y/o urbanizacion de esta especie, considerada antes como
completamente silvestre, no pudo haber ocurrido en poco tiempo, y dada la
aparente distribucion al azar de infestaciones en diferentes comunidades tanto
rurales como urbanas del estado de Morelos el distanciamiento fenotipico y
genético de las poblaciones pudo haber evolucionado hasta el punto de que se
pueda medir.
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Figura 5

Distribucion de Triatoma pallidipennis.
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2.3 Uso de la Citogenética en otros complejos

Recientemente se ha usado la citogenética en los triatominos para aclarar
problemas de identificacién taxonomica en especies que son morfolégicamente
muy similares y que tienen diferente importancia epidemiolégica como vectores
de la enfermedad de Chagas. En algunas de las especies en las que se ha
detectado heterocromatina C, también se han observado variaciones
intraespecificas. Panzera (99,177) describié una gran variaciéon en poblaciones
naturales de T. infestans de Uruguay, siendo la primera referencia de
polimorfismo cromosémico en todo el grupo Heteroptera. Mediante bandeo
cromosomico detectd variaciones intraespecificas en T. infestans, que permiten
diferenciar adecuadamente poblaciones provenientes de diferentes localidades.
Este marcador genético junto con el andlisis de isoenzimas, puede estimar el
flujo génico entre poblaciones naturales y por lo tanto la capacidad de
dispersion de este vector. Este tipo de informacion ha ayudado a aclarar las
rutas de migracion de T. infestans y lo puede hacer con otras especies, no
solamente desde el punto de vista historico, sino que también puede predecir
las tendencias que tienen las especies hacia la domiciliacion.

En 1997 Panzera (125) al estudiar por citogenética y electroforesis de
isoenzimas a tres especies de triatominos: T. sordida, T. gusayana y T.
patagobnica, que son especies muy parecidas desde el punto de vista
morfolégico (morfologia, antenas y genitalia), ecoldgico y etolégico y que tienen
diferente importancia como transmisores de la enfermedad de Chagas,
encontraron que aunque tienen el mismo nimero diploide, cada especie tiene
diferente comportamiento cromosémico al estudiar la meiosis en el macho,
también encontraron diferente cantidad y localizacion especifica de bloques de
heterocromatina para cada una de las especies. En este mismo estudio las
caracteristicas de los cromosomas permitieron diferenciar dos poblaciones de
T. sordida provenientes de diferentes areas geograficas con diferentes
caracteristicas ecolégicas ya que una de ellas era doméstica y la otra era
silvestre, lo que fue confirmado por electroforesis de isoenzimas. Con esto
vemos que la citogenética y la electroforesis de isoenzimas se pueden usar en

triatominos para caracterizar especies y poblaciones relacionadas y que la
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utilidad de la citogenética aumenta cuando se le aplica junto con otros analisis
genéticos.

En el género Triatominae existen problemas de caracter taxondémico
pendientes que involucran a especies o grupos de especies con importancia
epidemioldgica evidente en cuya resolucion la citogenética podria servir de
ayuda,por ejemplo: a) al grupo taxonomico prolixus integrado por R. prolixus, R.
nasutus, R. neglectus, y R. robustus; b) el complejo phyllosoma integrado por
T. pallidipennis, T. picturata, T. mazzottii, T. phyllosoma, T. mexicana, T.
longipennis presente en México, se le han realizado estudios preliminares en
material proveniente de insectario y se ha podido encontrar marcadores
cromosémicos con los que es posible diferenciar a algunas de las especies de
este complejo (144); c). Respecto a T. pallidipennis, existen evidencias de dos
mecanismos sexuales diferentes; el primero reportado por Koshy (178) que
sugiere un mecanismo sexual de 22n=20A+XY en machos, y el segundo
reportado por Ueshima (156) y Panzera (144) quienes reportan un mecanismo
sexual de 23n= 20A+X;X,Y también en machos; d) las variedades
morfolégicas y cromaticas que se observan en T dimidiata, un vector
importante de T. cruzi en México y Centroamérica (12); e) y en; las variantes
morfolégicas y/o cromaticas que se observan en un numero determinado de
especies de triatominos del complejo protracta de Norteamérica, algunas de las
.cuales han sido elevadas al rango de especie siguiendo criterios
exclusivamente morfolégicos ( por ejemplo T. melanosoma).

La presencia de heterocromatina C autosémica es frecuente en varias
especies del género Triatoma. En un trabajo realizado por Panzera en 1995
(145), se estudiaron los cariotipos por bandeo C y el proceso meibtico de T.
platensis y T. delpontei y se compararon con los de T. infestans. A pesar de.
que las 3 especies presentan el mismo nimero diploide, autosomas largos,
bloques de heterocromatina C y cromocentros heteropicnéticos formados por
autosbmas y cromosomas sexuales, cada especie presenta diferente
comportamiento cromosémico durante la meiosis del macho, diferente

contenido de DNA y localizacion y cantidad especifica de heterocromatina C.
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2.4 Usos de la morfometria en otros complejos.

En 1995, Casini y col (179) encontraron diferencias métricas entre las
poblaciones de T. infestans del Norte y del Sur de Uruguay tanto en las
poblaciones naturales como en las criadas en el laboratorio. En 1997 Dujardin
(97) encontré diferencias de forma entre las poblaciones silvestres y
domésticas de T. infestans y de Panstrongylus rufotuberculatus (127) en
Bolivia.

Dujardin reporta (131) un pequefio dimorfismo sexual debido a una
reduccién en el tamafio mas pronunciado en las hembras en la transicién de T.
infestans del habitat silvestre al doméstico. Un analisis cuantitativo revelé que
la reduccion en el tamano promedio es debido principalmente a la disminucién
del tamano en las hembras llevando a una correspondiente reducciéon en el
dimorfismo sexual.

El mismo autor reporté en 1999 (180) una disminucién en el dimorfismo
sexual de mediciones de cabeza en Rhodnius domesticus en el que se
encontr6 que los ejemplares hembras colectados en el campo eran
signiﬁcativaménte diferentes a los machos en casi todas las mediciones,
mientras que no se encontraron diferencias entre los machos y hembras
provenientes de ejemplares criados en el laboratorio. EI mismo hizo una
comparacion similar en 5 mediciones de cabeza realizadas en T. infestans de
Bolivia proveniente de habitats silvestre y domiciliario encontrando dimorfismo
sexual significativo solamente en las poblaciones silvestres pero no en las
domiciliarias y la reduccion del tamafio fue mayor para las hembras.

También se ha visto en R. prolixus y en T. infestans que la variacion del
tamafio de los insectos corresponde con las rutas que se ha supuesto siguieron
las migraciones de insectos y que el tamano va disminuyendo desde las
regiones donde se originaron hacia las regiones de colonizacion mas reciente
(128).

De acuerdo con Carcavallo et al (90), Rhodnius tiene solamente un
complejo especifico que es el de R. prolixus Stal, 1859. Las especies que

pertenecen a este complejo son R. robustus, Larrouse, 1927, R. neglectus
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Lent, 1954 y R. nasutus Stal, 1859. Los estudios llevados a cabo tanto
morfomeétricamente como de isoenzimas determinaron que las diferencias entre
R. prolixus y R. robusuts son casi indetectables en muchas poblaciones,
mientras que en otras se puede llegar a una diferenciacion especifica. Esto
sugiere que hay areas con barreras goegraficas y ecoldgicas, mientras que en
otras la hibridicacion es frecuente y por lo tanto las diferencias especificas son
mucho menos aparentes.

Se ha visto que existen diferencias de tamafio estadisticamente
significativas entre poblaciones de R. pallescens que viven en diferentes sitios

geograficos (181) atribuidas a mecanismos de seleccion adaptativos.
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. JUSTIFICACION

. El principal vector de la enfermedad de Chagas en el estado de Morelos es

Triatoma pallidipennis en donde se han encontrado poblaciones

intradomiciliarias, peridomiciliarias y silvestres.

. Se sabe que estas poblaciones tienen una tasa de infectividad con T. cruzi.
del 40 al 80% (176). '

. No se han caracterizado las poblaciones de T. pallidipennis de Morelos

desde el punto de vista de citogenética y morfometria.

. Es importante establecer si existen o no diferencias entre estas poblaciones

para poder utilizarlas como marcadores a largo plazo en un programa de
control vectorial.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

. Comparar diferentes poblaciones de Triatoma pallidipennis provenientes del

estado de Morelos, en base a sus caracteristicas citogenéticas vy
morfométricas. Estas poblaciones seran definidas por su comportamiento
en relacion a ambitos domiciliarios y silvestres.

Relacionar las caracteristicas morfométricas y citogenéticas con la
capacidad vectorial para Trypanosoma cruziy Trypanosoma rangeli.

4.2 Objetivos particulares

1.-

2.-

Determinar la infectividad por T. cruzi de las diferentes poblaciones de T.
pallidepennis.

Analizar por medio de citogenética el comportamiento cromosémico
durante la meiosis del macho de las diferentes poblaciones
(intradomiciliaria, peridomiciliaria y silveste) de Triatoma pallidipennis.
Caracterizar la heterocromatina de estas poblaciones de T. pallidipennis
mediante técnicas de bandeo C.

Analizar por morfometria de cabeza y alas las diferentes poblaciones de T.
pallidipennis.

Determinar por morfometria el dimorfismo sexual de las diferentes
poblaciones de T. pallidipennis.

Determinar mediante morfometria la simetria de las alas de las diferentes
poblaciones de T. pallidipennis.
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5. METODOLOGIA
5.1 Definicién de Términos

Area intradomiciliaria es el area incluida dentro de las paredes de la casa
habitacion donde pernoctan y conviven los integrantes del hogar.

Area peridomiciliaria es el area fuera de las paredes estructurales del
hogar, que pertenecen al mismo y que se encuentra a veces rodeada por una
barda, en donde los integrantes de la familia realizan actividades.

Area silvestre es el area que se encuentra fuera del area urbana y en la
que todavia se encuentran las condiciones ambientales sin ningun disturbio del

ambiente natural original.

5.2 Area de Estudio

El estudio se realizé en triatominos provenientes del area metropolitana de
Cuernavaca incluyendo los municipios de Cuernavaca, Temixco, Jiutepec,
Emiliano Zapata y Xochitepec, de Yautepec y de Chalcatzingo. Los

provenientes del area silvestre provinieron de Jiutepec, Huautla y Chalcatzingo

5.3 Material

Se colectaron individuos de T. pallidipennis provenientes de poblaciones
~con diferentes habitats como son urbano Ay rural, y dentro de estos se
estudiaron muestras de procedencia silvestre, intradomiciliaria vy
peridomiciliaria.

Se verifico la identidad taxonémica de cada triatomino capturado y a cada
insecto le fue asignado un céodigo registrando los datos de especie, sexo,

fecha, sitio de colecta, y habitat (intradomiciliario, peridomi_ciliario o silvestre)
5.4 Obtencion de las muestras

A cada triatomino se le hicieron las siguientes determinaciones:
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a)

b)

d)

Infectividad con T. cruzi: se tomé una muestra de heces de cada triatomino
sobre un portaobjetos que contenia una gota de PBS.

Estudio citogenético. Se hizo diseccion de los individuos machos para
extraer gonadas, las cuales fueron conservadas en solucion de etanol
absoluto:acido acético glacial (3:1), y se guardaron a -20°C hasta su uso.
Morfometria de la cabeza: se maté al animal colocandolo a -20°C durante
20 minutos, se le quitd la cabeza, la cual se colocé en un tubo eppendorf
con alcohol al 70% previamente identificado con el codigo de cada individuo
y se guardé en refrigeracion hasta su uso.

Morfometria de alas: Para hacer la medicion de las alas solamente se
usaron las alas anteriores que se quitaron del cuerpo y se montaron sobre
portaobjetos con medio de Hoyers, teniendo cuidado de colocarias en forma
perfectamente plana e identificando el ala derecha del ala izquierda.

5.5 Técnicas de analisis utilizadas:

5.5.1 Infectividad con T. cruzi

La deteccion de T. cruzi se hizo mediante observacion directa al

microscopio 6ptico de la siguiente manera: la muestra de heces obtenida se fija

con metanol durante 30 segundos, se tifie con giemsa y se observa en forma

directa al microscopio éptico.

5.5.2 Estudios citogenéticos:

5.5.2.1 Método de Aplastado

Se utiliz6 la técnica de Sumner (155) de tincién con orceina acético-lactica

mediante el método de aplastado que consiste en lo siguiente:

5.5.2.1.1 Preparacion del material y reactivos: Se limpian los portaobjetos
colocandolos en un vaso Koplin que contiene 30 ml de agua
destilada+10 ml de etanol+10 ml de acido acético. Se dejan ahi
unos minutos y después se limpian con toallas sanitarias.
Para preparar la orceina acético-lactica se disuelven 2 g de
orceina sintética (Sigma 07380) en 100 ml de una solucion
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compuesta por 45 ml de acido lactico y 55 ml de acido acético
glacial. Se calienta hasta la primera ebullicion y se deja reposar
durante 24 horas. Luego se filtra quedando lista para usarse. Esta
orceina se debe almacenar a temperatura ambiente, en un frasco
color ambar o protegido de la luz con papel aluminio.

5.5.2.1.2 Aplastado del material: Para realizar el aplastado se saca el
material previamente fijjado en solucion fijadora y almacenado a -
20°C. Se colocan las gonadas en un vidrio de reloj con acido
aceético glacial al 50% (preparado en el momento) por no mas de 2
a 3 minutos. El material se ablanda (macera) de esta manera y se
disgrega con dos pinzas sobre un portaobjetos previamente
identificado con el numero del individuo analizado. Para facilitar la
disgregacion esta se realiza sobre una superficie obscura y se le
ponen encima 2 6 3 gotas de orceina. Se le coloca encima un
portaobjetos dejandolo caer desde una posicion de 45°, cuidando
que el material quede en el centro del cubreobjetos. En el caso de
que quedaran burbujas de aire se deben secar mediante suaves
golpes. La preparacion se deja con el colorante de 2 a 3 horas.
Posteriormente se procede a la dispersion del material golpeando
el cubreobjetos de manera vertical y conceéntrica, desde el centro
hacia afuera. Posteriormente se procede al aplastado
propiamente dicho, para lo cual se coloca una toalla de papel
sobre el cubreobjetos, inmovilizando desde una esquina y con el
dedo pulgar se realiza una fuerte presion sobre varios lugares del
portaobjetos. Se limpia el exceso de colorante, cuidando de no
mover el cubreobjetos, y se comprueba bajo el microscopio: que
el nivel de coloracién sea el adecuado, que el preparado posee el
material de nuestro interés (células meidticas y mitdticas), en caso
contrario desecharlo, que el aplastado fue el adecuado de forma
que las células de nuestro interés quedaron en un solo plano.
Una vez obtenidas estas condiciones, se limpia cuidadosamente
tanto el porta como el cubreobjetos y se procede al sellado del
cubreobjetos. Para lo cual se aplica, en el borde del cubreobjetos,

dos manos de barniz de ufias transparente, una vez seca, esta
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preparacion se puede observar al microscopio utilizando un

objetivo de inmersion.

5.5.2.2. Técnica de bandeo C.

552.21 Obtencic’m.del material en el que se van a buscar bandas C
por el método de aplastado. El material previamente fijado en la
solucién 3:1 se coloca sobre un vidrio de reloj en el que hay una
solucion de acido acético al 50%. Bajo un microscopio se
seleccionan las gobnadas. Luego sobre un portaobjetos se
disgregan con unas pinzas. Se coloca un cubreobjetos y se realiza
la dispersion y el posterior aplastado con el pulgar. Se observa al
microscopio con un objetivo de 20x o 40x en contraste de fases
para comprobar si el preparado posee el material adecuado para
nuestros analisis y si las células se encuentran en un solo plano.
Se sumerge el preparado en nitrégeno liquido o hielo seco para
poder levantar el cubreobjetos. Se despega el cubreobjetos
tratando de no arrastrar el material. Se pone a escurrir el
portaobjetos y se deja secar.

5.5.2.22 Con la preparacién ya seca se lleva a cabo la técnica de
bandeo que consiste en lo siguiente:

552221 Hidrolisis del material con HCI 1N.- para esto se
incuban los portaobjetos en un vaso Koplin que contiene
una solucién de HCI 1N durante 15 minutos a temperatura
ambiente.

5.5.2.2.2.2 Lavado del HCI.- se lavan los preparados con agua
destilada dentro del mismo Koplin durante 2 6 3 minutos
cambiando el agua tres veces.

5.5.2.2.2.3 Incubaciéon con hidroxido de bario.- esta incubacién
se lleva a cabo con una solucién de hidroéxido de bario
octohidratado al 5% durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Durante la incubacién se agita el Koplin de vez
en cuando.

5.5.2.2.2.4 Lavado del hidréxido de bario.- Se vacia el hidroxido

de bario y se llena el Koplin con agua destilada, se le
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agregan 5 ml de acido acético, se agita un poco y se deja
durante un minuto. Se tira el agua y se repite el mismo
proceso pero poniendo 2.5 ml de acido acético, por ultimo
se hace lo mismo pero poniendo 1 ml de acido acético por
3 veces. En cada lavado se agitan los portaobjetos. Por
ultimo se lavan 3 6 4 veces con agua destilada.

5.5.2.2.2.5 Incubacién con 2XSSC.-Terminado el paso anterior
se introducen las preparaciones en el SSC2X a 60°C y se
dejan ahi durante 30 minutos. El SSC2X se prepara
mezclando: 8.8 grs de citrato de sodio dihidratado, 17.5 grs
de cloruro de sodio en 1L de agua destilada y se ajusta el
pH 6.8-7.0 con acido citrico.

5.56.2.2.2.6 Lavado del 2XSSC.- se lavan los portaobjetos con
agua destilada, cambiando el agua 3 veces, estas
preparaciones se mantienen en agua hasta que se tifien.

5.5.2.2.2.7 Tincidn con Giemsa.- con los portaobjetos adn
mojados se procede a la tinciéon con giemsa. Se tifie con
giemsa al 4%, el tiempo de tincion es variable por lo que se
controla bajo el microscopio (no ver bajo inmersion). Una
vez obtenido el grado de tincion deseado, se lava con agua
destilada para despegar el cubreobjetos.

552228 Montaje definitivo.- con un montante adecuado
(Eukitt) para esto se pone una gota de Eukitt sobre la
preparacion, se le coloca encima un cubreobjetos grande y
se deja que la gota se expanda. Se voltea el portaobjetos
sobre una toalla sanitaria y se aplasta para quitar el exceso
de Eukitt. Se voltea, se pone sobre algo plano y se le
colocan unas pesas encima del cubrobjetos hasta que
sequen bien.

La determinacion de los patrones de bandeo C para cada especimen fue
hecha analizando al menos 10 células. En machos, se observaron tanto placas
mitéticas (prometafases y/o metafases goniales) como meidticas (diakinesis y

metafase 1). Para el caso de las hembras solo se pudo analizar células en
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mitosis ya que en ellas la meiosis esta detenida en profase temprana, la cual se

desencadena en el momento de la copulacién.

El estudio de los patrones de bandeo C en cada cromosoma fue realizado

sobre prometafases mitéticas debido a que su menor grado de condensacién

cromosoémica permite visualizar mas detalles estructurales que en metafase

mitotica.

5.5.2 Morfometria.

5.5.3.1 Morfometria de cabeza

Cada cabeza previamente obtenida se coloc6 sobre un portaobjetos de

tal manera que no se moviera y se pudieran obtener mediciones exactas

y reproducibles. Ya inmovilizada, se observé en un microscopio

estereoscédpico adaptado con un micrémetro, y se tomaron las siguientes

mediciones que se encuentran indicadas en la Fig 6 :

a

o Q@ ™ o0 a o

Distancia entre los ojos tomando la medida a partir del extremo
externo de los ojos.

Distancia entre los ojos tomando la medida a partir del extremo
interno de los ojos.

Distancia dorsal de la region postocular.

Longitud de la regién anteocular.

Longitud de la regién post-ocular (se excluye al cuello).

Longitud total de la cabeza (excluyendo el cuello).

Longitud lateral maxima del ojo.

Longitud de cada uno de los segmentos del rostro.

Longitud del tubérculo anterifero (desde el margen frontal del ojo
hasta la orilla externa del punto de insercion de la antena).
Distancia dorsal del anteclipeo.

Distancia dorsal desde el frente del ojo hasta la parte de atrés de
ocelo.
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Fig 6

Morfometria de Cabeza
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5.5.4.2 Morfometria de alas

5.5.4.2.1Las alas montadas con Hoyers se observaron en un microscopio
estereoscopico Olympus adaptado con un micrémetro ocular, y se tomaron

las mediciones que se encuentran indicadas en la Fig 7 :

Fig 7. Morfometria de Alas
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Unién membrana y corium.
Maxima distancia desde C.
Maxima distancia desde w.
Acoplamiento de las alas.
Distancia entre 1y 3.
Distancia entre 2 y 3.
Distancia entre 2 y 4.
Distancia entre 2 y 6.
Distancia entre 1 y 2.
Distancia entre 3 y 5.

Distancia entre 4 y 6.

TemMTmoow»z 200

Distancia entre 3 y 6.

Distancia entre C y Q.

[

Distancia entre C y W.

K:  Distanciaentre My W.

Se incluyé como grupo externo a T. phyllosoma para estimar el rango de

diferenciacion morfométrica dentro del género Triafoma.
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5.6 Analisis Estadistico:
5.6.1 Analisis univariado

Para representar las variaciones entre grupos se escogid la grafica de
perfiles de Guillaumin, la cual se realiz6 con las tres poblaciones incluyendo y
sin incluir el grupo externo, sin separar sexos, y entre las hembras y los
machos de cada poblacion, por separado.

Se utilizé la prueba de t de Student comparando la media y la desviacién
estandar para cada variable con correccién de Bonferroni.

Este andlisis univariado permitié la seleccién de ciertas variables que
fueron las que se utilizaron en el analisis multivariado. Se puede considerar
como una primera comparaciéon métrica entre los grupos, ya que tienen la
ventaja de que se puede examinar la variacién de todas las medidas
disponibles. Para llevar a cabo este analisis se utilizé6 el programa Stata 8.0.

Posteriormente, se estimé la precision y exactitud de cada una de las
variables utilizadas.

El criterio de seleccién de variables a utilizar para los analisis multivariados
se baso en los valores de Precisiéon, Exactitud, No redundancia, perfiles de
Guillaumin y prueba t de Student. Los datos fueron previamente transformados

a logaritmos. (160)
5.6.2 Analisis multivariado

Para el andlisis multivariado los datos fueron transformados a logaritmo
natural y se hizo un analisis de componentes principales usando la matriz de
covarianza. Los especimenes silvestres y los domiciliarios fueron analizados
por analisis de componentes principales los cuales fueron correlacionados con
el primer componente principal. Se construyo un mapa factorial para el primer y
segundo componente principal para ilustrar las diferencias en tamafio entre los
diferentes especimenes de origen intradomiciliario, peridomiciliario y silvestre.

Posteriormente se hizo un analisis discriminante incluyendo y excluyendo el

tamafio y se construyo un mapa factorial con los dos primeros componentes
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discriminantes para ver si podiamos obtener alguna variacion de forma entre
las poblaciones.

Para la realizacion del analisis multivariado se utilizaron los programas
BACwIn® y PADwIn®.

5.7 Dimorfismo Sexual

Para la estimacion de dimorfismo sexual se realizé una prueba de Mann-
Whitney entre hembras y machos haciendo una cormnparaciéon de medias para
cada caracter, por grupos poblacionales.

Se realizé una prueba de t Student para muestras independientes con un
intervalo de confianza del 95%, entre machos y hembras para cada regién por
separado.

Se calcul6 el dimorfismo en base al tamafio de las alas, mediante una
prueba de t student para muestras independientes para las poblaciones

intradomiciliaria, peridomiciliaria y silvestre.

5.8 Asimetria

Para analizar la asimetria se sigui6 la metodologia recomendada por
Dujardin (160), realizando un Analisis de Varianza para cada caracter
separando grupos y sexos. Se utilizaron los datos de las mediciones de los
caracteres de alas derechas e izquierdas de todos los individuos. El error de
medicion fue estimado de la totalidad de los individuos, utilizando las dos
mediciones realizadas de cada caracter.

Para saber si presentaban Asimetria Fluctuante o Antisimetria se examino
la compatibilidad con una distribucién normal. de las diferencias con signo,
mediante una prueba de Shapiro Wilks.

También se analizé la igualdad a cero de los promedios de las diferencias
entre lados, para determinar el tipo de asimetria.

Luego se graficaron en forma de histograma los indices de asimetria
fluctuante corregidos por el error de medicion, para todas las variables de alas,

en las poblaciones que la presentaban.
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6. RESULTADOS

6.1 INFECTIVIDAD

Se hizo el andiisis de los resultados de infectividad para T. cruziy T.
rangeli, tomando en cuenta el origen de la poblacién y no se encontraron
diferencias significativas entre las 3 poblaciones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Infectividad por T. cruziy T. rangeli
de Triatoma pallidipennis del estado de Morelos

T. cruzi T. rangeli
Poblacién Intradomiciliaria 54.2% 0%
n=70 n=51
Poblacién Peridomiciliaria 51.8% 4.9%
n=60 n=58
Poblacion Silvestre 60.5% 0%
n= 51 n=38

69



6.2 CITOGENETICA

La cantidad de génadas, localidad y habitat de cada poblacién usada en el
estudio se muestra en el Cuadro 2

Cuadro 2. Datos de las muestras estudiadas

Especie Habitat Cantidad Localidad
T. pallidipennis | Intradomicifiario 5 Cuernavaca, Zapala
y Temixco
T. pallidipennis | Peridomiciliario 5 Yautepec, Chalcat-
zingo y Cuernavaca
T. pallidipennis | Silvestre 5 Jivtepec y
Chalcatzingo

El andlisis citogenético de los cromosomas de las diferentes poblaciones

de T. pallidipennis mostré lo siguiente:

2.1 Cromosomas Yy su caracterizacion: el andlisis de las génadas de
ejemplares machos provenientes de las 3 poblaciones estudiadas utilizando la
técnica de la orceina acida de Sumner, mosiré que los ejemplares presentan el
mismo numero cromosémico constituido por 20 autosomas y 3 cromosomas
sexuales o sea que es igual a 23 con 2n=20+X:X5Y, y que no hay diferencias
en el tamano de los autosomas entre las tres poblaciones (Cuadro 3 y Fig 8).

Al ser tenidos con orceina, los cromosomas sexuales presentan
heteropicnosis positiva, ya que si los comparamos con los autosomas que
estan constituidos principalmente por eucromatina se ven con mas color debido
a que presentan un mayor grado de condensacién de la cromatina.

Durante la profase temprana meiética se observé un cromocentro formado
por 5 subunidades: 3 correspondientes a cada uno de los cromosomas
sexuales y dos a cada uno de los exiremos de un autosoma bivalente. La
asociacion entre los cromosomas sexuales y el autosoma bivalente continta
hasta el diploteno. Durante la metafase, los cromosomas sexuales se observan
mas pequefios que los autosomas y el cromosoma sexual Y es mas grande
que los cromosomas X.

2.2 Técnica de bandeo C: en las tres poblaciones de T. pallidipennis se
encontr6 un par de autosomas con bandas C en la parte terminal. Se
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encontraron diferencias entre los cromosomas sexuales ya que el cromosoma
sexual Y contiene heterocromatina mientras que los cromosomas Xy y X, son

mas pequefios y no tienen heterocromatina por lo que se consideran como C
negativos.

Cuadro 3. Caracteristicas citogenéticas de las 3 poblaciones de T.

pallidipennis

Caracteristicas T. pallidipennis | T. pallidipennis | T. pallidipennis
citogenéticas Intradomiciliario | Peridomiciliario Silvestre
Numero de 23 23 23
cromosomas
Numero de autosomas 20 20 20
Mecanismo sexual X1X2Y XiX2Y XaX2Y
Tamafio relativo de los XXz <Y X1X2<Y X1 XY
cromosomas sexuales
Tamarno relativo de los No No No
autosomas
Los cromosomas Diploteno Diploteno Diploteno
sexuales se separan
en
Bandas C en Si Si Si
autosomas
Constitucién del Cromosomas | Cromosomas |Cromosomas
cromocentro sexuales + sexuales + sexuales +
autosoma autosoma autosoma
bivalente bivalente bivalente
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Fig 8. Meiosis de 7. paflidipennis macho. Orceina.

A.- Profase temprana

8, C, D Difuso. Aumenta el volumen det nacleo y se ve un cromocentro formado por 5
subunidades: 3 correspondientes a los cromosomas sexuales y 2 a8 cada uno de los
extremos de un autosoma bivalente.

E- Diploteno. Pemanece la ascciacion de los cromosomas sexuales y el autosoma
bivalente

F- Diacinesis. Se observan los 3 cromosomas sexuales y el autosoma bivalente con sus
dos extremos heteropicndticos.

G- Metafase |

H- Metafase 1l con tincién de orceina

|- Metafase If con tincién de bandeo C. Las flechas indican la ubicacion del cromosoma Y y
del autosoma blvalente que son heterocromaticos.
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6.3 RESULTADOS DE MORFOMETRIA
6.3.1 Precision y Exactitud.

Se hicieron las pruebas de precision y exactitud de las mediciones
realizadas, para determinar que puntos eran los mejores para poder someterlos
posteriormente al andlisis multivariado. Los resultados de estas pruebas se

pueden ver en el Cuadro 4.
Cuadro 4. PRECISION Y EXACTITUD DE LAS MEDICIONES

PRECIS EXACT PRECIS EXACT
CABEZA MACHOS MACHOS ! P S HEMBRAS HEMBRAS 1 [ S
a 0.88 11.11 49+2 48+2 | 50+2 0.74 12.50 49+2 | 50+ 1 | 50+2
b 1.00 16.67 25+ 1 25+1 | 25%1 0.95 12.50 26¢1 | 26+1 | 26+ 1
c 0.60 16.67 31+ 2 KK 31+ 1 0.63 14.29 31+ 1 | 32+ 1 | 32+1
d 1.42 6.67 69+ 3 70+ 3 7143 1.42 9.09 T2+2 | 72+1 | 73+2
e 1.42 14.28 20+1 21+1 21+ 1 1.40 12.50 21+ 1 22+1 | 22+1
f 2.24 5.56 111+ 4 111+4 [ 112+ 4 1.85 5.56 114+ 4 | 115+ 4| 116+ 4
g 0.95 12.50 32+ 1 32+ 1 33+ 2 0.89 14.29 32+ 1 32+1 | 33+ 1
h1 2.05 6.67 39+ 4 40+2 | 41+2 2.1 7.69 41+2 | 42+2 | 42+ 2
h2 183 556 65+ 3 64+ 3 | 65+3 132 6.67 67+2 | 67+3 | 67+3
h3 0.61 25.00 22+ 1 22+ 1 22+ 1 0.58 27.78 22+ 1 22+1 | 23+1
1 1.40 6.67 31+ 2 3122 31+ 2 137 12.50 32+2 | 33+2 | 32+ 1
| 0.36 20.00 8+1 8+ 1 9+ 1 0.37 50.00 8+ 1 9+04 | o+1
m 1.37 8.33 36+ 2 35+ 2 35+ 2 1.37 12.50 36+2 | 3B+1 | 36+2
ALA DER
ag 0.73 3.33 89+ 5 88+ 5 90+ 6 0.66 5.00 86+ 4 8843 | 92+ 4
bd 0.73 417 67+ 4 67+ 4 68+5 0.66 5.88 65+4 | B7+3 | 69+ 4
cd 0.95 157 80+ 5 79+5 | 81+5 0.84 400 77+5 | 79+4 | 83+4
dd 0.70 3.33 90+ 5 89+5 | 91+6 0.74 385 87+5 | Ba+4 | 94+ 5
ed 0.35 5.56 36+ 3 36+ 3 37+3 0.37 6.67 34+ 3 | 3543 | 37+3
{d 0.65 11.11 21+ 2 2142 | 22+2 083 8.33 20+2 | 2042 | 2242
gd 0.45 12.50 14+ 2 144 2 14+ 2 0.37 11.11 13+2 | 13+1 | 15+2
hd 0.55 7.69 37+3 37+3 | 38+3 0.47 625 35+3 | 36+3 [ 39+3
id 1.15 3.57 82+ 5 80+ 4 83+5 0.78 5.26 79+3 | 79+4 | 84+4
jd 1.15 3.85 77+4 74+ 4 77+ 5 1.00 455 74+4 | 7444 | 78+ 3
kd 1.05 227 151+ 8 149+7 | 164+ 9 1.05 2.78 144+ 8 | 147+6 | 154+ 7
ALA IZQ.
ai 0.70 3.45 88+ 5 88+ 5 90+ 5 0.69 4,76 86+4 | 87+2 | 91+4
bi 0.80 4.7 66+4 86+ 4 67+ 4 0.63 5.56 65+4 | 66+3 | 68+4
5] 1.00 3.70 79+ 5 78+4 | 80+5 1.00 4.00 76+5 | 78+4 | 62+ 4
do 0.53 3.45 89+5 89+5 g1+ 8 0.55 3.70 86+5 | B8+4 | 93+5
el 0.43 5.00 36+ 3 36+ 4 37+3 0.45 6.67 35¢3 | 3543 | 37+3
fi 0.40 10.00 21+ 2 21+ 2 22+ 2 0.37 9.09 19+2 | 20+2 | 22+ 2
gi 0.30 10.00 14+ 2 1442 | 14+2 0.26 12.50 1442 | 14+2 | 15+2
hi 0.35 7.69 38+3 38+2 39+ 3 0.32 6.687 36+3 [ 37+3 | 39+2
il 0.80 3.7 82+5 80+ 4 83+5 0.89 5.56 79+4 | 79+3 | 83+4
Ji 0.85 4.17 76+ 4 75+ 4 78+ 5 0.95 455 75+ 4 74+ 4 | 78+3
ki 1.10 2.27 151+ 8 149+ 7 | 15449 1.16 2.78 145+ 7 | 146+ 8 | 155+ 7

73




Se tomaron como validos los resultados de precision y exactitud que

mas se acercaban a las siguientes caracteristicas en cuanto a precisiéon ser

menores a |la unidad y de exactitud ser menores a 10.

6.3.2 Perfil de Guillaumin

Para representar todos los caracteres medidos se escogié el Perfil de

Guillaumin, que representa de forma grafica el tamafio general de cada

poblacién y permite ver las variables que pueden servir para diferenciar las tres

poblaciones al realizar el andlisis multivariado. Se grafican los valores que

resultan de aplicar la siguiente férmula: (Mg — Mt) / SD. Estas representaciones

graficas se realizaron utilizando todos los caracteres medidos, tanto de alas

como de cabeza.

6.3.2.1Cabezas:

Los datos de machos y hembras analizados por separado se pueden ver

en las Figuras 9y 10

Figura 9
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Figura 10

Perfil de Guillaumin de cabeza
T. pallldipennis hembras
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Los valores de cabeza de T. pallidipennis macho con habitat silvestre son
los mas grandes y los de 7. phyllosoma son los mas pequenos (Figura 9). Las
diferentes mediciones de cabeza de 7. pallidipennis intradomiciliario vy
peridomiciliario son muy parecidas, no se encontraron diferencias significativas
entre ellas. Sin embargo, entre las poblaciones intradomicilaria y silvestre se
encontraron diferencias significativas en las mediciones g, h3, | y m, entre las
poblaciones peridomicilaria y silvestre se encontraron diferencias significativas
en las mediciones a, ¢, g, h3 y .

Los datos de cabeza de T. pallidipennis hembra fueron similares a los de
machos, con la diferencia de que el tamano de las mediciones de la poblacién
intradomiciliaria es menor al de la peridomiciliaria (Figura 10). Entre la
poblacion intradomiciliaria y peridomiciliaria se encontraron diferencias
significativas en las mediciones e y h1; entre las poblaciones intradomicilaria y
silvestre se encontraron diferencias significativas en d, e, f, g, 1 y h3, mientras
que entre las poblaciones peridomicilaria y silvestre solo se encontré diferencia

significativa en h3.
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6.3.2.2 Alas.- El perfil de Guillaumin para el ala izquierda y el ala derecha se

analiz6 por separado en machos y hembras (figuras 11, 12, 13y 14)

Figura 11
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Figura 13

Perfil de Guillaumin de ala izquierda de
T. pallidipennis machos
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Los valores de alas de T. pallidipennis machos silvestres son los mas
grandes y los de T. phyllosoma son los mas pequenos (Fig11 y 13). Los valores
de las alas izquierda y derecha de las 3 poblaciones de 7. pallidipennis son
muy parecidos. Se encontraron diferencias significativas entre las poblaciones
intradomiciliarias y peridomicifiarias en los puntos id y jd del ala derecha, y en
Jos puntos ii, )i del ala izquierda. Entre las poblaciones intradomiciliaria y
silvestre no se encontraron diferencias significativas en las mediciones del ala
derecha, sin embargo se encontraron diferencias significativas en las
mediciones ei y fi del ala izquierda. Entre las poblaciones peridomiciliarias y
silvestres se encontraron diferencias significativas en las mediciones fd, id, jd y
kd del ala derecha y en las mediciones fi, i, ji y ki del ala izquierda.

Los valores de alas de T. pallidipennis hembras silvestres son los mas
grandes y los de T. phyllosoma son los mas pequenos (Fig 12 y 14). Los
valores de las alas de T. pallidipennjs intradomiciliario, y peridomiciliario son
muy parecidos. No hubo ninguna diferencia significativa entre las poblaciones
intradomiciliaria y peridomiciliaria de ambas alas, pero si hubo diferencias en
todas las mediciones entre las poblaciones intradomicilianas y silvestres, y
peridomiciliarias y silvestres para ambas alas.

Tomando en cuenta los resultados de precision y exactitud, asi como los
perfiles de Guillaumin, ef resultado de la prueba t de Student y de la exclusion
de puntos redundantes de cabeza que son “b” y *f, y de alas “g", se
seleccionaron los siguientes caracteres para realizar el analisis multivariado:

En los machos: a, g, m, fd, id, jd, kd, ei, fi, ii, i, ki

En las hembras: a, g, h1, ad, bd, cd, dd, ed, fd, hd, id, jd, kd, ai, bt, ci, di ei
fi, ht ii,ji, ki.

6.4 RESULTADOS DEL ANALISIS MULTIVARIADO

6.4.1Analisis de Componentes Principales Multigrupo

Se realizé6 un analisis por componentes principales multigrupo (ACPmG)
separando a las poblaciones por género. Para hacer este analisis se tomaron
en cuenta los puntos seleccionados y se proyectaron en mapas factoriales en
base al primero (CP1) y segundo componente principal (CP2), (Figuras 15 y

16). El andlisis se realiz6: a) para las mediciones de cabeza, b) para las

78



mediciones de alas y ¢) mezclando las mediciones de alas y cabeza. Et
componente principal 1 se muestra en el eje de las abscisas y nos da la
informacién del tamafio de la poblacién y el componente principal 2 se muestra
en el eje de las ordenadas y en él se resumen el resto de las caracteristicas de

la poblacién.
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Figura 15. Analisis por componentes principales
multigrupo de T. pallidipennis macho; (a) mediciones de

cabeza, (b) mediciones de alas, (c) mediciones de cabeza y

alas
P b
M ©
34MP @
27MS ¢ :?;j :II:D 2
" 27Ms o
CP2 Cp2
CP1 CP1
c

80



En la figura 15 se representan los datos obtenidos para T. pallidipennis
macho. El tamano total (CP1) de las alas de [as 3 poblaciones es similar (Fig
15a), mientras que en el de cabeza (Fig 15b) la poblacién silvestre resultd
ligeramente (no significativo) mas grande que las poblaciones domésticas
(intradomiciliaria y peridomicifiaria). Al combinar las mediciones de cabeza y
alas las poblaciones se comportaron de una manera simitar a cuando

solamente se incluyen los datos de alas (Fig 15¢)
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Figura 16. Analisis por componentes principales
multigrupo de T. pallidipennis hembra; (a) mediciones
de cabeza, (b) mediciones de alas, (c) mediciones de

cabeza y alas
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En la figura 16 se representan los datos de T. pallidipennis hembra. El
tamafo total de la cabeza (Fig 16a) es muy parecido en las poblaciones
domiciliadas (intradomiciliaria y peridomiciliaria) mientras que el de la poblacién
silvestre es mayor. En lo que se refiere a las alas (Fig 16b) hay una mayor
diferenciacién en el tamafio entre las poblaciones domiciliadas y silvestre.
Como en el caso de los machos al combinar las mediciones de cabeza y alas
las poblaciones se comportaron de una manera similar a cuando solamente se
incluyen los datos de alas (Fig 16c)

6.5 Analisis Discriminante con Tamano Excluido

Se realizé el andlisis discriminante (AD) excluyendo el tamario, el cual informa
sobre diferencias libres de tamafo, es decir, diferencias de forma.

La figura 17 representa los poligonos obtenidos después de aplicar el
analisis discriminante a las tres poblaciones separandolas por género: hembras
17a, 17b y machos 17¢, 17d. Se utilizaron los caracteres seleccionados de alas
y cabeza (17ay 17 c) de las tres poblaciones de T. pallidipennis y se incluyo a
T. phyllosoma como grupo externo (17b y 17d). Se observa que el Factor
Discriminante 1 (FD1) separa el grupo externo de los demas grupos (b, d).

En el caso de las hembras cuando estan las tres poblaciones de T.
pallidipennis solas (17a) se empieza a ver una ligera separacion entre ellas
con el Factor Discriminante 1 y con el 2 (FD1, FD2), cuando se agrega al
analsis el grupo externo también se ve que empieza a Ahaber una ligera
separacion de las tres poblaciones (17b) con el factor discirminante 2.

No sucede lo mismo con fas poblaciones de machos (17c, 17d) ya que

no se ve ninguna separacién entre las tres poblaciones con y sin grupo externo.
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Fig. 17 Analisis discriminante tamano excluido de T. pallidipennis
hembras y machos; (a) hembras sin grupo externo,(b) hembras con T.
phyllosoma como grupo externo,(c) machos sin grupo externo, (d)

machos con T. phyllosoma como grupo externo
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6.6 DIMORFISMO SEXUAL

Los resultados del dimorfismo sexual en las tres poblaciones de T. pallidipennis

se presenta en el cuadro 5.

Cuadro 5. Dimorfismo sexual en T. pallidipennis del estado de Morelos

a) Pobfacién Intradomiciliaria

A B C D E F G H I J K

T.pall hembra | Promedio | 86.20 | 64.98 | 76.44 | 86.64 | 34.46 | 19.36 | 13.56 | 35.64 | 79.42 | 74.43 | 144.52

Desv. St (4.14 428 |4.69 |503 |2.64 [2.01 |161 |279 |3.38 [3.78 (7.15

T.pall macho Promedio | 88.52 [66.51 | 79.13 | 89.42| 35.79|21.04 | 13.65 | 37.45 | 81.67 | 76.10 [ 150.56

Desv. St. [4.91 [4.11 492 |532 |3.17 |2.05 |1.64 |2.88 (4.76 |4.53 (7.52

Macho=hembra| PruebaF | S S S S S S NS S S S S

S= diferencias significativas
NS= diferencias no significativas

b) Poblacion peridomiciliaria

A B C D E F G H I J K

T.pall hembra | Promedio | 87.47 | 66.45|78.36 | 88.42 | 34.95|19.82|13.71| 36,23 | 78.91 | 74.36 | 146.48

Desv. St. |2.61 |297 (3.76 (410 |2.63 |2.27 |1.88 |3.07 |3.53 |3.80 |5.77

T.pall macho Promedio | 88.30 | 66.14 | 78.36 | 88.96 | 36.13| 20.66 [ 13.96 | 37.38 | 79.75 | 74.41 [ 148.54

Desv. St. [4.82 [4.01 |4.37 |4.67 |3.40 |1.50 |1.60 |2.37 |4.15 [4.14 |7.39

Macho=hembra | Prueba F | NS NS NS NS S S NS S NS NS S

S= diferencias significativas
NS= diferencias no significativas

¢) Poblacién silvestre

T.pall hembra | Promedio |91.53|68.80 |82.48 |93.36 | 36.97 | 22.21 | 14.93 | 39.16 | 83.46 | 77.88 | 154.43

Desv. St [4.28 [3.70 [4.34 [4.84 [255 |220 |[1.89 |246 [3.92 |3.31 (6.54

T.pall macho Promedio |89.91 |67.46|80.54 | 90.1 | 37.19|22.02 | 14.04| 38.30 | 82.64 | 77.20 [ 153.48

Desv. St |5.38 [4.29 |5.24 [5.63 |2.97 |2.17 |1.68 [2.97 |5.03 |4.51 (870

Macho=hembra | Prueba F [ NS S S S NS | NS S NS | NS | NS NS

§= diferencias significativas
NS= diferencias no significativas

El tamafio de las alas de T. pallidipennis hembras y machos es mayor en

las poblaciones silvestres que en las poblaciones domiciliadas

85




(intradomiciliarias y peridomiciliarias) (Cuadro 5). Esta diferencia a simple vista
es mayor enfre hembras que entre machos.

En la poblacién de T. pallidipennis intradomiciliaria (cuadro 5a) el tamaiio
de las alas de los machos es mayor que el de tas hembras, y las diferencias
que existen son significativas para todos los caracteres excepto para el
caracter G en el que no hay diferencia significativa entre los dos géneros. En la
poblacién peridomiciliaria (Cuadro 5b) no hay diferencias significativas entre las
mediciones de las alas de machos y hembras, excepto para las mediciones E,
F. Hy K para las cuales existe una diferencia significativa, siendo el tamafio
de estas mediciones mayor en machos que en hembras. En la poblacién
silvestre (Cuadro 5¢) el tamario de las alas es mayor en hembras que en

machos y esta diferencia es significativa para las mediciones B, C, Dy G.

6.7 ASIMETRIA
En el cuadro 6 se presentan los resultados de asimetria de alas
obtenidos después de aplicar la prueba de Kruskal-Wallis.

Cuadro 6. Asimetria de alas de T. palfidipennis del Estado de Morelos

A B C D E[F G H 1 J K

Hembras NO | NO | NO | AD | AS | AD | NO | NO | NO | NO | NO
Intradomicil.

Hembras AD | AD | AD | AD | AS | AF | AD | AD | AD | NO | NO
Peridomicil.

Hembras AD | AD | AD | AD | AF | NO | AD | NO | AD | NO | NO
Silvestres

Machos AD | AD | AD | AD | AS | AF | AF | NO | AD | NO | NO
Intradomicil.

Machos AD | AD | AD | AD | AF [ NO | NO | NO | AD | NO | NO
Peridomicil.

Machos AD | AD | AD[NO | AF | AD | AD | AD | AD | NO | NO
Silvestres

NO- no hubo ningisn tipo de asimetrla
AD- asimetria direccional

AS- asimetria no direcdional, antisimetria
AF- asimetrla no direccional, fluctuante
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Se encontrd asimetria, en las 3 poblaciones de T. palfidipennis machos y
hembras, para la mayor parte de los caracteres de alas: a) asimetria direccional
para los caracteres A, B, C, D e | para todas las poblaciones excepto para
hembras intradomiciliarias, b) asimetria no direccional en el caracter E en todas
las poblaciones, c¢) asimetria direccional y no direccional en el caracter Fy G a
excepcion de las hembras intradomiciliarias que no presentaron asimetria en G
y los machos peridomiciliarios que no presentaron asimetrfa en ninguno de los
dos caracteres, d) en el caracter H solamente se encontré asimetria direccional
en las poblaciones de hembras peridomiciliarias y machos silvestres, e) no se

encontré asimetria en los caracteres J y K en ninguna de las poblaciones.
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7.- DISCUSION

En cada estado de la Republica Mexicana existen especies Yy
poblaciones de triatominos con caracteristicas epidemiolégicas propias. En el
estado de Morelos, T. pallidipennis es el vector mas importante de la
enfermedad y se ha encontrado tanto en habitats domiciliados
(intradomiciliarios, peridomiciliarios) como silvestres. En el presente estudio se
caracterizaron a las poblaciones domiciliadas (intradomiciliana vy
peridomiciliaria) y silvestres de T. pallidipennis provenientes de localidades con
caracteristicas geograficas (altitud >800 msnm) similares en el estado de
Morelos mediante citogenética y morfometria. En ciertas especies de
triatominos, se han observado cambios morfologicos y genéticos asociados con
la adaptacién del vector al habitat silvestre o al habitat domiciliado. Estos
cambios pueden involucrar simplificacion genética y morfologica, junto con una
reduccion en el tamario y en el grado de dimorfismo sexual y una relajacion de
la simetria bilateral. (92,97,182,131,133,180)

En este estudio no se encontré ninguna diferencia significativa, en la
infectividad por T. cruzi, entre las 3 poblaciones de T. pallidipennis estudiadas.
Las tres poblaciones tuvieron altos porcentajes de infectividad: la
intradomiciliaria 54.2%, la peridomiciliaria 51.8% y la silvestre 60.5%. Estos
resultados indican que todas las poblaciones tienen alta capacidad para
transmitir la enfermedad de Chagas, y son diferentes con lo encontrado por
Cortés Jiménez (106) quien reporta 88% de infectividad en Cuernavaca. La
infectividad por T. rangeli, fue también similar entre las poblaciones ya que no |
se encontr6 en las poblaciones intradomiciliaria o silvestre y solamente resulto
infectada 4.9% de la poblacién peridomiciliaria.

Mediante el andlisis del comportamiento cromos6émico durante la meiosis,
se puede ver que las tres poblaciones estudiadas tienen las mismas
caracteristicas citogenéticas, y éstas son similares a las descritas
anteriormente: a) un complemento citogenético 2n=20+X;X;Y (144,156,183);
b) un cromocentro heteropicnético, visible durante la profase meiética, formado
por los cromosomas sexuales y un autosoma bivalente; ¢) un par autosomal
que presenta bloques C terminales, d) un cromosoma sexual Y mas grande ya
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que es completamente heterocromatico y los cromosomas sexuales X mas
pequenos y negativos a heterocromatina C que se puede ver mediante la
técnica de bandeo C (144).

La caracterizacion de esta especie reportada antenormente (144) habia
sido realizada en ejemplares de T. pallidipennis provenientes de insectario. En
un estudio citogenético, (Panzera, comunicacion personal) realizado
recientemente en poblaciones de T. pallidipennis provenientes del estado de
Colima se ha encontrado un patron citogenético diferente al de la poblacion
proveniente del estado de Morelos ya que no se encontraron autosomas con
heterocromatina C. Las diferencias con las poblaciones reportadas aqui son
posiblemente debidas a la dispersion genética y no caracteristicas asociadas a
caracteres de domesticacion. En estudios realizados por Panzera (99,125) en
diferentes poblaciones de T. infestans y de T. sordida provenientes de Brasil,
con caracteristicas geograficas, habitat y capacidades vectoriales distintas, las
poblaciones eran polimérficas en cuanto a la cantidad y disposicion de
heterocromatina C en los autosomas.

Se han realizado pocos estudios morfométricos de especies de
triatominos mexicanas y ninguno se ha enfocado en poblaciones domésticas o
silvestres de T. pallidipennis provenientes de las mismas zonas geograficas.
En el presente estudio, se han utilizado las alas y las cabezas de los insectos
para el estudio de morfometria porque son estructuras esenciales para los
triatominos, ademas de que tienen las caracteristicas de ser rigidas, se pueden
preservar facilmente después de disectarse, y dan puntos de medicion precisos
(184).

Los perfiles de Guillaumin demostraron que las poblaciones de T.
pallidipennis de Morelos silvestres son mas grandes que las domiciliadas. El
andlisis de componentes principales multigrupo (ACPmg) no logré separar
estos grupos, pero evidencié la tendencia hacia el mayor tamario de las alas y
de la cabeza de las poblaciones silvestres, seguidas por las peridomiciliarias y
las intadomiciliarias. Se encontré que con la cabeza se diferenciaba mejor el
tamano de las 3 poblaciones en los machos. Mediante el analisis de
componentes principales multigrupo (ACPmg), en el cual el CP1 nos refiere el
tamano de los individuos, se encontré lo mismo que con los perfiles de
Guillaumin, lo que esta de acuerdo con un estudio realizado por Harry (140)
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con poblaciones de Rhodnius prolixus. En este ultimo estudio se encontré que
los organismos silvestres presentan dimensiones de alas, de cabezas y totales
mas grandes que los domeésticos. Un tamafio menor puede refiejar un estado
de adaptacién mas avanzado al ambiente doméstico.

El Analisis Discriminante (AD) en el que se utilizé tanto tamario incluido
como tamano excluido, no revela diferencias de forma y conformacion entre los
individuos de las tres poblaciones lo que sefala que las tres poblaciones son
todavia muy similares. Estos resultados son diferentes con los obtenidos para
T. nitida en Guatemala (185) y para T. infestans en Uruguay (186). Las
diferencias pueden explicarse como el resultado del aislamiento derivado de
condiciones geograficas, como diferencias en altitud o separaciones por
barreras naturales que existen en el caso de las poblaciones de T. nitida y T.
infestans. No existen estas barreras para T. pallidipennis de Morelos, lo que
resulta en una hibridizacién frecuente entre poblaciones y por lo tanto las
diferencias especificas son mucho menos aparentes.

Excluyendo el tamarno del individuo, no se encontré una diferenciacion
por FD1 ni por FD2 al analizar las alas o la cabeza por separado entre fas 3
poblaciones de machos. De hecho, se logré una mejor diferenciaciéon cuando
se usaron los caracteres de alas y cabeza juntos; lo mismo sucedié con las
hembras y en ellas es mas clara esta diferenciacion. Esto no esta de acuerdo
con lo reportado por Casini (179) y por Lehman (187), quienes estudiando
especimenes de Triatoma infestans en Uruguay y de Triatoma dimidiata en
México, respectivamente, encontraron que cuando se usan los caracteres de
alas en un andlisis discriminante en el que se excluye el tamafio alométrico, no
es posible diferenciar poblaciones. Sin embargo, si se utilizan los caracteres de
cabeza por si solos, la distincién entre poblaciones es mas clara. Esta
polarizacion de grupos poblacionales no se manifesté en T. pallidipennis
estudiada aqui, probablemente debido a que aun no existe suficiente
diferenciacién entre ellas.

En un estudio llevado a cabo analizando 3 poblaciones de T.
pallidipennis del estado de Morelos con el gen NADH deshidrogenasa (ND4) y
la subunidad ribosomal grande (16S rRNA) no se encontr6 una divergencia
genética entre las poblaciones domésticas y silvestres, y se llegé a la
conclusibn de que las poblaciones domesticas (intradomiciliarias vy
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peridomiciliarias) y las silvestres siguen teniendo intercambio genético (188).
Las pequefias diferencias de tamarfo y de forma, encontradas entre las
poblaciones intradomiciliarias, peridomiciliarias y silvestres, que se ve
principaimente en las hembras, sugieren que estas poblaciones se estan
empezando a diferenciar a pesar de mantener un flujo genético entre ellas.
Esto se apoya en el estudio realizado por Ramsey (176) en el que encontraron
que en el estado de Morelos, los ciclos silvestre y doméstico de T. pallidipennis
se ftraslapan en los peridomicilios de las viviendas, en donde roedores
pequeios mantienen poblaciones estables dentro de los nidos, y ofrecen
posibilidad de continuidad para el flujo de triatominos entre areas aledafias a la
comunidad y el intradomicilio.

El dimorfismo sexual se manifiesta en muchas especies de triatominos,
siendo las hembras mas grandes que los machos (12). Cuando se analiza el
tamario total de los individuos de cada una de las 3 poblaciones de T.
pallidipennis por separado, efectivamente las hembras son mas grandes que
los machos.. Sin embargo, cuando se realiza el analisis solo de alas, se
encuentra que el dimorfismo sexual para T. pallidipennis esta relacionado con
el habitat de esta especie. En la poblacion intradomiciliaria el tamario de los
caracteres de alas en los machos es mayor que en las hembras y las
diferencias son significativas para todos los caracteres excepto uno (G). En la
poblacién peridomiciliaria, no se encontraron diferencias significativas entre
hembras y machos, para la mayor parte de los caracteres, excepto paraE, F, H
y K para los cuales las alas de los machos fue mayor que el de las hembras.
En lo que se refiere a la poblacién siivestre se encontré que el tamafio de las
alas de las hembras es mayor que el de los machos y las diferencias son
significativas para los caracteres B, C, D y G. Esta observacién se hace por
primera vez en poblaciones provenientes del mismo sitio geografico con tres
habitats diferentes, ya que antes solamente en un trabajo realizado en T.
infestans se encontr6 un dimorfismo sexual reducido al pasar de un habitat
silvestre a uno domiciliado (128). Otro estudio realizado en Rhodnius
domesticus (131) encontré una reduccion significativa en el dimorfismo de la
cabeza debido a una disminucién en el tamario, que fue mayor en las hembras
que en los machos. Lo mismo se encontré en R. pallescens (181). Estos datos

nos indican que cuando la poblacién es silvestre, es la hembra la que tiene una
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mayor necesidad de utilizar sus alas para la blusqueda de alimento y pareja y al
liegar al habitat domiciliado ya no las necesita ya que tiene alimento y pareja en
el mismo lugar por lo que hay un relajamiento en la presion evolutiva de fas
caracteristicas de las alas. En contraste con lo anterior, en poblaciones
silvestres de P. geniculatus criadas en el laboratorio no se encontré
modificacién del dimorfismo sexual de cabeza ni de alas después de 5
generaciones (189).

En el presente estudio, se encontr6 que en las tres poblaciones de T.
pallidipennis del estado de Morelos, se presenta asimetria de alas, en ambos
generos, en la mayoria de los caracteres estudiados excepto en los caracteres
J y K, los cuales son simétricos en las tres poblaciones. Estas poblaciones
presentan en la mayor parte de los caracteres una asimetria direccional, lo que
nos indica una asimetria de origen genético, y en pocos caracteres una
asimetria fluctuante que es la que se ha reportado que aumenta con la
domesticacion de las especies (128). Probablemente la domiciliacion de T.
pallidipennis en Morelos sea muy reciente y por lo tanto todavia no
encontramos asimetria de origen ambiental como es la asimetria fluctuante.
Estos datos se pueden interpretar como que esta especie en general ha ido
perdiendo su capacidad de vuelo, alin cuando se ha reportado que estos
insectos llegan a entrar a los domicilios volando cuando hay fuertes corrientes
de aire. En un estudio similar (Ramsey JM, comunicaciéon personal) realizado
con T. pallidipennis proveniente de los estados de Jalisco, Colima, Michoacan,
Estado de Meéxico y Oaxaca, se encontré principalmente una asimetria
direccional tanto en hembras como en machos, aunque en estas Ultimas
poblaciones, se encontré una mayor cantidad de caracteres sin asimetria o con
asimetria fluctuante.

La domiciliacién reciente de esta especie en Morelos se refleja en que no
se han encontrado diferencias entre las sensillas de las tres poblaciones
(Catala S, comunicacion personal), como lo ha reportado Catala para otras
especies de triatominos. Se postula que la variacion en el nimero de
quimioreceptores en las sensillas de los triatominos adultos esta influenciado
por factores que pueden ser externos, como el habitat o la disponibilidad del
alimento. En poblaciones de T. infestans, se ha encontrado una separacion de
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las formas silvestres de Cochabamba de Bolivia de las intradomiciliarias y
peridomiciliarias de otras regiones de Bolivia (190).

La falta de diferenciacién entre las poblaciones domésticas y silvestre tanto
de infectividad por T. cruzi, citogenética y morfometria indica un flujo genético
continuo, a pesar de poder medir ligeras diferencias con una infectividad mayor
y un dimorfismo sexual acentuado especialmente en las hembras de habitats
silvestres.
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8.- CONCLUSIONES

En poblaciones geograficamente discretas de T. palidipennis se encontré la
siguiente:

e La citogenética no nos da informaciébn sobre un proceso de
domesticacion.

¢ El analisis de morfometria de alas y cabeza no logra diferenciar entre las
poblaciones silvestres y domésticas, por lo tanto todo indica que las
poblaciones domésticas de comunidades rurales y urbanas tienen un
flujo genético continuo con las poblaciones silvestres.

e Los datos de infectividad con T. cruzi correlacionan con lo anterior y
confirman que ain en ambitos domésticos las chinches tienen una
relacion estrecha con reservorios silvestres.

e Si la domesticacion implica una evolucion de poblaciones vs
oportunismo para ocupar un habitat, todavia no hay barreras fisicas o
genéticas en las poblaciones estudiadas.
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