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1. RESUMEN

El principal objetivo de este trabajo fue comparar las poblaciones silvestres
y domésticas de Triatoma dimidiata en Guatemala, utilizando marcadores
genéticos, fenéticos y de comportamiento para poder analizar las
relaciones poblacionales de esta especie entre los ecotopos domésticos y
silvestres. Triatoma dimidiata es el principal vector del parasito
Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas en
Guatemala.

Las cuatro poblaciones domeésticas estudiadas provenian de Santa Rosa
(2), Jutiapa (1) y El Quiché (1). Las poblaciones silvestres provenian de dos
localidades representando dos ecotopos distintos en los que T. dimidiata es
capaz de desarrollarse: cuevas en la roca caliza (Lanquin, Alta Verapaz) y
selva tropical (Melchor de Mencos, Petén).

Utilizando la morfometria (marcador fenético) se exploraron las diferencias
en forma (del ala y la cabeza) entre insectos domésticos y silvestres. Este
marcador, a diferencia de los marcadores genéticos, es econdmico para
aplicarse, por lo que también se perseguia identificar las medidas
morfométricas que permitiesen una mejor diferenciacion de las
poblaciones para poder aplicarlas en estudios futuros.

Adicionalmente al estudio poblacional, las técnicas morfométricas se
utilizaron para analizar el grado de adaptacion de los insectos a los
diferentes ecotopos que habitan, por medio del estudio de asimetria en
caracteres de las alas de chinches T. dimidiata provenientes de
poblaciones silvestres y de poblaciones de casas.

La morfometria revel6 claras diferencias (especialmente en la forma de la
cabeza) entre los grupos domeésticos y silvestres, y también entre los dos
grupos silvestres. Estas diferencias, se cree, son consecuencia de las
adaptaciones de los insectos a las diferentes condiciones ambientales en
los ecotopos (casas, cuevas, selva). Entre los grupos domésticos las
diferencias son menos marcadas, pero es posible identificar cierta
separacion del grupo de Quiché (que se desarrolla en ambientes menos
cdalidos y ecoldgicamente diferentes), de los grupos del sur, especialmente
del grupo de Agua Zarca (Ixhuatan, Santa Rosa). Los resultados mostraron
gue aparentemente, los grupos silvestres aqui incluidos no colonizas las
viviendas, y el grupo de cuevas de Alta Verapaz podria no tener, por el
momento, importancia en la transmision vectorial.



El hecho de que las poblaciones domésticas sean poco diferenciables por
morfometria nos indica que en realidad estan estructuradas como una
serie de subpoblaciones comunicadas por migracion de insectos entre si
(una metapoblacion). Esto tiene importantes implicaciones ya que
confirma que esta especie es altamente movil y que debe prestarse mas
atencion a los medios que eviten la recolonizacion (repellos de paredes
por ejemplo) para eliminar la transmision, y también determinar la
importancia de los ambientes peridomésticos en la epidemiologia de esta
enfermedad.

El estudio de asimetrias, indicé que los insectos de El Petén se movilizan mas
gue aquellos en ambientes estables (cueva, casa), utilizando el vuelo
como medio. El grupo de Lanquin parece ser muy sedentario. Entre los
grupos domeésticos, el grupo del Quiché parece ser el que mas se moviliza
por medio del vuelo. Esto apoya la idea de los insectos se mueven dentro
de sus ambientes especificos. Ademas, nos indica que el grupo del Petén
esta muy bien adaptado a su ambiente, a pesar de ser inestable.

Debido a que la selva del Petén presenta altos indices de colonizacion, los
humanos se estan poniendo en contacto con estos insectos silvestres, los
cuales progresivamente podrian utilizar al humano como fuente de
alimento aumentando el riesgo de transmision del parasito T. cruzi en esta
region.

Utilizando la técnica PCR-RAPD’s, se compararon las mismas poblaciones
de T. dimidiata en Guatemala en el ambito genético. Con esta técnica
fue posible evaluar el grado de polimorfismo genético entre y dentro de
dos poblaciones silvestres y cuatro poblaciones domeésticas de T. dimidiata.
El ADN se aisla y un uUnico iniciador de alrededor de 10 nucledétidos de
longitud y de secuencia arbitraria, se alinea a este; después de una
amplificacion convencional de PCR, los fragmentos amplificados se
separan por electroforesis en geles de agarosa y se visualizan por tinciéon
con bromuro de etidio.

Mediante el empleo de 4 iniciadores (L1, L4, L5 y H3), se amplificaron 84
loci del genoma de los individuos de las poblaciones en estudio. Estos
datos se trasladaron al programa "Gene Profiler", en el cual se analizaron
para calcular las distancias genéticas de Nei entre las poblaciones y con
ellas se elaboré un dendrograma.

Las distancias genéticas de Nei (entre 0.020 y 0.107) demuestran que los
individuos de las 6 poblaciones estan muy cercanos desde el punto de
vista genético, por lo que no se consideran poblaciones diferentes. Todas
constituyen entonces una poblaciéon genéticamente homogénea, lo que



sefala un flujo migratorio importante entre los individuos. Este intercambio
de alelos entre las poblaciones se debe a la alta movilidad de T. dimidiata,
aspecto que se debe tomar en cuenta para las estrategias de
rociamiento. Sin embargo aunque se observaron estas cortas distancias
genéticas , las poblaciones silvestres de Petén y Alta Verapaz formaron un
grupo que tiende a separarse del resto de las otras, y que dentro de las
poblaciones domésticas, Jutiapa y Santa Rosa de Lima se encuentran
formando un grupo aparte de Agua Zarca y Quiché. Estas ultimas son
regiones pequenas y aisladas, por lo que se puede afirmar que existe un
flujo genético interno que hace que ciertos alelos tiendan a fijarse.

Para lograr una mayor diferenciacion que la marcada por la técnica de
PCR-RAPD’s seria necesario buscar nuevos marcadores moleculares, mas
especificos como ITS o microsatélites.

Las frecuencias génicas y la carencia de alelos en ciertos loci nos indican
gue Agua Zarca y Quiché son las poblaciones que han perdido mas loci lo
que sefalaria que se trata de poblaciones domesticadas que han
reducido su germoplasma y que tendrian menor capacidad de adaptarse
a nuevos ambientes inestables.

Los resultados morfométricos, genéticos y de comportamiento muestran
qgue T. dimidiata esta formada por varias subpoblaciones que un alto
grado de similaridad genética, aunque con diferencias morfolégicas y
morfométricas que separan claramente a los grupos silvestres de los
domeésticos, pero con poca diferenciacion entre grupos domesticos.

Los datos de asimetria nos mostraron las poblaciones mas movibles y las
que tienden a ser sedentarias; esto tiene mucha importancia a nivel de el
programa nacional de control de vectores de Chagas. Sugerimos una
vigilancia a las poblaciones de Petén y Quiché, sobre todo respecto a los
machos volando.

Los datos de asimetria nos indican que posiblemente las chinches
domesticas tienden mas a moverse caminando y no volando. Este dato
también tiene un implicacion directa en relacidon a la estrategia de control
ya que sera necesario rociar con insecticidas las aldeas adyacentes.



2. INTRODUCCION

El insecto Triatoma dimidiata (comunmente llamado chinche, talaje 6
telepate) es una de las mas importantes especies vectoras (especialmente
en Centroamérica) del agente causal de la enfermedad de Chagas, el
Trypanosoma cruzi.

T. dimidiata es capaz de formar colonias dentro de las viviendas humanas
(en las grietas de las paredes de lodo) por lo que el control del vector
aplicando insecticidas piretroides ha sido el medio mas comun de eliminar
al insecto de las viviendas y evitar asi la transmision del parasito. Sin
embargo, T. dimidiata es capaz de vivir en diversos ambientes, y después
de un tratamiento de control, este insecto puede reaparecer en las
viviendas y formar nuevas colonias, evento que se denomina reinfestacion,
lo que representa un grave problema tanto econdémico como para la
Salud Publica.

Para apoyar el planeamiento de estrategias de control, la investigacion
cientifica acerca de la estructuracion de las poblaciones en los diferentes
ambientes que habitan, es gran un apoyo para comprender si las
poblaciones se encuentran aisladas o “comunicadas” por medio de
migracion de insectos entre ellas.

Para estudiar la estructuracion poblacional, se han desarrollado diversas
técnicas denominadas marcadores poblacionales, que permiten
identificar qué grupos son mas semejantes entre si.

En este trabajo de investigacion se utilizaron dos marcadores uno fenético
(la morfometria) y otro genético (PCR-RAPD’s), para analizar las diferencias
y la naturaleza de las diferencias (genéticas y de forma) que pudiesen
existir, entre cuatro poblaciones domésticas (Jutiapa, Quiché, Agua Zarca
y Santa Rosa de Lima) y dos poblaciones silvestres (Petén, Alta Verapaz),
de Triatoma dimidiata.

El conocer cOomo estan estructuradas las poblaciones (aisladas o
conectadas por la migracion de insectos entre las mismas) resulta muy
importante para comprender el porqué de una eventual reinfestacion
después del tratamiento y poder implementar programas de rociamiento
como forma de control del vector de la enfermedad de Chagas.



3. ANTECEDENTES

3.1. La Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana), es un grave
problema de salud publica en Latinoamérica. Las estimaciones actuales
de la Organizacion Mundial de la Salud indican que de 16 a 18 millones de
personas estan infectadas y 90 millones en riesgo (4% de la poblacion de
Latinoamérica). Esta enfermedad es causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), el cual causa
debilitaciéon grave debido a que produce lesiones en el corazdon y otros
organos vitales al proliferar intracelularmente en varios tejidos,
notablemente el musculo cardiaco, el muasculo liso, el sistema nervioso
autonomo y los fagocitos mononucleares (Schofield 1994).

Esta enfermedad presenta tres fases (De Ledn 1997):

4. Aguda: fase corta con manifestaciones clinicas leves y atipicas.

5. Intermedia: puede durar varios afios, es asintomatica.

6. Cronica: de larga duracion; las lesiones mas importantes son la
cardiomiopatia crénica y las visceromegalias. Entre 30-40% de las
personas infectadas sufren dafio cardiaco, digestivo 6 neurologico
unos 10-20 afos después de haberse infectado.

Debido a que en las primeras fases muy frecuentemente no se encuentran
manifestaciones clinicas y si las hay, son muy leves, el diagnéstico clinico
debe ser auxiiado por el contexto epidemiolégico y confimado por la
deteccion de anticuerpos contra el T. cruzi y/o por la presencia del
parasito mismo (De Ledn 1997).

La transmision de T. cruzi al humano se realiza a través de las deyecciones
de sus vectores, los insectos triatominos (chinches) y no en su picadura, ya
que dentro del insecto el parasito se desarrolla en el intestino. Los parasitos
en las heces de las chinches pueden penetrar las mucosas 6 cualquier
herida 6 abrasion de la piel, donde se produce una multiplicacion local de
parasitos, luego se produce parasitemia sanguinea seguida de la
proliferacion intracelular.

La tripanosomiasis tiene un ciclo silvestre (mamiferos silvestres infectados) y
otro doméstico que involucra a los mamiferos domésticos (perros, gatos,
etc.) y a los humanos, que al ser infectados constituyen la enfermedad de
Chagas humana (ECH). Esta ha sido uno de los principales problemas
sanitarios de América Latina en este siglo. De acuerdo con el Banco



Mundial, la ECH constituye la enfermedad parasitaria de mayor impacto
social negativo en Ameérica Latina en términos de afos potenciales de
vida perdidos, superando a la malaria, y ocupando el cuarto lugar entre
las molestias infecto-contagiosas, apenas superada por las infecciones
respiratorias, diarreicas y por el SIDA. Este peso médico-social se debe
basicamente al gran nimero de individuos infectados y al potencial de
morbi-mortalidad de la ECH, particularmente debido a la forma crénica
cardiaca, que incide entre 10 y 40% de los portadores de la infecciéon
(Pinto Dias 1999).

En Guatemala, la ECH fue reportada por primera vez en el afio de 1932. En
el periodo de 1952 a 1976 fueron reportados 2,620 casos, mientras que de
1980-1989 unicamente 312 casos positivos. Sin embargo, La Organizacion
Mundial de la Salud reporta para el pais alrededor de 730,000 individuos
infectados con T. cruzi y una incidencia de 30,000 casos nuevos al afio. En
1986, Caceres y cols. demostraron la prevalencia de serologia positiva
para la enfermedad de Chagas en algunas zonas endémicas: Santa Rosa
9.3%, Jutiapa 10.0%, Chiquimula 17.6%, Escuintla 16%, Baja Verapaz 9.6% y
el Progreso 7.3% (De Lebn 1997).

6.1. El Triatoma dimidiata (Latreille) 1811

6.1.1.Importancia Epidemiologica y Distribucion

Triatoma dimidiata es un insecto triatomino que ha sido encontrado
naturalmente infectado con el parasito T. cruzi. Esta especie muchas
veces ha sido encontrada infectada por Trypanosoma rangeli, el cual no
es patdégeno para el hombre (Schofield 1994; Sherlock 2000).

T. dimidiata se encuentra en el sur de México, Belice, Guatemala, El
Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colombia, Ecuador,
Venezuela y norte de Peru (Zeledon 1985; Dujardin et al 2000).

T. dimidiata es capaz de colonizar la vivienda humana (ver mas adelante)
y asi se mantiene en contacto constante con el ser humano,
alimentandose de él y aumentando las posibilidades de transmision del
parasito. Es una de las principales especies vectores de T. cruzi en
Centroamérica, junto con Rhodnius prolixus. También es un vector
importante en las regiones costeras humedas de Colombia, Ecuador y el
norte de Peru (Schofield 1994; Dujardin et al 2000; Sherlock 2000).

Es el principal vector de la enfermedad de Chagas en Guatemala; entre
30% al 34% de estos insectos se encuentran infectados con T. cruzi, aunque



esto varia dependiendo de la region (Monroy 1992). En Guatemala se le
ha encontrado en los departamentos de Guatemala, El Progreso,
Chimaltenango, Escuintla, Santa Rosa, Quetzaltenango, Suchitepéquez,
Retalhuleu, San Marcos, Huehuetenango, Quiché, Baja Verapaz, Alta
Verapaz, Zacapa, Chiquimula, Jalapa, Jutiapa y Petén (Zeleddn 1985;
Monroy 1992; Tabaru et al 1999).

6.1.2.Biologia

Triatoma dimidiata es un insecto hemiptero, perteneciente a la familia
Reduviidae, cuyos miembros se caracterizan por presentar cabeza
elongada, regién postocular en forma de cuello, probdscide corta y
trisegmentada. Los reduvidos pueden presentar habitos depredadores (se
alimentan de otros insectos) 6 hematofagos (se alimentan de sangre de
vertebrados) (Borror 1989).

Dentro de los reduvidos, T. dimidiata se ubica en la subfamilia Triatominae,
Tribu Triatomini.  Varios autores han agrupado a esta especie dentro del
complejo de especies Phyllasoma (Ibanez-Bernal & Paz-Rodriguez 1999;
Dujardin et al 2000; Sherlock 2000), el cual incluye a las especies cuyo
centro de origen se ha sugerido es el norte del continente americano.

Morfolégicamente es un insecto bastante grande (el macho mide entre
245 a 32.0 mm de largo, y la hembra de 24.5 a 35.0 mm), de colorido
distintivo (desde piceo a negro, con conexivo y corium desde amarillo
palido hasta amarillo naranja) (Lent & Wigodzinsky 1979; Lent & Jurberg
1985).

Esta especie posee una extensa variacion morfolégica a lo largo de su
distribucion geografica: varia el tamafo total, las medidas relativas de la
cabeza y los ojos, el tamafio de la mancha oscura en medio del corium, y
el grado de oscurecimiento de la membrana de los hemelitra (alas) (Lent
& Jurberg 1985).

6.1.2.1. Climay altura

En Guatemala parece tener predileccidon por ambientes secos en los
departamentos orientales del pais, pero también en zonas humedas. Es
raro en regiones calidas y prefiere climas templados (23-25°C) desde 200-
300 hasta unos 1800 metros. En Colombia se ha encontrado en altitudes
hasta de 2700 metros (Zeleddn 1981; Monroy 1992; Tabaru et al 1999).



6.1.2.2. Biotopos naturales

Habita cuevas de tacuacines (Didelphis sp.) y otros animales, monticulos
de piedra y adobe en ruinas, cuevas de murciélagos, arboles huecos que
siven de albergue a animales (Zeledon 1981). En Guatemala se ha
descubierto entre las bracteas de palmeras en las selvas del Petén (Monroy
et al no publicado).

6.1.2.3. Relacion con el domicilio humano

T. dimidiata es capaz de colonizar viviendas humanas, especialmente
aquellas construidas de adobes o bajareque, donde se resguarda dentro
de las grietas de las paredes. Las colonias domésticas tienden a ser
relativamente pequenas (Monroy 1992; Schofield 1994).

Se cree que el transporte pasivo de lefia desde el campo hacia el interior
de las viviendas es un medio importante en la entrada de T. dimidiata al
ambiente humano, asi como también la atraccidn por la luz artificial; esta
especie se caracteriza por su gran capacidad de vuelo (Monroy 1992).
Dentro de las casas tiene preferencia por las camas de tablas o varillas,
petates, bajo los colchones, cajones, tiestos acumulados bajo las camas o

rincones del cuarto, detras de los cuadros 6 papeles colgados en las
paredesy entre la lefla (Pefalver 1953; Monroy obsv. pers.).

Las condiciones de las viviendas en Guatemala son propicias para la
colonizacién por triatomineos: 85% de las casas mantienen animales
domésticos adentro, 77% tienen cocinas de lefia adentro, la mayoria de
camas se localizan en esquinas oscuras y sin ventanas, un 60% de las casas
en areas rurales estan construidas con paredes de lodo (adobe) (Tabaru
et al 1999; Monroy et al 1995). De un total de 2,749 casas encuestadas en
Guatemala en el periodo de 1995 a 1997, 6.5% fueron positivas para los
vectores de la enfermedad de Chagas, y de 1,131 insectos colectados,
64.6% fueron Triatoma dimidiata, 30.7% Rhodnius prolixus y 4.7% Triatoma
nitida (Tabaru et al 1999).

T. dimidiata también coloniza ambientes rodeando al domicilio
(peridomicilio) tales como establos, gallineros, perreras y cochiqueras
(Zeleddn 1981; Monroy obsv. pers.).

Las poblaciones de insectos que se encuentran dentro de la casa asi
como en su periferia, parecen indicar que existe un intercambio de
individuos que sugiere un desplazamiento constante de los insectos hacia
adentro o hacia afuera del domicilio. La presencia de sangre humana en
el contenido estomacal de insectos, incluyendo estadios ninfales,



capturados en diversas partes de la casa asi parece demostrarlo (Zeledén
1981).

6.1.2.4. Alimentaciéony ciclo de vida

La preferencia de alimentacion es variada y comprende sangre de
mamiferos, aves e incluso reptiles. El contenido intestinal mas comun de los
ejemplares colectados dentro y alrededor de las casas es sangre humana
(52.7% a 44.2%), tanto en los ejemplares infectados con T. cruzi como en los
no infectados, y, en segundo lugar, sangre de perros (25.3%) (ver Tabla 1).

Tabla 1.
Frecuencias de ingesta de sangre para T. dimidiata en algunas localidades de
Mesoameérica. Se incluyen los resultados para los vertebrados mas comunes. Las
categorias no son mutuamente excluyentes, es decir, que pueden existir ingestas

multiples.
YUCATAN, MEXICO* COSTA RICA® CHIRIQUI, PANAMA?
(924 insectos) (1020 insectos) (326 insectos)
Humanos 4% 44% 38%
Gallinas 14% 14% 19%
Perros 5% 20% 17%
Didélfidos 4% 10% 0%

* Quintanal & Polanco, 1977; insectos colectados en Izamal y Peto.® Zeleddn et al, 1973;
insectos colectados en Alajuela, San José, Heredia, Puntarenas y Guanacaste.
?Christensen et al 1988.

En condiciones de laboratorio el ciclo de vida (ver Figura 2) de T. dimidiata
toma un promedio de 11 meses a 23°C y 75% de humedad relativa (HR),
pero disminuye a 8 meses a 26.5°C y 50%HR. El ciclo es probablemente
mas largo en la naturaleza; en el laboratorio algunos insectos han
alcanzado los tres afios (Zeleddon et al 1970a; Zeleddn et al 1970b). La
cantidad de sangre ingerida aumenta con el estadio ninfal, siendo en
promedio de 4.5 mg para los primeros estadios y de 421.3 mg para los
quintos estadios. Las hembras adultas son mas agresivas para alimentarse
gue los machos; las primeras consumen un promedio de 282.6 mg de
sangre en una alimentacion, mientras que los machos 220.0 mg (Zeleddn
et al 1970a). La oviposicion depende de la alimentacion, en hembras
alimentadas cada dos semanas estas depositan un promedio de entre 15.4
a 18.5 huevos por dia, pudiendo una hembra depositar entre 1025.2 a
1301.1 huevos en su vida, con un porcentaje de eclosidn entre el 88.1%
hasta el 91.1% (Zeleddn et al 1970b).
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La Morfometria

La morfometria es una rama de la biometria que agrupa un conjunto de
métodos para la descripcion cuantitativa, analisis e interpretacion de la
FORMA biolégica y su variacion (Rohlf 1990).

La comparacion de las formas biolégicas es de interés en estudios de:
1. Taxondmicos: diferenciacion entre taxas biolégicos;
2. Ontogénicos: cambios de forma a lo largo del crecimiento de un
organismo;
3. Evolutivos: (c.1) cambios de forma a lo largo de una rama
filogenética; (c.2) cambios micro evolutivos como resultado de la
adaptacion a las presiones ambientales.

La forma biolégica es representada por medio de cantidades
matematicas que son asignadas en base a localizaciones geométricas.
Existen dos formas generales de representacion matematica de la forma:
(a) conjuntos de distancias entre puntos sobre el organismo (largo de un
ala, distancia entre los ojos, etc.) 6 (b) las coordenadas cartesianas de
estos puntos (coordenadas cartesianas de las intersecciones de la
venacion alar en insectos) (Bookstein 1982).

Existen dos medios generales de comparar las formas matematicamente
representadas: morfometria tradicional o multivariada y morfometria
geomeétrica.

La aplicacion de estadistica multivariada a conjuntos de distancias
medidas en un organismo se denomina MORFOMETRIA TRADICIONAL O
MULTIVARIADA. Las distancias 6 caracteres usualmente representan largos
y anchos de ciertas estructuras, distancias entre dos puntos y en algunos
casos se han utilizado angulos y proporciones (Rohlf & Marcus 1993).
Dentro de los métodos multivariados utilizados encontramos aquellos de
ordenacion (analisis de componentes principales, andlisis discriminante,
coordenadas principales) y agrupamientos (cluster).

Los métodos de ordenacion buscan la representacion de los organismos
en un espacio resumido de las variables medidas, definido por los ejes de
mayor variacion. Al resumir la dimensionalidad de los datos, estos
métodos sitian a los organismos en grupos identificables (Foottit &
Sorensen 1992). Los métodos de ordenacidn permiten el reconocimiento
de la presencia de grupos previamente desconocidos y la clasificaciéon de
fenotipos en grupos ya conocidos (Crespi 1992).
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Los métodos de morfometria tradicional no toman en cuenta las relaciones
geomeétricas de las variables. Los analisis multivariados toman en
consideracion las correlaciones entre las variables, pero no tienen
conocimiento de los patrones espaciales de las variables en el organismo.
Los métodos que toman en cuenta esta informacion conforman la
MORFOMETRIA GEOMETRICA, y son mas poderosos ya que permiten
explorar relaciones mas sutiles en los datos (Rohlf 1990).

La morfometria geométrica es una coleccion de enfoques para el analisis
estadistico multivariado de formas representadas como coordenadas
cartesianas de ciertos puntos sobre un objeto (Slice et al 1998). Debido a
que a lo largo de los analisis se mantiene la informacidén acerca del arreglo
espacial relativo del organismo O estructura, al final uno puede reportar
COMO ciertas estructuras se han movido en relacién a otras y no
simplemente si la forma ha cambiado (Rohlf & Marcus 1993).

3.1.1. Asimetria Morfométrica

La asimetrian morfométrica ha sido utlizada para investigar las
inestabilidades del desarrollo en los organismos (Daly 1985).

La simetria es una caracteristica importante para los 6rganos relacionados
con la locomocion, como las alas de los insectos. Se ha indicado que la
simetria alar es de mucha importancia en la maniobrabilidad del vuelo
(Mgller y Swaddle 1997).

Al examinar estructuras bilaterales en un organismo se buscan diferencias
qgue pudieran dar cuenta de las presiones ambientales que actuaron
durante el desarrollo embrionario hasta el estadio adulto. Se supone que
ambos lados de un organismo de simetria bilateral estan coordinados por
los mismos genes y por lo tanto la igualdad bilateral deberia ser perfecta
(Jaramillo 2000). Sin embargo corrientemente se reconoce tres tipos de
asimetria:

4. La asimetria fluctuante (AF) que resulta de los efectos del ambiente.
La FA se caracteriza porque los lados izquierdo y derecho de un
caracter bilateral presentan diferencias significativas entre ellos;
pero los promedios de las mediciones de cada lado deben ser
parecidos, de tal manera que la diferencia absoluta no debe diferir
significativamente de cero. Las diferencias no absolutas entre
ambos lados genera una distribucion cercana a la normal (Palmer y
Strobeck 1986; Mgller y Swaddle 1997).
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5. La asimetria direccional (AD) que es constante en todos los
individuos de la poblacidon y que se supone que tiene causas
genéticas. La AD resulta cuando un lado del cuerpo, siempre el
mismo, tiene un tamafno promedio mayor o menor al del otro lado
(Palmer y Strobeck 1986; Mgller y Swaddle 1997).

6. La antisimetria (AS) que también es sistematica y puede
corresponder a efectos genéticos y/o ambientales. La AS se
caracteriza porgue un lado es mas grande que el otro, pero éste se
puede encontrar al azar sobre el lado derecho o el izquierdo. Las
diferencias no absolutas entre ambos lados genera una distribucion
bimodal o platicurtica (Palmer y Strobeck 1986; Mgller y Swaddle
1997).

El estudio de la asimetria se aplican cuando se desea investigar (a) la
estabilidad en el desarrollo de una poblacion; (b) la estabilidad del
desarrollo a lo largo del tiempo evolutivo; (c) las respuestas de las
poblaciones a ambientes cambiantes; (d) a nivel individual, revela
aspectos de la calidad fenotipica y genotipica individual (Mgller y Swaddle
1997). La estabilidad del desarrollo a la que se hace referencia es la
produccién de un fenotipo, predeterminado por un disefio adaptativo,
bajo un conjunto de condiciones genéticas y ambientales especificas. Se
refiere por tanto, a la capacidad de las vias de desarrollo de resistir
accidentes y perturbaciones durante el proceso de crecimiento. La
estabilidad del desarrollo puede ser grandemente afectada por influencias
genéticas y ambientales, a medida que cepas genéticamente diferentes
de la misma especie y cepas idénticas bajo diferentes condiciones
ambientales, muestran variaciones en sus niveles de estabilidad del
desarrollo (Mgller y Swaddle 1997).

6.1. Métodos Genéticos Moleculares: PCR-RAPD’s

La biotecnologia desarroll6 hace unas décadas métodos artificiales para
manipular las bases moleculares de la herencia -el ADN-. Estos métodos, en
conjunto denominados Tecnologia de ADN Recombinante, se enfrentaron
muy pronto con un problema: la necesidad de grandes cantidades de
ADN, millones o miles de millones de copias. Los instrumentos mas sensibles
no son capaces de detectar una gran cantidad de moléculas de ADN. Sin
embargo este problema se vio resuelto por Kary Mullis, quien obtuvo el
premio Nobel en 1993. Su invencion es el hoy ya ampliamente conocido
proceso, Reaccidon en Cadena de la Polimerasa, PCR por sus siglas en
inglés (Audesirk y Audesirk 1996; Elseth y Baumgardner 1995)
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La amplificacidon por PCR utiliza la enzima ADN polimerasa y un par de
iniciadores ("primers") sintéticos en cantidad suficiente que son
complementarios a ambos extremos finales del ADN que se esta
amplificando (ADN plantilla). La reaccion se realiza en agua y con la
presencia de los siguientes componentes: dNTP's (4 trifosfatos de
deoxiribonucleosido correspondientes a cada una de las bases
nitrogenadas del ADN), buffer y cloruro de magnesio. Cuando la
temperatura se eleva (294°C) las cadenas del ADN duplex se
desnaturalizan y se separan. Al bajar la temperatura (=40°C) se permite la
renaturalizacion del ADN vy los iniciadores que estan en cantidad suficiente
se alinean a las cadenas separadas del ADN plantilla. Después de que los
iniciadores se han alineado, cada uno empieza la elongacion de la
cadena por medio de la ADN polimerasa utilizando la cadena original
como plantilla y las nuevas cadenas recién creadas crecen en direccion
contraria entre ellas mientras la sintesis avanza.

Para empezar un segundo ciclo, la temperatura se eleva de nuevo para
desnaturalizar el ADN duplex. Tanto en las cadenas madre como en las
hijas, los iniciadores se alinean y sigue la replicacion sucesivamente.

El poder de la amplificacion de ADN es tal que el numero de copias de la
cadena plantila aumenta en progresion exponencial es decir, si se
empieza con una mezcla que contenga tan poco como una molécula
del fragmento de interés, etapas repetidas de la replicacion del ADN
aumentan el numero de moléculas amplificadas exponencialmente. Por
ejemplo, empezando con una molécula simple, 25 etapas de replicacion
resultaran en 225 = 3.4 x 10 “moléculas (Hartl y Jones 2000).

La técnica de PCR-RAPD’s (Polymerase Chain Reaction-Random Amplified
Polymorphic DNA), es una adaptacion del PCR que utiliza un grupo de
iniciadores de 8-10 pares de bases cuya secuencia es esencialmente al
azar. Los iniciadores son tratados individualmente o en pares en las
reacciones de PCR para amplificar fragmentos de ADN gendmico de
organismos de interés. Si se unen suficientemente cerca dos iniciadores en
una y otra hebra del ADN gendmico, la polimerasa podra amplificar esa
region, dando lugar a un fragmento con peso molecular determinado.
Porque los iniciadores son cortos usualmente se alinean al ADN gendmico
en muchos sitios. Entre el grupo de fragmentos amplificados estan los que
pueden ser amplificados en una muestra de ADN gendmico pero no en
otra, lo que significa que la presencia o ausencia de fragmentos
amplificados es polimérfica en la poblacion de organismos (Hartl y Jones
2000).
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7. JUSTIFICACION

Triatoma dimidiata se encuentra entre los principales vectores del parasito
Trypanosoma cruzi en Centro y Sudameérica; en Guatemala esta especie es
el principal vector. La Enfermedad de Chagas tiene un gran impacto
social y econémico: se estima que un 8% de la poblacion de Guatemala
esta infectada (Schofield 1994) y la educacion sanitaria y el control de los
vectores son los principales medios profilacticos.

Triatoma dimidiata es una especie de habitos diversos y suele ocupar
ambientes domeésticos, peridomésticos y silvestres, lo cual la convierte en
una especie de dificil erradicacion.

Aparentemente existen poblaciones diferentes a lo largo de su distribucion:
por ejemplo, las poblaciones de Costa Rica son mas parecidas a las
poblaciones de México (Salazar Schettino comm. pers.) y éstas a su vez se
parecen a las silvestres de Guatemala (Monroy et al obsv. pers.). Las
poblaciones domésticas también tienen ciertas diferencias métricas entre
si (Bustamante obsv. pers.).

De acuerdo a Schofield (2000), T. dimidiata podria representar una serie de
subpoblaciones relativamente aisladas, con un bajo flujo genético entre
ellas. Si esto es verificado, entonces podria ser posible alcanzar altos niveles
de control en localidades especificas, y después monitorear —con la ayuda
de marcadores genéticos y fenéticos- los origenes de potenciales
reinfestaciones. Debido a esto, se considera una prioridad urgente el
estudiar la estructura genética de las poblaciones de T. dimidiata, para
establecer el actual grado de estructuracion y también para identificar
marcadores genéticos y fenéticos utiles.

En este estudio, utilizamos marcadores fenéticos (morfometria-asimetrias) y
genéticos (PCR-RAPD’s), para estudiar las diferencias y la naturaleza de las
diferencias, que pudiesen existir entre cuatro poblaciones domésticas y dos
poblaciones silvestres de Triatoma dimidiata.

Las investigaciones acerca de la estructuracion de las poblaciones y su
grado de domesticacion son importantes para el planeamiento de
estrategias de control, lo cual es especialmente necesario para
Guatemala, donde en el afio 2000 se inicid el programa de rociamiento
con insecticidas para la reduccion de las poblaciones de Triatoma
dimidiata en las viviendas humanas.
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La informacidon generada puede ser de mucha utilizad en el caso muy
probable de que se encuentre T. dimidiata después del rociamiento con
insecticidas (reinfestaciones); los estudios poblacionales son Uutiles para
identificar la procedencia de los insectos reinfestantes. También se
producira informacion sobre las frecuencias génicas caracteristicas de
algunas poblaciones domiciliares (Jutiapa, Santa Rosa y Quiché), lo que
permitira poder orientar de mejor manera las acciones de control.

OBJETIVOS

7.1. General

e Comparar las poblaciones silvestres y domeésticas de Triatoma dimidiata
en Guatemala, utilizando marcadores genéticos y fenéticos.

7.2. Especificos

e Estudiar las relaciones poblacionales de insectos domésticos y silvestres
de T. dimidiata.

e Definir las medidas morfométricas de las alas y las cabezas de T.
dimidiata que permita una mejor diferenciacion de las poblaciones.

e Establecer las diferencias morfoldégicas y de comportamiento de las
poblaciones silvestres y domésticas de T. dimidiata.

e Determinar el grado de asimetria de caracteres morfolégicos de alas de
chinches T. dimidiata provenientes de poblaciones silvestres y de
poblaciones de casas.

e Calcular las frecuencias y la distancia genética entre las poblaciones
silvestres y domeésticas de T. dimidiata en Guatemala.

e Comparar diferentes poblaciones de T. dimidiata en Guatemala en el
ambito genético utilizando la técnica PCR-RAPD:s.

e llustrar las distancias genéticas entre dos poblaciones silvestres y dos
poblaciones domésticas por medio de un dendrograma.
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8. REVISION DE LITERATURA

8.1. Variabilidad Genética y Morfométrica en
Triatominos

El estudio de poblaciones de triatominos utilizando marcadores genéticos y
fenéticos se ha difundido en los ultimos afios. Se han aplicado técnicas
genéticas como (a) PCR-RAPD’s; (b) citogenética y (c) ADN mitocondrial.
También se han utllizado mdltiples técnicas fenéticas como: (a)
morfometria; (b) patrones de receptores sensoriales en las antenas; (c)
isoenzimas; (d) mediciones en los huevos; (e) comparaciones de genitalia;
(f) asimetrias.

A continuacion se presentan una serie de estudios, con diferentes
objetivos, que utilizando técnicas moleculares y morfométricas estudiaron
la variabilidad de poblaciones de Triatominos.

8.1.1.Triatoma infestans

8.1.1.1. Morfometria para identificacion de insectos reinfestantes: el caso
de Jamachuama (Bolivia)

Jamachuama es una aldea de Cochabamba, Bolivia, cuyas viviendas se
encontraban infestadas con T. infestans, pero también rodeada de focos
silvestres de este insecto. En diciembre de 1992, las casas fueron rociadas
para control, y diez meses después se detecto reinfestacion (ninfas de
primer estadio). Utilizando la morfometria, estas ninfas fueron comparadas
(en base a siete mediciones en la cabeza) con otras colectadas previo a
la fumigacibn y con insectos silvestres. Los resultados de las
comparaciones apuntan a que los reinvasores son insectos residuales
(sobrevivientes de la fumigacion), mas que silvestres que ingresaron a las
viviendas, ya que los reinvasores diferian significativamente de los silvestres
por no de los domésticos (Dujardin et al 1997b).

8.1.1.2. Anadlisis Genético para identificacion de insectos reinfestantes: el
caso de Moro Moro (Bolivia)

Moro Moro es una aldea en Valle Grande (Bolivia), cuyas viviendas
presentan alta infestacion con T. infestans y con alta seroprevalencia de
Chagas humano (70%). Después de realizar intervenciones de control con
insecticidas piretroides en esta aldea, reaparecieron insectos en las
viviendas. Un andlisis genético (basado en isoenzimas) fue efectuado para
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comparar insectos antes y después del rociamiento. Se encontré que las
frecuencias génicas de los especimenes reinfestantes fueron casi idénticas
de las de aquellos colectados previamente al rociamiento en la aldea, lo
gue sugiere que las reinfestaciones fueron provocadas por insectos que
sobrevivieron el tratamiento (Dujardin et al 1996).

8.1.2.Triatoma brasiliensis

Borges et al (2000) estudiaron la variabilidad genética de tres poblaciones
domésticas de Triatoma brasiliensis (vector importante en el noreste de
Brasil), utilizando la morfometria, PCR-RAPD’s e isoenzimas. Los perfiles
isoenzimaticos fueron idénticos para las tres poblaciones, mientras que los
patrones del RAPD permitieron una clara discriminaciéon entre los tres
grupos. La morfometria de la cabeza mostré diferenciacion entre las tres
poblaciones pero solamente para los machos, no para las hembras. Los
investigadores concluyeron que la heterogeneidad genética detectada
en T. brasiliensis podria estar asociada a una serie de eventos de
domesticacion reciente; la separacion geografica de las poblaciones
podria ser un factor importante en la estructuracion genética de T.
brasiliensis. Con los resultados obtenidos pudieron determinar que una de
las poblaciones estudiadas podria mantener mayor intercambio con las
poblaciones silvestres que las otras dos, lo cual es importante para la
vigilancia y el control (Borges et al 2000).

8.1.3.Triatoma dimidiata

Solis-Mena (2000) estudié el origen de las poblaciones de Triatoma
dimidiata del Ecuador al analizar el grado de variabilidad entre
poblaciones geograficas de esta especie, intentando inferir las posibles
rutas de dispersion a partir del centro de origen. Para esto utilizd técnicas
moleculares (secuenciacion de los genes mitocondriales codificadores de
proteinas) y la morfometria. Se compararon insectos de México,
Centroamérica, Colombia y Ecuador. Los resultados muestran que estas
técnicas son capaces de detectar cambios microevolutivos. Los analisis
combinados de morfometria y genética apoyaron ideas anteriores de un
origen Mesoamericano de T. dimidiata, mas que un origen Suramericano.
Respecto al origen del grupo ecuatoriano, los resultados apoyan la idea
de un origen mesoamericano mas que colombiano, aunque el hecho de
gue algunos especimenes fuesen similares a los colombianos no permitioé
excluir completamente esa posibilidad (Solis-Mena 2000).
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8.1.4.Rhodnius pallescens

Jaramillo (2000) efectudé un estudio completo acerca del tamafo y la
forma de los caracteres métricos en Rhodnius pallescences (vector
importante en Panama, silvestre en Colombia), comparando localidades
silvestres colombianas con una localidad doméstica panamefia, utilizando
las técnicas de morfometria tradicional y geométrica como herramientas.
Las mismas poblaciones (después de una generacion en el laboratorio)
fueron estudiadas utilizando la técnica PCR-RAPD’s, para analizar como la
deriva génica afecta la forma y la conformacion de los insectos,
detectada por morfometria. Ademas, la estabilidad del desarrollo entre las
localidades se compard al estudiar las asimetrias.

Entre otras conclusiones, el estudio de Jaramillo (2000) mostré que la forma
(analizada por morfometria), es un caracter estable, poco susceptible de
sufrir cambios importantes entre poblaciones de una misma especie y
después de una generacion en el laboratorio. La morfometria mostré
ciertas diferencias de forma entre las poblaciones colombianas y la
panamefia de R. pallescens, mientras que el PCR-RAPD’s no mostrd
tendencias a la separacidon entre estos grupos; los grupos silvestres
colombianos no mostraron una estructuracién geografica marcada, por lo
gue se concluyd que los grupos en las localidades colombianas forman
una poblacion continua. Con el estudio de asimetrias no se descubrieron
patrones importantes entre localidades, unicamente un aumento de la
asimetria en las poblaciones criadas en ambiente controlado de
laboratorio (Jaramillo 2000).
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METODOLOGIA

8.2. Morfometria

8.2.1.Insectos y su Preparacion

Los especimenes utilizados fueron colectados por los investigadores del
Laboratorio de Investigacion en Entomologia y Parasitologia de la Escuela
de Biologia (entre 1996-2001).

A cada insecto le fueron removidas las alas mesotoracicas (hemelitra)
utiizando tijeras de diseccion. Las alas fueron montadas entre porta y
cubre objetos utilizando Solucién de Hoyer como medio. Las cabezas de
los insectos fueron removidas con ayuda de pinzas de diseccion y
montadas en alfileres utilizando triAngulos de acetato como soporte. Para
algunos insectos no fue posible utilizar ambas alas y cabezas debido al
deterioro de las estructuras, por lo que en la Tabla 2 se detallan los
tamanos de muestra utilizados con cada estructura.

Tabla 2.
Tamarios de las muestras para T. dimidiata en las localidades estudiadas (Figura 1).
ECOTOPO | LOCALIDAD DE COLECTA MACHOS HEMBRAS
Ala | Cabe | Ala | Cabe

za za
Viviendas humanas Aldea Agua Zarca, Santa | 23 24 23 23

Maria Ixhuatan, Santa Rosa

(AZ)

Viviendas humanas Aldeas Carrizal, Quebrada | 25 24 24 21

Seca y Azulco, Jutiapa vy
Jalpatagua, Jutiapa (JUT)

Cuevas en laroca caliza “Monumento Natural Grutas 5 7 7 6
de Lanquin”, Lanquin, Alta
Verapaz (AV)

Dentro de chultunes | Sitio Arqueoldégico Yaxha,| 26 25 28 26
(cuevas construidas por | Melchor de Mencos, Petén
los mayas), entre pilas de | (PET)

rocas 6 palmeras.

Viviendas humanas Varias aldeas, sur del Quiché | 25 23 25 20
(QUI)
Viviendas humanas Aldeas Primera Sabana, El 31 30 23 24

Salitre y Sabanentas, Santa
Rosa de Lima, Santa Rosa
(SRL)

TOTAL | 135 133 130 120
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Figura 1. Localidades de colecta de los insectos utilizados para este estudio: (PET) Sitio
Arqueoldgico Yaxha’, Melchor de Mencos, departamento del Petén; (AZ) Cuevas del
municipio de Lanquin, departamento de Alta Verapaz; (QUI) varias aldeas del sur del
departamento del Quiché; (SRL) aldeas Primera Sabana, el Salitre y Sabanetas, Santa
Rosa de Lima, departamento de Santa Rosa; (AZ) aldea Agua Zarca, Ixhuatan,
departamento de Santa Rosa; (JUT) aldea el Carrizal y otras, Jutiapa, departamento de
Jutiapa. En PET y AV los insectos son silvestres; en AZ, JUT, QUI y SRL los insectos son
domiciliados.

1.1.1.Equipo de Captacion de Datos y Mediciones Morfométricas

Las imagenes de las estructuras hemelitron izquierdo (ala) y cabeza de
cada espécimen, fueron captadas utilizando un sistema de video
(Camara Olympus OLY-750, conectada a un esteredscopo Olympus SZ-
STS), con magnificacion 6.7X para las alas y 15X para las cabezas, y luego
transmitidas a una computadora (IBM Aptiva), para ser “guardadas” como
un archivo de imagen (*.bmp) por medio del software Video Highway
Xtreme (AIMS Lab. Inc. 1997). Las imagenes digitales de las estructuras
fueron analizadas en el programa de software tpsDig® (Rohlf 2001), el cual
permite colectar las coordenadas cartesianas de los puntos seleccionadas
sobre un objeto. Los puntos seleccionados se muestran en la Figura 2. Las
coordenadas colectadas se ingresaron y ordenaron en una hoja
electrénica Microsoft Excel® (Microsoft Corp. 2000).

La base de datos de coordenadas cartesianas fue conservada para utilizar
estos datos para la morfometria geométrica, cuyos analisis se describen
mas adelante. Para la morfometria tradicional fue necesario obtener
distancias entre puntos. Para obtener la distancias entre dos puntos de los
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cuales se tienen sus coordenadas cartesianas se utiliza el Teorema de

Pitagoras:
dab = \/((Xb - Xa)2 +(yb - ya)z) '

donde dap es la distancia entre los puntos a y b. Las distancias que se
obtienen estan dadas en “pixels”.

Programando el Teorema de Pitagoras en la hoja electréonica Excel® se
obtuvieron 10 distancias entre puntos en el ala, seis distancias en la cabeza
de las hembras y ocho distancias en la cabeza de los machos (ver Tabla 3).

Antes de utilizar las distancias entre puntos como datos en los analisis, se
verifico si habian sido obtenidas con una precision y exactitud aceptable,
para garantizar que no brindaran informacién poco confiable. Los valores
de precision obtenidos varian entre [1.68...7.62] y los de exactitud entre
[0.00...0.04]. Estos son valores aceptables si consideramos que la precision
y exactitud perfectas son iguales a cero y los valores de las distancias
fluctian entre 30 y 670 unidades.

Tabla 3.
Distancia entre puntos obtenidas utilizando el Teorema de Pitdgoras. Los puntos se
observan en la Figura 2.

ALA CABEZA
10 CARACTERES O 8 CARACTERES O
VARIABLES VARIABLES
10 distancias nombradas | LT (Largo total) distancia entre el punto
de la siguiente manera: H medio de 1-12 al punto
significa hemelitronylos | AC (Ancho del clipeo) medio de 6-7
nameros representan los PO (Distancia post ocular) | distanciaentre 6y 7
puntos entre los cuales se | TA (Largo tubérculo distanciaentre 1y 2
obtuvo la distancia. antenifero) distancia entre 4y 5
H12, H13, H18, H19, H23, AO (Distancia ante ocular) | distancia entre 4y 6
H25, H56, H57, H68, H89. EO (Distancia externa distancia entre 3y 10
entre los 0jos)
C49* distancia entre 4y 9
Co11* distancia entre 9y 11
* s6lo se midieron en los
machos

1.1.1.Andlisis de los Datos
1.1.1.1. Morfometria Tradicional
Los valores de las distancias obtenidas a partir del Teorema de Pitagoras se

transformaron en logaritmos naturales. “Esta transformacion permite: 1)
acercarse a la distribucion normal, 2) homogeneizar las varianzas, 3)
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comparar diferencias proporcionales en vez de diferencias absolutas y
preservar alometrias” (Jaramillo 2000).

Posteriormente se procedid a revisar los datos para verificar si fueron
registrados sin errores de medicion o de escritura 6 individuos atipicos
(Dujardin 2000). Los individuos “atipicos”, son aquellos tan particulares que
pueden provocar resultados diferentes que los que se consiguen en su
ausencia. Durante este estudio se detectaron individuos atipicos en los
grupos de Alta Verapaz (3 machos y 2 hembras), Petén (1 hembra), Jutiapa
(1 hembra). Estos individuos fueron eliminados de los analisis finales ya que
provocaban distorsiones en las graficas o impedian que los conjuntos de
variables siguieran el modelo de componentes principales comunes
utilizado en el estudio de morfometria tradicional.

Figura 2. (a) Esquema de la ubicacion de los puntos considerados en la cabeza de T.
dimidiata (vista dorsal). (b) Esquema de los puntos en el hemelitron izquierdo de T.

dimidiata.
e Analisis Univariado

El analisis univariado se refiere a la comparacion entre grupos para cada
caracter separadamente. Habra entonces tantas comparaciones entre
grupos como caracteres utilizados (Dujardin 2000). Los datos fueron
evaluados para conocer si podian aplicarse pruebas paramétricas, pero al
no cumplirse los supuestos, se aplico estadisticas no parameétrica.
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2. Test U de Mann Withney

Se efectuaron comparaciones entre pares de grupos para cada caracter
(para machos y hembras por separado) utilizando la prueba U de Mann
Withney. Esta prueba es equivalente al test de t y su objetivo es probar si
dos muestras independientes pertenecen a la misma poblacion. El nivel de
significancia (p) de la prueba es reportado con el valor de la significancia
asintética basada en la distribucion asintética, y tipicamente un valor
menor de 0.05 es considerado significativo. Cuando los tamafios de
muestra son pequenos se reporta el valor de significancia exacta, basada
en la distribucion exacta (SPSS for Windows Help Topics, SPSS Inc. 1999). Los
valores de significancia fueron corregidos utilizando un método secuencial
tipo Bonferroni (Sokal & Rohlf 1995). Los métodos secuenciales tipo
Bonferroni para la correccion del nivel de significancia se utilizan cuando
las comparaciones univariadas no son independientes (caracteres
correlacionados), y entonces debemos ajustar los valores de Ila
probabilidad de cometer un error tipo | (a) (Sokal & Rohlf 1995).

3. Perfiles de Guillaumin

Para poder visualizar cobmo se comportaban los caracteres en los grupos se
realizaron perfiles de acuerdo al método de Guillaumin (Dujardin 2000).
Cada perfil se construyd de la siguiente forma: (a) se estimé para cada
variable, su promedio y desviacion estandar total en conjunto para todos
los grupos, (b) se estim6 para cada variable, su promedio para cada grupo
por separado, (c) para cada variable se grafico la diferencia, con signo,
del promedio de cada grupo con el promedio total, dividido la desviacion
estandar total (Dujardin 2000).

Se realiz6 un perfil para las variables medidas sobre el ala y otro para las
variables medidas sobre la cabeza, machos y hembras por separado.
Estos perfiles permitieron visualizar las diferencias en tamafio general de un
grupo en relacion a los otros, indicando ademas cuales son las variables
que podrian ser diagndsticas entre ciertos grupos.

e Anaélisis Multivariado

Los analisis multivariados se caracterizan por considerar muchas variables
relacionadas (no independientes) simultdneamente, siendo cada una
igualmente importante al principio del analisis (Manly 1986) (ver ANEXO 1I).
El nimero de caracteres o variables a utilizar en un estudio de morfometria
tradicional estd en dependencia del tamafno de la muestra, ya que en los
analisis estadisticos multivariados que toman en cuenta diferentes grupos,
el numero minimo de individuos por grupo tendria que ser el doble del
numero de variables (Bookstein 1996, citado por Dujardin 2000). Por lo
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tanto, en el presente estudio, se debié adecuar el nUmero de variables al
numero de individuos disponibles. El factor limitante fue la poblacion de
Alta Verapaz, que contd con entre 5y 7 insectos. Debido a esta limitacion
se decidid efectuar comparaciones incluyendo y excluyendo a este grupo.

Incluyendo al grupo de Alta Verapaz se efectuaron analisis discriminantes
en base a cinco 6 seis variables medidas sobre el ala y seis U ocho
caracteres medidos sobre la cabeza (Tabla 4). Excluyendo al grupo de
Alta Verapaz, se efectuaron andlisis discriminantes sobre las variables de
forma y conformacion obtenidas después de la correccion del tamano
(ver mas adelante).

Los métodos de correccidon del tamafio buscan eliminar las diferencias
alométricas intragrupo, es decir las diferencias entre los individuos del
mismo grupo provocadas por diferencias en las condiciones durante el
crecimiento. En este trabajo se utilizaron dos métodos de correccion:

4. el método de Klingenberg (1996), el cual busca la eliminacion del
efecto del crecimiento implicito en los datos multivariados
proyectando los puntos de datos sobre un espacio ortogonal al
vector de crecimiento. El vector de crecimiento sera el primer
componente principal comun (CPC1l) derivado de un analisis de
componentes principales comunes (ACPC). El resto de
componentes son considerados como representaciones de
aspectos significativos de la forma 6 variables de forma, y pueden
ser utilizados como datos en un analisis discriminante. Para poder
aplicar este método se tiene que probar a priori la compatibilidad
de los datos con el modelo de componentes principales comunes.

5. El método de Mossiman se aplicd unicamente a los datos de la
cabeza de los machos ya que no fueron compatibles con el modelo
de componentes principales comunes. Mossiman (1970, citado por
Dujardin 2000), indica que la conformacion 6 silueta (C) puede ser
definida de la siguiente manera:

C=X/T
donde X es un conjunto de distancias entre puntos, y T es una
variable de tamaifo global. Si esta ecuacion se transforma en
logaritmos obtenemos:

log C =log (X/T) =log X-log T
Es posible entonces obtener variables de conformacion (logC) al
transformar en logaritmo los valores de las distancias que hemos
medido y restarles el valor de la variable de tamano global. En este
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estudio, la variable de tamafo global utilizada fue el promedio de
todas las distancias medidas para un individuo, denominada
tamano isométrico. Las variables de conformacion deben luego ser
sometidas a un analisis de componentes principales (ACP),
encontrandose que el Ultimo de los componentes principales no
contribuye a la variacion de los datos. Este componente puede ser
excluido de los analisis. Los componentes principales que si
contribuyen a la variacion pasan a denominarse componentes de
conformacion y pueden ser utilizados como datos en un datos en un
analisis discriminante.

En ambos métodos de correccion del tamafo, se generan después del
analisis discriminante, factores discriminantes. Para examinar la posicion
relativa de los grupos, unos respecto a los otros, los individuos pueden ser
proyectados en diagramas de dispersion sobre los dos primeros factores
discriminantes. Poligonos representando a los grupos pueden ser
construidos al unir con lineas los puntos de los individuos mas externos de
cada grupo.

Tabla 4.
Esta tabla muestra los conjuntos de variables utilizados en los analisis multivariados y las
comparaciones efectuadas. Para una descripcion de las variables o caracteres, ver
Tabla 3.

GRUPOS ANALISIS CONJUNTOS DE VARIABLES O CARACTERES
COMPARADOQOS®
Ala Cabeza
AZ, JUT, AV, PET, | Analisis Hembras Machos Hembras Machos
QUI, SRL discriminante H12 H18 H23 | H12 H18 H23 | EO AO TA [ EO AO TA
H39 H57 H68 | H39 H57 H68 | AC PO LT AC PO LT
C911 C49
AZ, JUT, PET, QUI, | Analisis Hembras Machos Hembras Machos*
SRL discriminante Conjunto 1: | Conjunto 1: EO AO TA | EO AO TA
después de la | H12 H18 H23 | H12 H18 H23 | AC PO LT AC PO LT
correccion del | [H39] H57 | H39 H57 H68 C911 C49
tamarfo H68
utilizando el [ Conjunto 2: Conjunto 2:
método de | H12 H13 H25 | H12 H18 H23
Klingenberg H56 H68 H89 | H39 H57 H68
(1996) o
Mossiman
(1970)

= AZ = Agua Zarca, Santa Rosa; JUT = Jutiapa; AV = Alta Verapaz; PET = Petén; QUI =
Quiché; SRL = Santa Rosa de Lima, Santa Rosa. * Para este andlisis no se pudo hacer la
correccion del tamafio por el método de Klingenberg (1996) y se utilizdé el de Mossiman
(1970, citado por Dujardin 2000). [ ] variable excluida.
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1.1.1.1. Morfometria Geomeétrica

Para los analisis de morfometria geométrica, Dujardin (2000) recomienda
que el numero de individuos debe ser cuatro veces mayor que el niumero
de variables. En este caso cada variable esta representada por un punto
sobre el objeto, es decir que en este estudio se podian utilizar de 5 a 6
puntos, a merced de excluir el grupo de Alta Verapaz, que tenia pequefio
tamano de muestra (5 a 7 insectos). Para el resto de grupos se
seleccionaron seis puntos sobre la cabeza y seis puntos sobre el ala para
efectuar los analisis. Los puntos seleccionados fueron (ver Figura 2): (a)
cabeza: 1, 3,6,7,10,12,(b)ala: 1, 2,5,6, 7, 9.

El procedimiento geomeétrico seguido, para el ala y la cabeza por
separado, en general perseguia utilizar los componentes uniformes y no
uniformes de la conformacibn como variables para representar la
variacion de la forma, de acuerdo al método descrito en Rohlf et al (1996).
Los componentes de conformacion uniforme corresponden a los efectos
del estiramiento o compresion de un objeto en un direccién particular. Los
componentes no uniformes definen las direcciones de variacion de la
conformacion relativas a la energia de doblamiento, permitiendo la
perdida de paralelismos en el objeto (Rohlf et al 1996; Slice et al 1998).

Estos componentes se obtuvieron al ingresar las matrices de coordenadas
(x,y) en el programa tpsRegr© (Rohlf 2001). Los componentes uniformes y
no uniformes de la conformacion fueron entonces utilizados como datos
en un analisis discriminante, para estudiar las diferencias entre los grupos.
Los individuos se proyectaron en diagramas de dispersion sobre los dos
primeros factores discriminantes para examinar la posicion relativa de los
grupos. Se construyeron poligonos al unir los puntos de los individuos mas
externos de cada grupo.

Para estudiar la manera en que las conformaciones cambian a lo largo de
la funcidén discriminante, se hizo una regresion de los componentes
uniformes y no uniformes en la primera funcion discriminante. Se reporta el
coeficiente y la probabilidad de esta regresion. Los cambios se ilustraron
como representaciones pictoricas de deformaciones en rejillas.

1.1.1.2. Programas de Computadora

Los procedimientos fueron efectuados en programas de computadora de

la siguiente manera:

(a) SPSS for Windows 10.1 (SPSS Inc. 1999): pruebas U Mann Witheney,
analisis de componentes principales, analisis discriminantes, graficos
Boxplot.
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(b) NTSys pc 2.02) (Rohlf 1998): andlisis de componentes principales
comunes.

(c) TpsRegr: estimacion del tamafio centroide, de los componentes
uniformes y no uniformes de la conformacion, regresiones, elaboracion
de representaciones pictoéricas (rejillas). (Este programa es de dominio
publico y puede adquirirse en la direccion de Internet
http://life.bio.sunysb.edu/morph/);

(d) Microsoft Excel: diagramas de dispersion.

1.2. Asimetria Morfomeétrica

Para el estudio de asimetrias se utilizaron las alas de los insectos montados
para morfometria. Se seleccion6é una muestra de la siguiente forma:

LOCALIDAD MACHOS HEMBRAS
Agua Zarca, Santa Maria Ixhuatan, 20 20
Santa Rosa
Yaxha, Melchor de Mencos, Petén 20 20
Aldeas del sur del Quiché 20 20
Grutas de Lanquin, Lanquin, Alta 5 7
Verapaz

En este estudio también se incluye el ala derecha, para poder estudiar la
asimetria entre alas izquierdas y derechas. Cada ala se analiz6 dos veces.

Para los estudios de asimetrias se seleccionaron las siguientes distancias
medidas (caracteres) entre puntos de las alas (ver Figura 2):

24 distancias: H12, H13, H14, H15, H18, H19, H23, H24, H25, H28, H29, H34,
H35, H38, H39, H45, H48, H49, H58, H59, H68, H69, H78, H79. (Nombradas
de la siguiente manera: H significa hemelitron y los nUmeros representan
los puntos entre los cuales se obtuvo la distancia.)

Posteriormente, para cada poblacion y cada caracter por separado, se
realizd un analisis factorial (ANDEVA de dos vias) con la posicion del ala
(lado) y los individuos como factores. Se determina:
1.1.la no existencia de diferencias (simetria),
1.2.la existencia de diferencias entre los lados (indicativo de
asimetria direccional),
1.3.la existencia de interaccion entre los factores (indicativo de
asimetria no direccional).
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Para aquellas variables que presentaran asimetria no direccional, fue
estudiada su distribucion utilizando la prueba de Kolmogorov Smirnov
(Daniel 1998). Si la distribucion era normal, se atribuyé asimetria fluctuante
al caracter; si la distribucidn era bimodal, se atribuy6 antisimetria.

Para los caracteres que presentaron asimetria fluctuante se estimd un
indice de asimetria (varianza de interaccion menos el error dividido entre el
error); los valores de estos indices para cada poblaciéon fueron
representados en histogramas.

Los programas de computadora utilizados para los analisis y manejo de los
datos fueron Microsoft Excel y SPSS for Windows.

1.4. PCR-RAPD’s

1.4.1.Extraccion de ADN

Se seleccionaron 30 individuos de cada poblacion a estudiar (Petén,
Lanquin, Quiché, Agua Zarca, Jutiapa y Santa Rosa de Lima) y se extrajo el
ADN de las patas, de acuerdo al siguiente criterio: Adultos y 5° Estadio: 2
patas. / 4 y 3° estadio: 3 patas / 2°: 4 patas / 1° estadio: el individuo
entero. Se colocaron las muestras en tubos eppendorf debidamente
rotulados y se lavaron con etanol al 95%. Luego se les agregd 100 uL de
buffer de extraccibn macerando las muestras con pistilos estériles. Para
inhibir la accion de las algunas nucleasas que pudieron haber qguedado en
la solucion, se conservaron las extracciones en hielo. Posteriormente las
muestras se centrifugaron y calentaron en bafio maria. A continuacion se
agregd K-Acetato para precipitar las proteinas. El sobrenadante se
transfirid a un tubo con etanol frio al 95%. Para precipitar el ADN. Después
de centrifugar otra vez, se descartd el sobrenadante, se lavo el precipitado
(hebras de ADN) en etanol al 70% y al 95% sucesivamente. Se dejo
evaporar el etanol. Finalmente se disolvié la pastilla de ADN en TE ARNasa
y se guardaron las muestras a -20°C hasta su utilizacion.

Amplificacion de ADN
1.4.1.1. Preparacion de Master Mix

Para realizar una amplificacion de 25 muestras se prepara una solucion
madre que servird para 25 tubos de PCR ("MicroAmp" de 200ul). Esta
solucion se denomina "Master Mix". Para prepararla se trabajéo en una
campana de luz ultravioleta que esta libre de ADN. Los componentes del
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Master Mix son: H20 para PCR, Thermo Buffer PCR 1X, MgCl, 1.5 mM, dNTP"s
(200 pL), Iniciadores (400 pMol).

La solucidon de Master Mix se prepara en tubos "eppendorf' de 1.5 mL. Para
25 reacciones contiene la siguiente mezcla.

Reactivo Volumen para 25
tubos de PCR

H20 784.5 yl

Thermo Buffer 100 pl

MgCl, 30.0 ul

dNTP’s 8.0 ul

Iniciadores* 25yl

*11,L4, L5 o H3 dependiendo del que se quiera utilizar.

A continuacion se seleccionaron los tubos de PCR ("MicroAmp"de 200 pl)
que se utilizaron y se rotularon numerandolos de 1 a 24. Se agrego a los
tubos la cantidad de Master Mix (MMXx) estandarizada. (37 ul). Los tubos se
colocaron en "rackets" de duroport.

1.1.1.1. Amplificacion

Se agregan 2 uL de ADN a los tubos con el Master Mix alicuotado (una
muestra de ADN diferente por tubo de PCR). Para iniciar la amplificacion
en el termociclador, una vez alcanzada la temperatura de 80°C se colocd
el racket del termociclador en el aparato y se agregaron 2 ul de enzima
Taq polimerasa a cada tubo. Para todos los iniciadores, excepto el H3, se
utilizaron las mismas condiciones de temperatura de PCR. Después de
cada amplificacion de 4 horas de duracioén, las muestras se almacenaron
a -20°C.

Corrimiento y Analisis de Geles

Las muestras se corrieron en geles de agarosa (Low EEO) al 1.5%. El montaje
de los pozos se hizo con el gel sumergido en la camara de corrida con el
buffer TBE al 0.5%. Se tomaron 10 uL de cada muestra mezcladas con 2 uL
de “Loading Dye” vy se virtieron en los pozos. En los extremos de los geles
se colocaron dos marcadores moleculares, para el analisis de datos. Los
marcadores que se utilizaron fueron “EZ Load” de 100 pares de bases (pb)
esy "¢-X 174" que abarca un rango de 72-1753 pb . Se depositaron 2 ul del
primer marcador y 2 ul del segundo. Después del montaje de muestras se
realizaron los corrimientos en el aparto de electroforesis a 100 voltios, por
aproximadamente dos horas.
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Posteriormente los mismos se tifleron en bromuro de etidio, por
aproximadamente media hora. Una vez tefidos, se colocan en un
transiluminador mediante el cual se pueden visualizar las bandas obtenidas
y se procede a tomar las fotografias con una camara digital (Olympus).
Las fotos se almacenaron en la computadora por medio del programa
CAMEDIA, en formato JPG.

Las fotografias fueron transformadas al formato "Tiff" y se trasladaron al
programa "Scanalytics Gene Profiler’, en donde las imagenes de los geles
se analizaron y prepararon para el procesamiento de datos.

Posteriormente cada una de las imagenes de geles analizados, se
trasladaron al programa "Gene Profiler Database Manager". Se cre6 de
esta forma una base de datos de los individuos y las bandas que producen
segun cada iniciador. El programa realiza comparaciones de las bandas
encontradas entre todas las poblaciones vy los iniciadores con los que se
realiz6 la amplificacion. Posteriormente se elabora una matriz de 0
(ausencia de banda) y 1 (presencia de banda). Con esta matriz se calculd
el indice de Nei, con el cual se elaboré un dendrograma, que es un arbol
flogenético donde se encuentran las poblaciones agrupadas segun la
distancia genética que las separa, es decir que indica la proximidad entre
las poblaciones.
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PRESENTACION DE RESULTADOS

1.2. Morfometria Tradicional

1.2.1.Analisis Univariado

1.2.1.1. Patrones detectados en la comparaciones univariadas utilizando
el Test U de Mann Withney (Tablas 5 y 6)

e Grupos con baja diferenciacion

Al comparar Agua Zarca y Santa Rosa de Lima encontramos que muy
pocos caracteres no presentan la misma distribucidon poblacional en
ambos grupos: 5 de 44 caracteres para los machos y 3 de 42 caracteres
para las hembras. Esto indica que practicamente no existen diferencias
meétricas entre los insectos de estas localidades. Las diferencias métricas
significativas entre (a) Jutiapa y Alta Verapaz y (b) Quiché y Alta Verapaz
también son relativamente pocas: 13/42 hembras, 10/44 machos, 16/42
hembras y 12/44 machos respectivamente.

e Grupos con alta y media diferenciacion

Por otro lado, al observar los resultados de las comparaciones Petén-
Quiché, Petén-Santa Rosa de Lima, Quiché-Santa Rosa de Lima, Jutiapa-
Petén, Alta Verapaz-Petén y Agua Zarca-Petén se encuentra alta y media
proporcion de caracteres signficativamente diferentes entre los grupos: en
las hembras 39/42, 32/42, 39/42, 33/42, 28/42 y 27/42 respectivamente; en
los machos 43/44, 39/44, 42/44, 42/44, 31/44 y 38/44 respectivamente. Esto
indica una alta diferenciacidon métrica entre estas poblaciones.

Agua Zarca y Quiché presentan alta diferenciacion métrica en los machos
(40/44 caracteres) pero moderada en las hembras (23/42 caracteres).

El resto de comparaciones muestran un grado de diferenciacion
intermedia entre los grupos.

Es importante notar que el grupo de Petén presenta alta o moderada
diferenciacion métrica con todos los grupos.

1.2.1.2. Patrones detectados en los Perfiles de Guillaumin (Grafica 1)

Los perfiles de Guillaumin ilustran las tendencias de los caracteres medidos.
Estos perfiles permiten observar que el grupo de Petén siempre se ubica en
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los valores mas bajos, lo que es un indicio de que los insectos de esta
localidad tienen dimensiones corporales mas pequeias que el resto de los
grupos.

Las tendencias de los caracteres del grupo de Alta Verapaz son muy
interesantes, ya que no siguen las mismas direcciones que para el resto de
los grupos. Notese coOmo las variables cambian de direccion cuando para
el resto de grupos permanecen constantes. En el caso de las hembras de
Alta Verapaz, puede notarse que los caracteres presentan dimensiones
mas grandes que el resto de los grupos.

1.2.2. Analisis Multivariado

Los resultados de los analisis multivariados se presentan en las Graficas 2, 3
y 4. La significancia de los analisis se muestra en la Tabla 7, donde se
presentan los valores de Wilks’ Lambda, Kappa, porcentaje de variacion
gue representan los factores discriminantes 1 y 2 (ver ANEXO I, inciso
13.1.3.), y el residuo alométrico para el caso de la correccidon del tamafo
por el método de Mossiman para las cabezas de los machos.

En la Grafica 2 se observa una diferenciacion inequivoca del grupo de
insectos silvestres de Alta Verapaz del resto de grupos, ya sea utilizando las
mediciones de la cabeza 6 ala, tanto para machos como para hembras.
El grupo silvestre de Petén también tiende a diferenciarse un poco de los
cuatro grupos domeésticos, los cuales tienden a agruparse. Es importante
notar que los poligonos de los grupos Petén y Quiché nunca se traslapan.

En las Grafica 3 y 4 se ha excluido a Alta Verapaz de los andlisis y se
efectud la correccion del tamafio como se explicé en los métodos. Se
observa que los conjuntos de variables del ala (Grafica 3) no producen
una diferenciaciéon de los grupos, aunque existe cierta tendencia del grupo
de Petén a diferenciarse, pero solamente para los machos. Se mantiene la
tendencia de los grupos Petén y Quiché de no traslaparse.

En la Grafica 4 se observa que la separaciéon de los grupos generada por el
analisis discriminante sobre las mediciones de la cabeza, después de la
correccion del tamano, si provoca una diferenciacion inequivoca del
grupo de insectos silvestres del Petén, tanto para machos como para
hembras. Los cuatro grupos domeésticos se traslapan, lo cual indica que
presentan una misma forma.

Los estadisticos de la Tabla 7 permiten asegurar que la discriminacion de
los grupos observada en los analisis de las Graficas 2 y 4, es significativa
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(valores de Wilks’ Lambda cercanos a cero, sig. < 0.05) y que la
reclasificacion generada es sustancial o moderadamente diferente a una
reclasificacion producida al azar (valores de Kappa entre 0.48 — 0.67, sig. <
0.05). Ademas, los factores discriminante representan muy bien la
variacion intra grupo, ya que los porcentajes de la variacion acumulada
de ambos, supera el 80%.

Para el caso de la correccion del tamafio segun Mossiman, (cabeza de los
machos), la estimacién del residuo alomeétrico (mostrada en la Tabla 7)
brinda un valor de 28.7%, lo que indica una contribucion moderada del
tamanfo en la discriminacion observada.
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1.3. Morfometria Geomeétrica

Los resultados de los analisis discriminantes basados en los componentes
uniformes y no uniformes de la conformacion se presentan en la Grafica 5,
y los valores de Wilks’ Lambda, Kappa, porcentaje de variacion de los
factores discriminantes 1 y 2, y residuo alométrico se presentan en la Tabla
8.

En la Grafica 5 se observa que la conformacién alar no permite discriminar
los cinco grupos estudiados ya que los poligonos que representan a los
grupos se traslapan. Por otro lado, la conformacion de la cabeza permite
diferenciar el grupo de insectos silvestres de Petén de los insectos
domésticos, ya que el poligono que representa este grupo se separa
inequivocamente de los demas.

Los estadisticos de la Tabla 8 permiten indicar que la discriminacion de los
grupos en base a la conformacién de la cabeza es bastante buena
(valores de Wilks’ Lambda de 0.2 aproximadamente, sig. < 0.05), con una
reclasificacion moderada con buenas probabilidades de ser diferente a
una reclasificacion obtenida al azar (valores de Kappa entre 0.46 — 0.50,
sig. < 0.05). Ademas los factores discriminantes 1 y 2 representan mas del
80% de la variacion intragrupo. Sin embargo, el resido alomeétrico es
elevado (» 50%), lo que indica una significativa contribucion del tamafo
en la discriminacion observada.

El analisis discriminante mostré que existen diferencias de conformacion
entre el grupo de insectos silvestres del Petén y los grupos domeésticos. Para
describir como son estas diferencias en la cabeza se hizo una regresion de
los componentes uniformes y no uniformes de la conformacion en el factor
discriminante 1. Los resultados se muestran en las Graficas6y 7.

Es necesario aclarar (gue las rejillas (Graficas 6 y 7) estan representando la
e ' .. sSlueta de la cabeza, de la manera en
smaue se presenta en la Figura 6.

4 "
]
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Figura 6. Analogia de como las rejillas representan el perfil de la cabeza, a partir de los
puntos seleccionados.

Las desviaciones en las rejillas permiten visualizar que en el extremo positivo
del factor discriminante 1 (donde se ubica el grupo de Petén), las
distancias entre la curvatura externa del ojo y el clipeo (es decir, entre los
puntos 2y 3, 5y 4) y las distancias entre la curvatura externa del ojo y el
ocelo (entre los puntos 2 y 1, 5 y 6) son cortas, mientras que en el extremo
negativo del factor discriminante 1 (donde se ubica el grupo de los
domeésticos), estas distancias son mas largas. Ademas, la distancia
externa entre los ojos (entre los puntos 2 y 5) es ligeramente mayor en el
extremo positivo del factor discriminante 1, que en el extremo negativo.

Se evidencia que los componentes uniformes de la conformacién son mas
importantes en la diferenciacién de los grupos ya que uno de ellos (UniY),
muestra una correlacion alta y significativa con el factor discriminante 1, lo
gue significa que los grupos se diferencian mas en la direccion de
estiramiento-encogimiento de la estructura (cabeza). Esto es cierto tanto
para machos como para hembras.
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1.4. Asimetria Morfomeétrica

En la tabla 9 se muestran los estados de simetria o asimetria de los 24
caracteres del ala seleccionados en dos poblaciones domésticas (Agua
Zarca y Quiché) y dos poblaciones silvestres (Alta Verapaz y Petén). En las
Graficas 8 y 9 se graficaron los indices de asimetria fluctuante para cada
caracter.

Los resultados sugieren que el grupo del Petén tiende a ser el mas simétrico
ya que presenta 8 caracteres simétricos para los machos y, respecto a la
asimetria fluctuante, nunca (a excepcion de 3 casos) presenta indices
superiores al resto de los grupos.

El grupo de insectos silvestres de Alta Verapaz presenta patrones
interesantes. Los machos presentan 7 caracteres simétricos (casi el doble
gue los domésticos), pero al observar los indices de asimetria fluctuante
encontramos que es el grupo que presenta mayoria de valores grandes en
comparacion con el resto de los grupos.

Los grupos domeésticos presentan relativamente pocos caracteres
simétricos, y en aproximadamente el 50% de los caracteres, son los que
presentan mayores indices de asimetria fluctuante.

Respecto a la asimetria direccional (diferencia entre lados) pocos
caracteres presentaron este tipo de asimetria.

En el caso de antisimetria se presentaron algunos casos. Se cree que este
resultado podria deberse mas al pequefio tamafio de las muestras
(especialmente de Alta Verapaz) que a un verdadero caso de antisimetria.



50



51



52



8.4. PCR-RAPD’S

Tabla 10.
Numero de individuos cuyo ADN fue amplificado exitosamente con cuatro
iniciadores diferentes.

INICIADORES
L1 H3 L4 | L5
Agua Zarca | 25 19 24 | 26
Quiché 26 24 25|29
Alta Verapaz | 21 17 22 |21
El Petén 26 26 25|24
Sta. R Lima | 20 19 20 | 19
Jutiapa 20 17 17 | 22
TOTAL  [138] 122 [133[141




Foto 1. Fotografia mostrando la electroforesis de las bandas amplificadas por RAPDs.
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Tabla 11.
Frecuencias alélicas de 84 loci de especimenes de Triatoma dimidiata en seis regiones
geograficas diferentes

POBLACIONES DOMESTICAS

Agua Zarca Jutiapa Quiché Sta. R. Lima
f(p) f(p) f(p) f(p)
0.020 0.452 0.039 0.368
0.000 0.329 0.000 0.134
0.128 0.408 0.266 0.225
0.000 0.106 0.000 0.025
0.020 0.000 0.039 0.134
0.307 0.329 0.039 0.225
0.020 0.025 0.000 0.134
0.471 0.684 0.380 0.452
0.041 0.163 0.145 0.051
0.000 0.025 0.000 0.000
0.000 0.025 0.019 0.051
0.400 0.452 0.380 0.408
0.654 0.293 0.445 0.408
0.717 1.000 0.804 0.776
0.000 0.134 0.000 0.000
0.175 0.553 0.445 0.553
0.252 0.106 0.293 0.134
0.200 0.134 0.293 0.000
0.083 0.258 0.266 0.106
0.000 0.078 0.101 0.051
0.041 0.078 0.039 0.106
0.279 0.452 0.561 0.613
0.106 0.000 0.019 0.000
0.000 0.657 0.000 0.487
0.000 0.000 0.000 0.239
0.000 0.061 0.021 0.239
0.027 0.515 0.000 0.142
0.000 0.233 0.000 0.173
0.000 0.160 0.021 0.275
0.000 0.030 0.110 0.000
0.771 0.657 0.460 1.000
0.771 0.272 0.323 0.487
0.000 0.126 0.043 0.142
0.771 0.580 0.646 0.541
0.000 0.000 0.087 0.054
0.676 0.126 0.134 0.275
0.054 0.160 0.043 0.027
0.082 0.000 0.021 0.142
0.000 0.406 0.043 0.239
0.676 0.061 0.264 0.351
Agua Zarca Jutiapa Quicheé Sta. R. Lima

_ 0.027 0.000 0.134 0.000



-Loci

0.054
0.027
0.173
0.082
0.054
0.000
0.000
0.312
0.000
0.351
0.021
0.043
0.000
0.388
0.544
0.087
0.000
0.423
0.209
0.000
0.184
0.209
0.000
0.019
0.000
0.000
0.350
0.000
0.101
0.321
0.191
0.481
0.019
0.608
0.723
0.380
0.660
0.191
0.059
0.080
0.101
0.293
0.000

0.000
0.196
0.093
0.126
0.000
0.000
0.000
0.000
0.160
0.000
0.580
1.000
0.458
0.030
1.000
0.657
0.000
0.515
0.126
0.126
0.272
0.160
0.000
0.023
0.047
0.202
0.174
0.000
0.174
1.000
1.000
0.631
0.202
0.698
1.000
0.047
0.478
0.121
0.147
0.071
0.000
0.174
0.000

0.087
0.043
0.065
0.134
0.110
0.000
0.000
0.087
0.000
0.158
0.200
0.128
0.000
0.553
0.800
0.225
0.128
0.368
0.175
0.020
0.062
0.151
0.017
0.000
0.000
0.109
0.149
0.000
0.090
0.149
0.281
0.678
0.053
0.585
0.814
0.330
0.330
0.035
0.129
0.072
0.053
0.257
0.000

Pob. Domésticas -Pob. Silvestres
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0.111
0.351
0.111
0.054
0.000
0.000
0.142
0.111
0.054
0.000
0.776
0.613
0.025
0.000
1.000
0.000
0.000
0.134
0.051
0.025
0.025
0.106
0.000
0.027
0.205
0.111
0.351
0.000
0.487
1.000
1.000
0.603
0.173
1.000
1.000
0.275
0.603
0.173
0.000
0.111
0.027
0.275
0.000

f(p) Frecuencia "p" del Alelo Dominante



Tabla 12.
Identidad genética de Nei entre individuos Triatoma dimidiata de seis regiones
geograficas diferentes.

AGUA ZARCA [JUTIAPA | QUICHE |STA. R. LIMA | PETEN |ALTA VERAPAZ

Agua Zarca X 0.898 0.974 0.927 0.974 0.967

Jutiapa 0.898 X 0.925 0.963 0.902 0.900

Quiché 0.974 0.925 X 0.935 0.972 0.957

Sta. R. Lima 0.927 0.963 0.935 X 0.927 0.920

Petén 0.974 0.902 | 0.972 0.927 X 0.980
Alta Verapaz 0.967 0.900 0.957 0.920 0.980 X

Tabla 13.

Distancia genética de Nei entre individuos Triatoma dimidiata de seis regiones
geograficas diferentes.

AGUA ZARCA | JUTIAPA | QUICHE |STA. R. LIMA | PETEN |ALTA VERAPAZ
Agua Zarca X 0.107 0.027 0.076 0.027 0.034
Jutiapa 0.107 X 0.078 0.038 0.103 0.105
Quiché 0.027 0.078 X 0.067 0.029 0.044
Sta. R. Lima 0.076 0.038 | 0.067 X 0.076 0.084
Petén 0.027 0.103 0.029 0.076 X 0.020
Alta Verapaz 0.034 0.105 0.044 0.084 0.020 X
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DISCUSION DE RESULTADOS

El principal objetivo de este trabajo era evaluar la existencia de diferencias
(métricas, genéticas y de comportamiento) entre poblaciones silvestres y
domésticas de Triatoma dimidiata en Guatemala, utilizando métodos
fenéticos (morfometria, asimetrias), genéticos (PCR-RAPD’s) vy
observaciones de su comportamiento. La dilucidacion de las relaciones
gue existen entre las poblaciones es informaciéon base muy importante
para apoyar la campafa nacional de control que se inicié en nuestro pais
en el afo 2000. El conocer cOmo estan estructuradas las poblaciones
(aisladas, conectadas por el movimiento de insectos entre ellas) es muy
importante para comprender los fendbmenos durante una potencial
reinfestacion después del tratamiento control.

Morfometria

La morfometria es uno de los métodos practicos y econdmicos
recomendados por otros investigadores (Casini et al 1995; Dujardin et al
1997a) para la vigilancia entomoldgica durante las camparfias de control.
En esta investigacion, la morfometria fue una herramienta uatil en la
diferenciacion tanto entre los dos grupos silvestres, como entre silvestres y
domeésticos.

La naturaleza de las diferencias encontradas se refiere a formas (siluetas)
de la cabezay el ala. El estudio con morfometria tradicional revel6é que los
insectos de cuevas de Lanquin, Alta Verapaz, presenta una forma
inequivocamente distinta (Grafica 2); ademas, los perfiles de Guillaumin
(Grafica 1) muestran que este grupo presenta tendencias no paralelas en
sus caracteres, lo cual hace dudar de su estatus taxondmico como una
misma especie con el resto de poblaciones. En los perfiles de Guillaumin se
espera que poblaciones conespecificas presenten tendencias paralelas
cercanas al nivel cero (Dujardin & LePont 2000).

Después de aplicar analisis de correccion del tamafo (Rohlf 1990), la
morfometria tradicional revel6é que el grupo de Petén, también presenta
una forma diferente, pero en este caso solamente para las cabezas. La
morfometria geométrica permitidé describir que la cabeza de estos insectos
es mas pequefa, corta y ancha que la de los insectos domésticos.

Entre grupos domeésticos las diferencias detectadas no fueron tan drasticas
como aquellas con los silvestres, sin embargo, si fue posible observar (por
medios univariados y multivariados) una tendencia del grupo de El Quiché
a diferenciarse de las poblaciones domésticas del sur (Agua Zarca, Santa
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Rosa de Lima y Jutiapa). Esta separacion es mas constante respecto a
Agua Zarca. Investigaciones previas (Bustamante 2001) nos permiten
indicar que estas diferencias se deben a que el grupo de El Quiché
presenta un mayor tamafo global, debido a que se desarrolla en climas
templados, lo cual va de acuerdo con la regla de Bergmann, una regla
biolégica que indica que los organismos de una especie viviendo en
climas calidos seran en promedio mas pequefios que aquellos en climas
frios (Daly 1985).

La cabeza es la estructura anatomica que proporciond mejor separacion
entre los grupos. La explicacion a este fendmeno podria encontrarse en el
determinismo biolégico de las estructuras estudiadas. En la cabeza se
encuentran los érganos sensoriales que ponen al insecto en contacto con
su ambiente, por lo que estan sometidos a diferentes presiones selectivas a
medida que los ambientes son disimiles (una casa, una cueva, una selva).
Por otro lado la funcion del ala no cambia, sea cual sea el ambiente
siempre es la misma, el vuelo. Por lo tanto, este trabajo nos permitié
determinar que la cabeza es la estructura que nos permitira la mejor
diferenciacion para futuros estudios.

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar que caracteres
morfométricos permiten una mejor diferenciacion entre insectos
domésticos y silvestres. En la cabeza, las mediciones mas utiles seran
aquellas que nos indican el ancho y el largo de la misma, por ejemplo, la
distancia externa entre los ojos (EO) y el largo total (LT). La distancia post
ocular medida hasta el ocelo (PO), es la medicion que brindd menor
separacion univariada entre las poblaciones.

La clara diferencia entre las poblaciones silvestres y domésticas, en base a
la forma de la cabeza (ancho y largo) de las muestra analizadas, nos
indica que muy probablemente no hay chinches silvestres invadiendo las
viviendas humanas en las areas estudiadas. Este dato tiene mucha
importancia a nivel de programa de control, ya que nos dirige a
enfocarnos mas en detalle hacia las poblaciones peridomiciliares
(gallineros, establos, cochigueras, etc.) y las mismas poblaciones
domiciliadass: investigar su dinamica dentro de los asentamientos
humanos y dilucidar aquellos focos donde puedan existir colonias con
mayores tasas de natalidad y emigraciones (posibles focos de
reinfestaciones).

Respecto a las diferencias entre chinches silvestres, aquellas del Petén son
mucho mas pequeias y con la cabeza mas corta y ancha, que las
chinches de Lanquin, A.V., las cuales a su vez son grandes, con cabeza
larga y ojos pequeiios. Estas diferencias podrian haber surgido debido a la
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adaptacion a su ambiente silvestre particular. Por ejemplo, las chinches de
Petén ocupan mayor diversidad de habitats dentro de la selva tropical:
bracteas de palmeras, chultunes (pequefas cuevas en el suelo), acumulo
de piedras, acumulo de madera podrida, etc.; por otro lado, las chinches
de Lanquin se desarrollan en cuevas con temperaturas estables y
oscuridad permanente.

Las chinches de cuevas nunca se han encontrado fuera de ellas. En Petén,
las chinches eventualmente llegan a las viviendas atraidas por la luz pero
raramente colonizan la vivienda. Esto concuerda con los datos obtenidos
del estudio de asimetrias, los cuales indican que estos insectos estan bien
adaptados a su ambiente silvestre.

En el area de Lanquin existen por los menos dos poblaciones
diferenciables: (a) grupo de cuevas y (b) aquellas en ambiente silvestre
alrededor de las cuevas y que eventualmente puden encontrarse en las
vieiendas humanas. Insectos de este ultimo grupo fueron colectados (con
trampas de luz) y fueron considerados incialmente para este trabajo, sin
embargo resultaron ser individuos atipicos (ver inciso 7.1.3.1)),
diferenciables, respecto a aquellos de cuevas, por lo que fueron excluidos
del analisis. Esto nos indica que en localidades como Lanquin, debemos
enfocarnos en el estudio de chinches peridomiciliares o chinches que
puedan ser colectadas con trampas de luz y no aquellas de ambientes
muy estables como las cuevas.

Los analisis morfomeétricos mostraron que las diferencias métricas entre
poblaciones domésticas son muy débiles o casi inexistentes, lo cual indica
qgue no pueden ser faciimente diferenciables y que posiblemente existen
altas tasas de intercambio o0 movimientos de insectos entre los
asentamientos humanos: aldeas y casas. Los resultados de asimetrias nos
muestran que es mas probable que estos movimientos se den caminando
6 por dispersion pasiva (lo que se traduce en insectos con alas asimétricas)
y no por medio del vuelo.

Este resultado respecto a las poblaciones domésticas apoya la idea de
Schofield (2000), quien indica que Triatoma dimidiata podria estructurarse
como un conjunto de subpoblaciones con bajo flujo genético entre si. Esta
estructuracion encaja en el concepto de metapoblacion. De acuerdo a
Gorla (1999), en el contexto de la biologia de triatominos domésticos, una
metapoblaciéon estara constituida por las subpoblaciones que ocupan
cada una de las viviendas de un poblacién (si no existira transporte activo
0 pasivo capaz de transportar a un triatomino colonizador a un poblado
diferente) o por el conjunto de subpoblaciones que viven en poblados
conectados por vias de dispersion activa/pasiva de los triatominos.
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El estudio de triatominos bajo el enfoque de metapoblaciones apenas
empieza y se perfila como un esquema adecuado para la comprension de
las dinamicas poblacionales y la manera como podrian estar definidas las
subpoblaciones. De acuerdo a estudios genéticos efectuados por Dorn et
al (2001 comm. pers.), las subpoblaciones podrian estar definidas a nivel de
aldeas y no de casas.

El hecho de que las poblaciones domésticas presenten una forma de la
cabeza similar, a pesar de la distancia geografica que las separa, también
podria deberse a una evolucidon convergente; sin embargo, creemos que
las observaciones en el campo acerca del comportamiento de esta
especie apoya la teoria de flujo genético y metapoblaciones.

Las diferencias métricas entre poblaciones silvestres y domésticas, y el
hecho de que estas diferencias podrian deberse a la adaptacién a los
ambientes disimiles en los que habitan, apoya la teoria propuesta por
Dujardin et al (1999), quienes indican que la presion ecoldgica del
ambiente es la principal fuerza modeladora de los procesos de
especiacion en triatominos. Se esperaria que las chinches silvestres en
ambientes estables como cuevas, evolucionarian hasta desarrollar
diferencias a nivel reproductivo y eventualmente constituirian otra especie
del mismo género.

En los diferentes ecotopos (cuevas, casas, selva), el comportamiento de las
chinches silvestres difiere del de las domésticas. Por ejemplo, las chinches
silvestres de Petén tienden a tener mayor rango de movimientos por medio
del vuelo; en cambio las chinches domésticas aparentemente tienen un
rango de movimientos mas limitados (insectos mas asimétricos). La
poblacion de Lanquin parece estar adaptada a un ambiente muy estable
del cual los insectos raramente salen.

Es necesario resaltar separadamente la importancia del grupo de Petén en
la transmision de la enfermedad, siendo aparentemente un grupo
exclusivamente silvestre. La positividad para T. cruzi en el grupo del Petén
es de 30.7% (8 de 26 insectos examinados) (datos no publicados). Las
Selvas Tropicales Lluviosas, donde este grupo habita, son comunidades
bioldgicas que se encuentran fragmentadas por la colonizacion humana
(Villar 1997). ElI departamento del Petén presenta la mas alta tasa de
inmigracion calculada en base a la poblacion nativa (51.66%) con la
mayoria de los inmigrantes provenientes de las regiones centrales (Alta
Verapaz) y orientales (Jutiapa, Chiquimula, Zacapa) del pais (Diagnadstico
de los Recursos Naturales y Ambiente 1992). Estas dos regiones han sido
identificadas como de alto riesgo para la enfermedad de Chagas (Tabaru
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et al 1999), y presentan una seroprevalencia aproximada del 10% (De Ledn
1997), por lo que la inmigracion puede representar la importacion de casos
de Chagas humanos. Ademas, la tasa de crecimiento poblacional en el
Petén es la mas alta del pais (5.2% mientras que el total nacional es de
2.92%), aunque con baja densidad poblacional -9.8 personas/kmz2-
(Marroquin 1994). El Petén no ha sido considerado como area de riesgo
(Tabaru et al 1999) y se desconoce el grado de serologia positiva en la
region, sin embargo debe tenerse en consideracion, ya que la invasion de
los ambientes selvaticos por el hombre aumenta las posibiidades de
contacto con el insecto vector, el cual podria ingresar a las viviendas y
utilizar al humano como fuente de alimento.

Asimetria Morfométrica

De acuerdo a Mgller y Swaddle (1997) la asimetria fluctuante puede tener
causas genéticas y ambientales. Ademas, aquellas estructuras con alta
importancia funcional pueden estar cefiidas a un desarrollo mas simétrico.

Entre las causas genéticas de la inestabilidad del desarrollo, que se
traduce en asimetria, encontramos la pérdida de variacidn genética
(poblaciones endogamicas), hibridaciéon y mutaciones (Mgller y Swaddle
1997).

Existen muchas causas ambientales que pueden resultar en inestabilidad
del desarrollo, entre ellas (1) estrés en habitats suboptimos, (2) temperaturas
adversas, (3) estrés nutricional, (4) factores quimicos, (5) alta densidad
poblacional (Mgller y Swaddle 1997).

La investigacion del estado de asimetria en cuatro poblaciones (dos
silvestres y dos domeésticas) reveld que el grupo del Petén que se desarrolla
en un ambiente silvestre, inestable, como lo es una selva tropical, es el que
presenta patrones mas cercanos al 6ptimo de simetria, ya que presenta
mayor proporcion de caracteres simétricos y menores valores de asimetria
fluctuante.

El grupo del Petén se desarrolla en un ambiente inestable (impredecible
desde el punto de vista del insecto), en el cual por ejemplo, podria estar
sometido a estrés nutricional; sin embargo, sus alas son mas simétricas que
aquellos insectos viviendo en ambientes mas predecibles (una cueva, una
casa). Esto podria deberse a que los insectos de selva se encuentran
Optimamente adaptados a este ambiente, manteniendo ademas la
variabilidad genética; su genotipo expresa un fenotipo mas cercano al
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ideal en las condiciones dadas. Ademas, los procesos selectivos podrian
estar favoreciendo los genotipos mas simétricos en el ambiente silvestre.

Por otro lado, los insectos en casas o cuevas, pueden estar formando
poblaciones endogamicas, reduciendo Ila variacibn genética vy
aumentando la inestabilidad del desarrollo de sus estructuras (alas en este
caso). Ademas, en estos ambientes los insectos pueden estar expuestos a
factores quimicos (insecticidas), en algunos casos, a altas densidades
poblacionales y también a estrés nutricional. En los ambientes domésticos
podria haber menor presion de seleccion para genes de mayor simetria, lo
gue permitiria la sobrevivencia de individuos asimétricos.

Las alas son estructuras de importancia funcional para el vuelo.
Esperariamos que aquellas poblaciones que utilicen mas esta funcion
presentaran alas mas simétricas. Por lo tanto, podemos concluir que los
insectos en la poblacidon del Petén son posiblemente mas activas volando.
Se cree que esto se debe a que deben movilizarse en distancias mas
largas dentro de la selva en busqueda de pareja o alimento. No existe
informacion acerca de las distancias que esta especie es capaz de
desplazarse por lo que necesita hacerse mas investigacion al respecto.

Aparentemente, los insectos en cuevas 0 casas, ho utilizan tanto este
mecanismo. Esto podria deberse a que las fuentes de alimento son mas
predecibles o utilizan también el caminar entre casas para movilizarse.

Respecto a las diferencias entre sexos, es posible visualizar que los machos
presentan alas mas simétricas que las hembras. Esto podria deberse a que
los machos son los que se movilizan mas, lo que va de acuerdo con las
observaciones en el campo (Monroy obsv. pers.) y con lo reportado para
otras especies (Schofield et al 1999). Aun no es bien comprendido por qué
los machos son los que se dispersan mas, porque que ellos no son capaces
e fundar colonias (Schofield et al 1999). Investigaciones previas (Monroy et
al datos no publicados) nos indican que los machos se dispersan en
busqueda de pareja, ya que una hembra es capaz de copular con varios
machos.

En mencién a lo que podemos interpretar del estado de simetria en los
grupos de El Quiché y Alta Verapaz, encontramos que los machos del
grupo de El Quiché presenta baja asimetria fluctuante, lo cual nos indica
gue son insectos que utilizan sus alas y por lo tanto son altamente moviles;
lo contrario ocurre con los insectos de Alta Verapaz, son altamente
asimétricos, lo que nos indica que son de poca movilidad, sedentarios, y se
restringen al ambiente especifico de la cueva. Esto conduce a indicar que
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muy probablemente los insectos de cuevas no tienen importancia como
vectores de T. cruzi al humano.

1.1. PCR-RAPD’S

El andlisis de RAPD’s mostré 84 loci con frecuencias por arriba de 0.1 en al
menos una de las 6 poblaciones, los cuales se tomaron en cuenta como
marcadores genéticos para calcular los indices y distancias genéticas de
Nei. Las identidades genéticas de Nei muestran que todos los individuos
de las seis poblaciones consideradas en el estudio pertenecen a la misma
especie. De la misma forma, las distancias genéticas de Nei revelaron que
los individuos de las 6 poblaciones estan muy cercanos desde el punto de
vista genético, que es imposible considerarlos como especies diferentes.
Las poblaciones que fueron seleccionadas de diferentes regiones
geograficas fueron agrupadas como una metapoblacion con mucha
similaridad genética. Una metapoblacion es homogénea genéticamente
cuando existe un flujo migratorio importante entre los individuos de cada
una de las poblaciones. El proceso de migracidn asegura que exista un
intercambio de alelos entre los individuos, lo que impide que algunos alelos
se vayan fijando en algunas poblaciones y que vayan desapareciendo
otros en otras poblaciones. Este dato confirma la alta movilidad que se le
ha atribuido a T. dimidiata, un aspecto que hay que considerar en la
planificacion de las estrategias de rociamiento.

A pesar de que las distancias genéticas son similares, es interesante
constatar que las poblaciones silvestres, las poblaciones de Petén y de Alta
Verapaz, presentaron mayor similitud genética entre si que con el resto de
poblaciones. Se ha observado que los individuos de Petén son muy
moviles, contrariamente a los individuos de las cuevas de Lanquin, Alta
Verapaz. Porlo tanto, silosinsectos de Alta Verapaz y Petén resultaron ser
muy semejantes y los individuos de Alta Verapaz son poco moviles, podria
suponerse gue los individuos de Petén estan migrando hacia Alta Verapaz.
Sin embargo, la mayoria de los autores creemos que este comportamiento
es poco probable ya que los insectos del Petén presentan diferencias que
sOlo podrian surgir en un aislamiento relativo, como su tamafio reducido y
pérdida de alelos; ademas este grupo tiende al movimiento constante y no
a la permanencia.

La mayor similitud genética entre Petén y Alta Verapaz podria estar
también originada en que las dos poblaciones son silvestres y que podrian
estar mas cercanas genéticamente al ancestro comun, es decir que el
centro de origen geografico de la dispersion de T. dimidiata podria estar
situado en las cercanias de Petén y Alta Verapaz.
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También es interesante notar que dentro de las poblaciones domeésticas,
Agua Zarca y Quiché forman un grupo aparte de las poblaciones de
Jutiapa y Santa Rosa de Lima. Estos datos podrian explicarse
considerando que las poblaciones de Agua Zarca y Quiché estan
circunscritas a regiones menos extensas que Jutiapa y Santa Rosa de Lima,
y que las primeras son bastante moviles entre casas de la misma region, lo
gue favoreceria la mayor frecuencia de algunos alelos en esas
poblaciones.

Desde el punto de vista genético, es importante resaltar que las seis
poblaciones no pudieron diferenciarse significativamente, lo que
globalmente reflejaria una migracion importante entre los individuos de
esas poblaciones geograficas.

Genéticamente las seis poblaciones estudiadas son muy similares lo que
indica las poblaciones mas moviles son las que hay que considerar como
fuentes de reinfestacion

1.2. Discusion conjunta Morfometria-Asimetria-PCR-
RAPD’s

1.2.1.Grupos Silvestres

Se ha planteado la posibiidad (Berges 2000) que el T. dimidiata de
Yucatan, México, al igual que el del Peten, Guatemala, puedan tratarse
de otra especie de triatomino. En nuestro trabajo queda claro en base a
la distancia genética de Nei que se trata de la misma especie. Este
trabajo confima la ubicacion taxondmica de todas las poblaciones
estudiadas.

La morfometria mostré que las poblaciones silvestres pueden ser
facilmente diferenciables en tamano y en forma, los insectos tanto de
Petén como de Lanquin son muy particulares en sus caracteristicas
morfométricas. Si nos basamos Unicamente en la morfometria podriamos
llegar a dudar de su ubicacién taxonémica, pero los datos de PCR-RAPD’s
no dejan lugar a dudas de que se trata de la misma especie.

Este resultado concuerda con lo descrito para los Triatominae por Dujardin
et al (1999), quienes indican que las investigaciones genéticas-fenéticas en
este grupo sugieren que las diferencias morfoloégicas (y de
comportamiento) surgen antes que las barreras genéticas y reproductivas.
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El dendrograma (Grafica 10) muestra que las dos poblaciones silvestres son
mas parecidas entre si genéticamente, aunque su morfologia y tamafo
varian considerablemente.

No solamente el tamafio varia entre las dos poblaciones silvestres, también
su comportamiento y su importancia epidemioldégica. Por un lado, la
poblacion del Petén es altamente movible y de tamafo pequefio
mientras que la poblacién de Lanquin es de tamafio grande y con poca
tendencia a salir de las cuevas.

El T. dimidiata del Petén eventualmente invade las viviendas humanas pero
no tiende a permanecer en ellas, al contrario, tiende a moverse
constantemente ocupando varios micro-habitats en la Selva Tropical; en
cambio, la poblaciéon de cuevas raramente tiende a salir de su habitat.
Nuestros resultados de simetrias confirman que Peten es la poblaciéon mas
movil y que Lanquin es la poblacion mas sedentaria.

En otras especies de triatominos como T. sordida (Noireau et al 1999) se ha
demostrado que las distancias genéticas estan relacionadas con la
distancia geografica; en nuestro dendrograma las dos poblaciones
silvestres estan geograficamente cercanas y genéticamente son muy
similares.

Schofield et al (1999) han recopilado los cambios que sufren los triatominos
en el proceso adaptativo desde el ambiente silvestre al ambiente
doméstico. Entre los cambios que describen estan la reduccion del
tamafno, pérdida de genes y relajacion del dimorfismo sexual.
Mencionamos estos aspectos, ya que el T. dimidiata del Petén, el cual
hemos estudiado genéticamente, en su forma y comportamiento ha
mostrado ser un grupo silvestre, pero que presenta altas frecuencias de
alelos ausentes (Tabla 11), menor tamairio (ver Grafica 1) y en las selvas sus
colonias se ubican cerca de sitios arqueoldgicos (antiguos asentamientos
humanos). Todas estas observaciones nos han llevado a plantear la
hip6tesis de que este grupo sufrié un procesos de adaptacion a la vivienda
humana (¢ viviendas de los Mayas?) y posteriormente paso a colonizar de
nuevo los ambientes silvestres. Esta teoria necesita aun mucho estudio,
pero seria una explicacion a las particulares caracteristicas del grupo del
Petén.

El grupo de Lanquin, Alta Verapaz también presenta caracteristicas muy
particulares (de morfologia y comportamiento), aunque es genéticamente
similar. Sin embargo, Dujardin et al (2000a) han descrito que en ambientes
diferentes (estables-inestables) actuan distintos mecanismos evolutivos
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(Darwinianos y no Darwinianos), por lo que se espera que los insectos de
cuevas sigan un destino evolutivo divergente que aquellos insectos de
casas y selva.

1.2.2.Grupos Domeésticos

Los datos morfométricos de nuestros estudios previos muestran que existen
variaciones en tamafno entre las poblaciones domesticas (Bustamante
2001), por ejemplo, Agua Zarca presenta un tamafo promedio menor que
Quiché y Santa Rosa de Lima es parecida en tamafio a Agua Zarca. En
términos generales las diferencia de tamafio concuerdan con la teoria de
Schofield et al (1999) de que los grupos domiciliados son mas pequefios
que los silvestres y esto es muy cierto con relacion a Alta Verapaz pero no
para Petén, poblacion que tiene el tamafio ms pequefo de las seis
estudiadas.

Las poblaciones de tamafio mas pequefos son Petén y Agua Zarca vy las
de mayor tamafio Alta Verapaz y Quiche, las poblaciones de tamafo
intermedio son Jutiapa y Santa Rosa de Lima. Es muy interesante notar
gue el dendrograma (Grafica 10) reine a Quiché y Agua Zarca, dos
poblaciones domésticas con tamafios muy diferentes y con distancias
geograficas lejanas y cuyos analisis univariados muestran patrones muy
diferentes. Por otro lado el dendrograma reune a Jutiapa y Santa Rosa de
Lima, dos poblaciones geograficamente cercanas y cuyos analisis
univariados muestran patrones de similitudes.

Es muy interesante notar que las dos poblaciones de tamafio mas
pequefo, Petén y Agua Zarca, son las que en sus frecuencias génicas
muestran mayor numero de frecuencia 0.000 del alelo dominante.

Agua Zarca (Municipio de Santa Maria Ixhuatan) podria tratarse de una
poblacién que se domesticé hace mas tiempo —comparativamente- por lo
que ha perdido alelos y tiene un tamafo pequefio. La region de Ixhuatan
ha sido considerada desde hace mucho tiempo como zona de alta
endemia de Chagas y en laregion, la seropositividad es alta.

Por otro lado Quiché seria una poblacién de reciente domesticacion vy
gue mantiene el tamafio grande caracteristico de las poblaciones
ancestrales. Es interesante notar que se encuentran pocos pacientes
seropositivos en Quiché y esto podria avalar la idea de una reciente
domesticacion.
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La poblaciones domésticas muestran poca diferenciacion morfométrica y
genética, lo que nos indica una alta tasa de intercambio genético entre
ellas; esto tiene drasticas consecuencias en el plan de control de los
vectores ya gue sera necesario rociar las aldeas aledafas y no sera
posible dejar aldeas sin rociar en una misma region geografica. La
estrategia que recomendamos en rociar con insecticidas todas las aldeas
con vectores en una misma region antes de moverse a otra zona.
Ademas, serd necesario promover activamente la mejora de la vivienda
(repellos de paredes), para prevenir la recolonizacion de los insectos en las
viviendas rociadas.

2. CONCLUSIONES

e Las poblaciones silvestres y domésticas de T. dimidiata en Guatemala
muestran tres formas reconocibles morfométricamente, las cuales
coinciden con tres ecotopos diferentes (cueva, selva, casa).

e Las poblaciones que morfolégicamente podrian considerarse como
otra especie (Alta Verapaz, Petén), en el analisis PCR-RAPD’s se confirma
gue se trata de la misma especie.

e Existe mucha similitud genética entra las poblaciones domésticas y
silvestres de T dimidiata.

e Esta especie desarrolla cambios morfolégicos en muy corto tiempo de
tal manera que genéticamente son muy similares, pero
morfolégicamente diferentes.

e La cabeza permite una mejor diferenciacion de las poblaciones. Las
medidas de ancho vy largo de la cabeza son las que se recomiendan
para diferenciar poblaciones

e Los insectos del Petén presentan caracteristicas que no concuerdan
con las teorias tradicionales las poblaciones silvestres: menor tamafo,
pérdida de alelos.

e El grupo con mayor simetria es la poblacibn que mostré un
comportamiento de mayor movilidad: El Petén.

e El grupo con mayor asimetria es el de Lanquin, Alta Verapaz, el cual
mostré un comportamiento de poca movilidad.
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e Los grupos de T. dimidiata silvestres y domésticos se comportan como
una metapoblacion: un conjunto de subpoblaciones entre las que existe
flujo genético y una similitud genética alta.

e El grupo de Lanquin, Alta Verapaz tiende al aislamiento reproductivo y
a la especiacion.

e El grupo del Peten es la mas movil y tiende a diferenciarse de las otras
en la forma de la cabeza y el tamafio.

e Los grupos domeésticos no son facilmente diferenciables entre si y
presentan mucha similitud genética.

e El grupo doméstico que tiende a separarse es el de El Quiche, que
presenta insectos con un mayor tamafno promedio.

e Entre subpoblaciones domésticas existe un alto flujo de migracion y es
muy probable que esto se de por medio del caminar en vez del vuelo.

e Los machos en las subpoblaciones domesticas podrian estar usando el
vuelo como una forma de dispersion.

e La estrecha similitud genética de las poblaciones estudiadas nos indica
gue la estrategia de control de rociar aldeas adyacentes es la mas
adecuada, reforzando el rociamiento con mejoramiento de viviendas.

3. RECOMENDACIONES

4.Incluir en estudios posteriores a los grupos del peridomicilio y a los insectos
gue sean capturadas con trampas de luz.

5.Utilizar marcadores genéticos mas especificos que permitan una mejor
diferenciacion de las poblaciones (microsatélites).

6.Utilizar las medidas de largo y ancho de la cabeza de triatominos en
futuros estudios morfometricos, para diferenciar grupos.

7.Estudiar las poblaciones aledafias a Alta Verapaz y Quiché para
determinar el centro geografico del origen de esta especie.

8.Sefnalar al personal de Ministerio de Salud Publica que en el control de T.
dimidiata es muy importante el rociamiento de aldeas adyacentes y que
no es conveniente utilizar la estrategia de parches.
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9.Mantener al grupo de Petén bajo vigilancia entomoldégica ya que tiene
un alto potencial de movilidad.

10.Estudiar los procesos evolutivos (aislamiento reproductivo vy
especiacion) en el grupo de insectos de cuevas de Lanquin, Alta Verapaz.
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74.ANEXQOS

74.1.ANEXO 1: ANALISIS ESTADISTICOS MULTIVARIADOS

74.1.1.Andlisis de Componentes Principales (ACP)

Analisis disefiado para reducir el nimero de variables consideradas, a un
pequeiio numero de indices (los componentes principales) que son
combinaciones lineares de las variables originales (Manly 1986). El
procedimiento de este analisis se basa en algebra matricial.

El objetivo del analisis es tomar p variables correlacionadas Xi, Xo, ..... Xp Y
encontrar combinaciones de estas que produzcan indices (eigenvectors)
Z1, Z»,....., Zp que no estén correlacionados. Los indices Z se denominan
componentes principales. La pérdida de la correlacion es una propiedad
importante ya que significa que los indices estan midiendo diferentes
“dimensiones” en los datos (Manly 1986).

Z1 = auXs+apXs+ ... + ai1pXp
Zr=anXi+axXs+ ... + azpXp
Ejemplo de combinaciones lineares de variables

El procedimiento consiste en primer lugar en componer con las variables
una matriz de semejanza, tradicionalmente esta matriz consiste en las
varianzas-covarianzas o correlaciones, pero también puede aplicarse a
una matriz de distancias Euclideanas. Posteriormente esta matriz se
particiona hacia un conjunto de ejes ortogonales (perpendiculares) o
componentes. Cada componente corresponde a un eigenvalue de la
matriz. El eigenvalue es la varianza para ese eje. En el ACP, los
eigenvalues de la matriz de semejanza son extraidos en orden
descendente de magnitud de tal manera que los ejes (componentes)
representen sucesivamente cantidades mayores a menores de variacion
en la matriz (Ludwing & Reynold 1988).
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Los componentes principales pueden utilizarse como coordenadas
cartesianas para proyectar a los individuos en un espacio bi- o tri-
dimensional. Los grupos que forma los individuos pueden ser identificados
y delimitados por lineas conectando los individuos mas externos. Existen
tres posibilidades:

a) los individuos, a pesar de pertenecer a grupos distintos, forman una sola
“nube” de puntos. Se puede sospechar entonces que los grupos
iniciales no tienen una base reconocida por la morfometria, o que
simplemente son “falsos” grupos, sin fundamento ninguno;

b) los individuos forman distintas “nubes”, pero éstas no corresponden a los
grupos conocidos por el investigador. El investigador tendra entonces
gue buscar cuales son los parametros que podrian explicar los
agrupamientos observados;

¢) los individuos forman distintas “nubes” que corresponden a los grupos
conocidos por el investigador. En este caso el ACP es capaz de
reconstituir los grupos. Tipicamente el ACP separa los individuos en
funcidn a su tamafo, tanto asi que el primer componente principal
(CP1) se puede convertir en un estimador del “tamafio global” (Dujardin
2000).

Por consecuencia, el ACP es una herramienta de exploraciéon, capaz de
revelar agrupaciones no sospechadas (Dujardin 2000).

74.1.2.Andlisis de Componentes Principales Comunes (ACPC)

El ACPC es un analisis de componentes principales sobre varios grupos y su
objetivo es encontrar una direccion del eje de crecimiento que no se aleje
demasiado de las direccion individuales de cada grupo (Dujardin 2000).

Una de las diferencias con el ACP es que necesita reconocer a priori los
grupos que va a ordenar, mientras que en el ACP todos los grupos son
considerados como uno solo.

En sus aplicaciones se considera que el primer componente principal
comun (CPC1) es un modelo alométrico compartido por todos los grupos.
El CPC1 generalmente tiene correlaciones altas y positivas con todas las
variables, por lo que se interpreta como una variable de tamano global.
Los coeficientes de los componentes principales siguientes al CPC1
generalmente son de signos opuestos y no correlacionados con las
variables originales, por lo cual se interpretan como representaciones de
aspectos significativos de la forma (Jaramillo 2000).

74.1.3.Andlisis Discriminante (AD)
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Este andlisis también se conoce con los nombres de analisis de funcion
discriminante y analisis candénico variado. Un AD busca separar lo mejor
posible dos o mas grupos de individuos, basado en muchas variables
medidas sobre éstos.

En general, existran m muestras procedentes de diferentes grupos de
tamanos ni,n2...,nm y existiran p variables X1, Xo, ..., Xp para cada miembro
de la muestra. Se buscan entonces, funciones derivadas de las variables Xi,
X2, ..., Xp que separen los m grupos lo mejor posible. El método mas simple
es através de la combinacion linear de las variables:

Z=aiX1+ axX2+.....+apXp

Los grupos pueden ser separados utilizando Z si las medias cambian
considerablemente de un grupo a otro, permaneciendo constantes los
valores dentro de cada grupo (Manly 1986).

Este analisis se diferencia esencialmente del ACP en que compara grupos,
no individuos. Su objetivo no es cuestionar los grupos definidos por el
investigador, sino discriminarlos de la mejor manera posible (Dujardin 2000).

El AD genera factores discriminantes, los cuales pueden ser utilizados como
coordenadas cartesianas para proyectar a los individuos en un espacio bi-
o tri-dimensional. Los grupos pueden ser identificados y delimitados por
lineas conectando los individuos mas externos, y estudiar de esta manera
la discriminacion entre los grupos.

El AD debe estar acompafado de un test de significancia que indique que
tan separadas estan las medias (centroides) de los grupos después de la
discriminacion. El estadistico Wilks® Lambda se utiliza para probar la
hipbtesis que las medias de los grupos (centroides) son iguales. Lambda
tendra valores entre 0 y 1, valores pequefios indican fuertes diferencias
entre grupos, valores cercanos a 1, no hay diferencias (SPSS ® Base 10.0
Applications Guide 1999).

El andlisis discriminante produce una reclasificacion de los individuos
basada en los indices de las combinaciones lineares de las variables. Esta
reclasificacion puede compararse con la clasificacion original reconocida
por el investigador y medir su grado de concordancia, es decir, evaluar
gue proporcion de los individuos que han sido re-asignados correctamente
a los grupos originales.

El estadistico K de Kappa proporciona una medicion del acuerdo entre
variables categodricas. Cuando un individuo o caso es asignado en
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categorias por distintos medios, el investigador quiere saber si las
asignaciones estan completamente en acuerdo entre si, o si las
asignaciones no muestran acuerdo y parecen ser al azar (Siegel &
Castellan Jr. 1988). K tendr&a valores entre 0 y 1: valores entre 0 y 0.20
indican una concordancia leve (cercana al azar), entre 0.21 y 0.40, regular,
entre 0.41 y 0.60, moderada, entre 0.61 y 0.80, substancial, y mayor de 0.80,
casi perfecta (Landis y Koch 1977, citado por Pinto Soares et al 1999).



Tabla 5.
Comparaciones univariadas (test U de Mann Withney) para estudiar las diferencias de los caracteres medidos, entre pares de grupos
de Triatoma dimidiata hembras. Para la prueba se seleccion6 o = 0.05. Se reportan los valores de significancia asintética
(*significancia exacta en las comparaciones que incluyen a Alta Verapaz). Se resaltan aquellos que resultaron significativos después
de la correccioén por el método de Bonferroni, y que indican que las muestras no pertenecen a la misma poblaciéon. En la primera
linea se muestra la proporcién de caracteres significativamente diferentes respecto al total; mientras mas caracteres diferentes, mas

disimiles los grupos. Para una descripcion de los caracteres ver Tabla 4, para una descripcion de las localidades ver Figura 5.

COMPARACION
AZ-JUT AZ-AV* AZ-PET AZ-QUI AZ-SRL JUT-AV* JUT-PET JUT-QUI JUT-SRL AV-PET* AV-QUI* AV-SRL* PET-QUI PET-SRL QUI-SRL
Proporcion 22/42 32/42 27/42 23/42 3/42 13/42 33/42 22/42 18/42 28/42 16/42 33/42 39/42 32/42 39/42
Caracter CABEZA
AC 0.0085 0.0225 0.0021 0.1798 0.0637 0.1103 0.7541 0.0816 0.2104 0.0949 0.0286 0.0289 0.0391 0.5930 0.1656
AO 0.0041 0.0000 0.0002 0.0948 0.0000 0.0000 0.5143 0.0316 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0095 0.0000 0.0000
EO 0.0001 0.0113 0.0001 0.2054 0.5748 0.6699 0.1966 0.0086 0.0000 0.2425 0.1426 0.0188 0.0012 0.0487 0.0000
LT 0.0022 0.0000 0.0022 0.2970 0.0000 0.0000 0.7150 0.0140 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0031 0.0000 0.0000
PO 0.5258 0.0307 0.6091 0.1906 0.0262 0.0181 0.9273 0.5465 0.1182 0.0233 0.0041 0.0022 0.4721 0.2768 0.0839
TA 0.0036 0.0000 0.0696 0.0721 0.0000 0.0000 0.7149 0.1758 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5017 0.0000 0.0000
ALA

H12 0.0000 0.0000 0.0001 0.0001 0.1324 0.0543 0.0000 0.0015 0.0016 0.0000 0.7892 0.0004 0.0000 0.0000 0.0000
H13 0.0000 0.0000 0.0047 0.0047 0.4618 0.0006 0.0000 0.0394 0.0000 0.0000 0.0175 0.0000 0.0000 0.0002 0.0000
H14 0.0000 0.0002 0.0000 0.0000 0.7501 0.0847 0.0000 0.0045 0.0001 0.0000 0.9290 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000
H15 0.0001 0.0137 0.0001 0.0001 0.0699 0.9816 0.0000 0.0001 0.0057 0.0001 0.0083 0.0863 0.0000 0.0000 0.0000
H16 0.0000 0.0002 0.0009 0.0009 0.4226 0.1041 0.0000 0.0012 0.0000 0.0000 0.4744 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000
H17 0.0000 0.0000 0.0040 0.0040 0.1214 0.0256 0.0000 0.0002 0.0001 0.0000 0.9645 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000
H18 0.0000 0.0000 0.0010 0.0010 0.0519 0.0483 0.0000 0.0001 0.0002 0.0000 0.5616 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000
H19 0.0000 0.0001 0.2560 0.2560 0.0886 0.7640 0.0000 0.6672 0.0002 0.0000 0.3949 0.0007 0.0000 0.0078 0.0004
H23 0.0000 0.0000 0.4661 0.4661 0.5604 0.0006 0.0000 0.7949 0.0000 0.0000 0.0007 0.0000 0.0000 0.2560 0.0000
H24 0.0003 0.0009 0.0006 0.0006 0.7252 0.1041 0.0000 0.0340 0.0006 0.0000 0.7551 0.0009 0.0000 0.0003 0.0000
H25 0.0022 0.1307 0.0076 0.0076 0.1162 0.7640 0.0000 0.0000 0.1013 0.0049 0.0007 0.7013 0.0000 0.0001 0.0000
H26 0.0000 0.0007 0.0409 0.0409 0.3736 0.1267 0.0000 0.0069 0.0001 0.0000 0.7551 0.0009 0.0000 0.0006 0.0000
H27 0.0000 0.0000 0.0957 0.0957 0.1112 0.0256 0.0000 0.0023 0.0004 0.0000 0.5923 0.0000 0.0000 0.0013 0.0000
H28 0.0001 0.0000 0.0085 0.0085 0.0807 0.0091 0.0000 0.0002 0.0038 0.0000 0.5923 0.0000 0.0000 0.0002 0.0000
H29 0.0020 0.0000 0.0000 0.0000 0.8347 0.0038 0.0000 0.0031 0.0018 0.0000 0.1230 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000




| H34

0.3601 0.0027 0.0000 0.0000 0.8432

0.0021 0.0000 0.0004 0.2970

0.6718 0.0000 0.0049 0.0000 0.0001

0.0001 |

Continuacion Tabla 5.

COMPARACION
Caracter AZ-JUT AZ-AV* AZ-PET AZ-QUI AZ-SRL JUT-AV* JUT-PET JUT-QUI JUT-SRL AV-PET* AV-QUI* AV-SRL* PET-QUI PET-SRL QUI-SRL
ALA
H35 0.3491 0.0000 0.0004 0.0004 0.0519 0.0000 0.0002 0.0000 0.3382 0.0133 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0001
H36 0.0058 0.1584 0.0044 0.0044 0.2487 0.0032 0.0000 0.0000 0.0773 0.7623 0.0000 0.0373 0.0000 0.0001 0.0000
H37 0.0053 0.2879 0.0448 0.0448 0.0770 0.4443 0.0000 0.0000 0.1800 0.0485 0.0003 0.7013 0.0000 0.0006 0.0000
H38 0.0380 0.2075 0.0010 0.0010 0.0322 0.7640 0.0000 0.0000 0.6703 0.0025 0.0060 0.3598 0.0000 0.0000 0.0000
H39 0.0083 0.0000 0.0000 0.0000 0.4958 0.0000 0.0000 0.0332 0.0003 0.0000 0.0014 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000
H45 0.0907 0.0286 0.2681 0.2681 0.0058 0.0002 0.0062 0.0014 0.1391 0.1581 0.0000 0.0002 0.0000 0.0002 0.0115
H46 0.0001 0.0084 0.0025 0.0025 0.0770 0.7290 0.2746 0.0088 0.0990 0.8245 0.0430 0.3347 0.0007 0.3838 0.0016
H47 0.0007 0.0004 0.0171 0.0171 0.3122 0.0292 0.3984 0.0102 0.0215 0.0077 0.3702 0.0012 0.0037 0.2081 0.0001
H48 0.1732 0.0000 0.2185 0.2185 0.5753 0.0007 0.0234 0.0000 0.6473 0.0000 0.3018 0.0012 0.0000 0.0816 0.0000
H49 0.1255 0.0012 0.0000 0.0000 0.1767 0.0333 0.0000 0.0027 0.0050 0.0000 0.9645 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
H56 0.1979 0.0009 0.0015 0.0015 0.0666 0.0000 0.0000 0.0151 0.4563 0.2633 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0618
H57 0.1255 0.0009 0.0001 0.0001 0.5457 0.0000 0.0000 0.0455 0.3829 0.8245 0.0000 0.0006 0.0000 0.0000 0.0040
H58 0.1203 0.9237 0.0000 0.0000 0.8864 0.3174 0.0000 0.0688 0.1058 0.0002 0.0201 0.8857 0.0000 0.0000 0.0002
H59 0.0351 0.1737 0.0000 0.0000 0.6684 0.7290 0.0000 0.0000 0.0810 0.0002 0.0004 0.2879 0.0000 0.0000 0.0000
H67 0.1177 0.8480 0.0018 0.0018 0.0037 0.4727 0.0001 0.2890 0.0001 0.0314 0.8237 0.0545 0.0034 0.6025 0.0093
H68 0.4499 0.0000 0.0001 0.0001 0.0665 0.0001 0.0042 0.0512 0.3601 0.0000 0.0007 0.0000 0.0000 0.0175 0.0009
H69 0.0113 0.0015 0.0000 0.0000 0.6367 0.0483 0.0000 0.0007 0.0032 0.0000 0.5923 0.0001 0.0000 0.0001 0.0000
H78 0.1034 0.0003 0.0000 0.0000 0.5096 0.0000 0.0057 0.0000 0.0847 0.0000 0.0484 0.0015 0.0000 0.0000 0.0062
H79 0.0162 0.0001 0.0001 0.0001 0.8261 0.0106 0.0000 0.0002 0.0204 0.0000 0.8937 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000
H89 0.0324 0.0002 0.0000 0.0000 0.4485 0.0256 0.0000 0.0001 0.0400 0.0000 0.4205 0.0007 0.0000 0.0000 0.0000




Tabla 6.

Comparaciones univariadas (test U de Mann Withney) para estudiar las diferencias de los caracteres medidos, entre pares de grupos
de Triatoma dimidiata machos. Para la prueba se seleccion6 o = 0.05. Se reportan los valores de significancia asintética
(*significancia exacta en las comparaciones que incluyen a Alta Verapaz). Se resaltan aquellos que resultaron significativos después
de la correccioén por el método de Bonferroni, y que indican que las muestras no pertenecen a la misma poblaciéon. En la primera
linea se muestra la proporciéon de caracteres significativamente diferentes respecto al total; mientras mas caracteres diferentes, mas

disimiles los grupos. Para una descripcion de los caracteres ver Tabla 4, para una descripcion de las localidades ver Figura 5.

COMPARACION
AZ-JUT AZ-AV* AZ-PET AZ-QUI AZ-SRL JUT-AV* JUT-PET JUT-QUI JUT-SRL AV-PET* AV-QUI* AV-SRL* PET-QUI PET-SRL QUI-SRL
Proporcion 28/44 21/44 38/44 40/44 5/44 10/44 42/44 29/44 21/44 31/44 12/44 19/44 43/44 39/44 42/44

Caracter CABEZA
AC 0.0063 0.0002 0.3896 0.0000 0.0001 0.0256 0.0548 0.0275 0.4914 0.0003 0.5645 0.0921 0.0000 0.0003 0.0166
AO 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0280 0.0000 0.0000 0.0004 0.0040 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C49 0.1608 0.1150 0.0037 0.0809 0.1982 0.5630 0.0001 0.9830 0.0084 0.0004 0.4707 0.0233 0.0000 0.0598 0.0032
C911 0.0004 0.0000 0.0074 0.0000 0.0013 0.0000 0.0000 0.3657 0.1891 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0391
EO 0.0259 0.2342 0.8571 0.0000 0.0536 0.0038 0.0058 0.0033 0.7410 0.1349 0.0000 0.0076 0.0000 0.0210 0.0002
LT 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1039 0.0002 0.0000 0.0432 0.0009 0.0000 0.0425 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
PO 0.1460 0.0124 0.5352 0.8232 0.6105 0.1987 0.1141 0.2251 0.0327 0.0132 0.0373 0.0032 0.4451 0.8759 0.5190
TA 0.0592 0.0000 0.0000 0.0023 0.9857 0.0000 0.0000 0.1478 0.0133 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0001

ALA

H12 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1056 0.0045 0.0000 0.0018 0.0000 0.0000 0.2752 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000
H13 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.6810 0.0036 0.0000 0.2604 0.0000 0.0000 0.0365 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
H14 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.7462 0.3847 0.0000 0.0028 0.0000 0.0000 0.3553 0.0017 0.0000 0.0000 0.0000
H15 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0744 0.0266 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000 0.0002 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000
H16 0.0000 0.0001 0.0000 0.0000 0.2308 0.4156 0.0000 0.0012 0.0000 0.0000 0.3005 0.0008 0.0000 0.0000 0.0000
H17 0.0000 0.0001 0.0000 0.0000 0.0554 0.0959 0.0000 0.0004 0.0000 0.0000 0.5518 0.0002 0.0000 0.0000 0.0000
H18 0.0000 0.0001 0.0000 0.0000 0.0650 0.2076 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0744 0.0006 0.0000 0.0000 0.0000
H19 0.0000 0.0002 0.0000 0.0000 0.9025 1.0000 0.0000 0.5219 0.0001 0.0000 0.8293 0.0247 0.0000 0.0000 0.0000
H23 0.0000 0.0004 0.0005 0.0000 0.8406 0.5518 0.0000 0.3037 0.0000 0.0000 0.1523 0.0010 0.0000 0.0002 0.0000
H24 0.0000 0.0006 0.0000 0.0000 0.2483 0.2513 0.0000 0.0161 0.0013 0.0000 0.0108 0.3247 0.0000 0.0000 0.0000
H25 0.0000 0.0006 0.0001 0.0000 0.0178 0.0004 0.0000 0.0002 0.0128 0.0000 0.0001 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000
H26 0.0000 0.0009 0.0000 0.0000 0.0169 0.5159 0.0000 0.0029 0.0002 0.0000 0.0266 0.1225 0.0000 0.0000 0.0000
H27 0.0000 0.0012 0.0000 0.0000 0.0018 0.9570 0.0000 0.0014 0.0005 0.0000 0.0959 0.0468 0.0000 0.0000 0.0000




| H28  0.0000 0.0017 0.0000 0.0000 0.0023 0.8716 0.0000 0.0001 0.0045 0.0000 0.0312 0.0738 0.0000 0.0000 0.0000 |
Continuacion Tabla 6.
COMPARACION
Caracter AZ-JUT AZ-AV* AZ-PET AZ-QUI AZ-SRL JUT-AV* JUT-PET JUT-QUI JUT-SRL AV-PET* AV-QUI* AV-SRL* PET-QUI PET-SRL QUI-SRL
ALA

H29  0.0000 0.0023 0.0000 0.0000 0.1895 0.5888 0.0000 0.0048 0.0000 0.0000 1.0000 0.0060 0.0000 0.0000 0.0000
H34  0.6277 0.0031 0.0000 0.0000 0.0577 0.0225 0.0000 0.0000 0.1516 0.0000 0.0001 0.0049 0.0000 0.0000 0.0001
H35  0.0287 0.0052 0.0009 0.0000 0.0080 0.0000 0.0000 0.0000 0.4146 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
H36  0.0005 0.0066 0.0000 0.0000 0.0013 0.0744 0.0000 0.0000 0.8756 0.0001 0.0071 0.1345 0.0000 0.0000 0.0000
H37  0.0001 0.0066 0.0001 0.0000 0.0001 0.1364 0.0000 0.0000 0.6683 0.0001 0.0312 0.3028 0.0000 0.0000 0.0000
H38  0.0059 0.0083 0.0000 0.0000 0.0008 0.7462 0.0000 0.0000 0.3869 0.0001 0.0189 0.5938 0.0000 0.0000 0.0000
H39  0.0000 0.0083 0.0000 0.0000 0.6305 0.0846 0.0000 0.2072 0.0000 0.0001 0.0959 0.0010 0.0000 0.0000 0.0000
H45  0.0047 0.0128 0.2412 0.0000 0.0099 0.0001 0.0004 0.0003 0.8239 0.0005 0.0000 0.0000 0.0000 0.0006 0.0001
H46  0.0000 0.0274 0.0218 0.0000 0.0127 0.9570 0.0249 0.0489 0.0278 0.0007 0.3553 0.1909 0.0001 0.8413 0.0001
H47  0.0000 0.0326 0.3117 0.0000 0.0257 0.3272 0.0081 0.0141 0.0673 0.0013 0.8293 0.0662 0.0000 0.3486 0.0002
H48  0.0420 0.0529 0.0079 0.0000 0.1237 0.0567 0.0000 0.0000 0.6924 0.0132 0.5888 0.0527 0.0000 0.0000 0.0000
H49  0.0048 0.0615 0.0000 0.0000 0.7068 0.4812 0.0000 0.0023 0.0025 0.0188 0.4812 0.0527 0.0000 0.0000 0.0000
H56  0.0145 0.0938 0.0039 0.0000 0.0335 0.0000 0.0000 0.0004 0.8561 0.0223 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000 0.0016
H57  0.0108 0.1732 0.0000 0.0001 0.2629 0.0000 0.0000 0.0025 0.1294 0.0357 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0002
H58  0.0251 0.1732 0.0000 0.0001 0.3818 0.0492 0.0000 0.0068 0.1081 0.0413 0.0057 0.0911 0.0000 0.0000 0.0002
H59  0.0002 0.1732 0.0000 0.0000 0.1095 0.0071 0.0000 0.0000 0.0026 0.0413 0.0001 0.2818 0.0000 0.0000 0.0000
H67  0.9670 0.2386 0.0001 0.5985 0.0072 0.0108 0.0000 0.6834 0.0002 0.0476 0.0131 0.0527 0.0001 0.0025 0.0206
H68  0.3119 0.3184 0.0000 0.1797 0.2016 0.4478 0.0000 0.0032 0.5311 0.0808 0.6268 0.3962 0.0000 0.0000 0.0021
H69  0.0001 0.4474 0.0000 0.0000 0.5578 0.6658 0.0000 0.0007 0.0004 0.0808 0.4156 0.0415 0.0000 0.0000 0.0000
H78  0.0829 0.4835 0.0000 0.0007 0.8542 0.0071 0.0000 0.0000 0.0328 0.1152 1.0000 0.1008 0.0000 0.0000 0.0003
H79  0.0000 0.5210 0.0000 0.0000 0.1075 0.1879 0.0000 0.0002 0.0033 0.2571 0.9570 0.0215 0.0000 0.0000 0.0000
H89  0.0001 0.7714 0.0000 0.0000 0.0730 0.5159 0.0000 0.0000 0.0082 0.7350 0.0492 0.0662 0.0000 0.0000 0.0000
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Grafica 3. Separacion de cinco grupos de Triatoma dimidiata en base a un andlisis discriminante sobre las variables de la forma,

obtenidas después de la correccidén del tamafio por el método de Klingenberg (1996), en conjuntos de variables medidas sobre el ala

(hemelitron izquierdo). El factor discriminante 1 est& representado en la abscisa y el factor discriminante 2 en la ordenada. Los
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Gréafica 4. Separacion de cinco grupos de Triatoma dimidiata en base a un andlisis discriminante sobre las variables de la forma
obtenidas después de la correccion del tamafio (por el método de Klingenberg (1996) para las hembras y Mossiman (1970, citado por
Dujardin 2000) para los machos). La correccion se hizo sobre conjuntos de distancias medidas sobre la cabeza. El factor discriminante 1
esta representado en la abscisa y el factor discriminante 2 en la ordenada. Los conjuntos de distancias se presentan en la Tabla 5, las
localidades se describen en la Figura 4.
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Grafica 1. Perfiles de Guillaumin ilustrando las tendencias de los caracteres medidos sobre el ala y la cabeza. Se ilustran seis

grupos de Triatoma dimidiata. En el eje de la abscisa se colocan los caracteres.
Verapaz; PET = Petén; QUI = Quiché; SRL = Santa Rosa de Lima.

AZ = Agua Zarca; JUT = Jutiapa; AV = Alta



Estadisticos de los analisis discriminantes de las Graficas 2, 3y 4.

Tabla 7.

GRAFICA 2 GRAFICA 3 GRAFICA 4
HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS|MACHOS
Ala | Cabez| Ala | Cabez | Conjunto | Conjunto | Conjunto | Conjunto | Cabeza | Cabeza
a a 1 Ala 2 Ala 1 Ala 2 Ala
X2 - - - - 46.0106 | 77.5422 | 47.0375 | 69.6061 | 71.8822 -
P - - - - 0.23738 | 0.06338 0.8886 0.18561 | 0.1400 -
Wilks' |0.0747 | 0.0843 | 0.0523 | 0.0233 | 0.3536 0.2232 0.1732 0.2067 0.1766 | 0.1680
Lambda
Sig. 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0000
Lambda
Kappa | 0.6050 | 0.5100 | 0.6732 | 0.6746 | 0.4814 0.5014 0.6241 0.6440 0.4847 | 0.5234
Sig. 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0000
Kappa
R2 - - - - - - - - - 0.2870
(residuo) (28.7%)
52.397 | 85.1007 | 71.523 |68.3335| 81.7457 | 66.4768 | 80.2534 | 71.8796 | 87.4354 | 78.5215
4 0
32.414 | 8.1430 | 20.786 |21.8623| 12.8820 | 15.9258 | 14.7348 | 24.8421 | 11.2934 | 16.6317
7 9

Para los analisis en que se hizo una correccion del tamafo utilizando el método de Klingenberg
(1996), se presenta la prueba de homogeneidad de X2 que estima la concordancia de los datos con
el modelo de los componentes principales comunes con (k-1)p(p-1)/2 grados de libertad, donde k =
numero de especimenes y p = numero de grupos. Valores de P = 0.05 rechazan la hipo6tesis nula de

que los datos siguen el modelo.

El Wilks’ Lambda proporciona una prueba para la hipo6tesis de que las medias (centroides) de los
grupos, producidos en el analisis discriminante, son iguales. Lambda tendra valores entre 0 y 1,
valores pequefios indican fuertes diferencias entre grupos, valores cercanos a 1, indican que no hay

diferencias (SPSS ® Base 10.0 Applications Guide 1999).

El Kappa proporciona una medicion del acuerdo entre la clasificacion original de los insectos en
grupos, y la reclasificacion producida por el andlisis discriminante. Tendra valores entre 0 y 1.
Valores entre 0 y 0.20 indican una concordancia leve (cercana al azar); entre 0.21 y 0.40, regular;
entre 0.41 y 0.60, moderada; entre 0.61 y 0.80, sustancial, y mayor de 0.80, casi perfecta (Landis y

Koch 1977, citado por Pinto Soares et al 1999).

%FD1 y %FD2 indican el porcentaje de variacidon intragrupo que representan los factores

discriminantes 1 y 2. R? indica el resultado de la regresion del factor discriminante 1 en el Tamafio




isométrico, para calcular el residuo alometrico de la correccion del tamafio por el método de

Mossiman que se hizo para los caracteres medidos sobre la cabeza en los machos.



Tabla 8.

Estadisticos de los andlisis discriminantes de la Graficas 5.

HEMBRAS MACHOS

Ala |Cabeza| Ala [Cabeza

Wilks' 0.1912 | 0.2266 | 0.3180 | 0.2044
Lambda
Sig. 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
Lambda
Kappa | 0.5628 | 0.4613 | 0.4042 | 0.5094
Sig. 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
Kappa
R2 0.0653 | 0.4846 | 0.0360 | 0.5302
(residuo) | (6.53%) | (48.5%) | (3.60%) | (53.0%)
%FD1 |[61.6438|91.3852 | 60.1165 | 89.3693
%FD2 |[21.0171| 4.4116 | 25.3122 | 7.1924

El Wilks’ Lambda proporciona una prueba para la hip6tesis de que las medias (centroides) de los
grupos, producidos en el analisis discriminante, son iguales. Lambda tendra valores entre 0 y 1,
valores pequefos indican fuertes diferencias entre grupos, valores cercanos a 1, indican que no

hay diferencias (SPSS ® Base 10.0 Applications Guide 1999).

El Kappa proporciona una medicion del acuerdo entre la clasificacion original de los insectos en
grupos, y la reclasificacion producida por el analisis discriminante. Tendra valores entre 0 y 1.
Valores entre 0 y 0.20 indican una concordancia leve (cercana al azar); entre 0.21 y 0.40, regular;
entre 0.41 y 0.60, moderada; entre 0.61 y 0.80, sustancial, y mayor de 0.80, casi perfecta (Landis y
Koch 1977, citado por Pinto Soares et al 1999).

%FD1 y %FD2 indican el porcentaje de variacidon intragrupo que representan los factores
discriminantes 1y 2, y Rz indica el resultado de la regresion del factor discriminante 1 en el Tamafio

centroide, para calcular el residuo alometrico.
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DOMESHCQOS 0.0912 13.PEFEN

EJE DEL EACTOR DISCRIMINANTE 1 (XF3)
1X 0.0672 | 0.00537 - S
Componentes
No uniformes
1Y 0.3405 | 0.00000 - S
2X 0.0083 | 0.33506 —NS
2Y 0.0405 0.03190- S
3X 0.0223 | 0.11252 — NS
3Y 0.0099 | 0.29117 — NS
Componentes UniX 0.0608 | 0.00817 -S
Uniformes
UniY 0.7429 | 0.00000 - S

Grafica 6. Cambio de la conformacion de la cabeza de T. dimidiata hembras a lo largo del
factor discriminante 1 (FD1). Los cambios de conformacién son mostrados como deformaciones
de rejillas. En cada panel, la figura derecha muestra la desviacion negativa, la figura central la
conformacion media, y la figura izquierda la desviacion positiva. Las magnitudes de las
deformaciones han sido exageradas en un factor de 3 para hacerlas mas visibles. En la tabla se
presentan los coeficientes de regresion (R2) de los componentes en el FD1 y la significancia de la
regresion (P) (S = Signficativo, NS = No significativo).
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1X 0.0004 | 0.81860 — NS
EJE DEL RACTOR DISCRIMINANTE 1 (X 3)
Componentes
No uniformes
1y 0.0543 | 0.00889 - S
2X 0.0438 | 0.01915-S
2Y 0.0928 | 0.00055-S
3X 0.1108 | 0.00015-S
3Y 0.0021 | 0.61321 — NS
Componentes UniX 0.0035 | 0.51015 - NS
Uniformes
UniY 0.7530 | 0.00000 - S

Grafica 7. Cambio de la conformacion de la cabeza de T. dimidiata machos a lo largo del
factor discriminante 1 (FD1). Los cambios de conformacién son mostrados como deformaciones
de rejillas. En cada panel, la figura derecha muestra la desviacién negativa, la figura central la
conformacion media, y la figura izquierda la desviacion positiva. Las magnitudes de las
deformaciones han sido exageradas en un factor de 3 para hacerlas mas visibles. En la tabla se
presentan los coeficientes de regresion (R2) de los componentes en el FD1 y la significancia de la
regresion (P) (S = Signficativo, NS = No significativo).
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Grafica 5. Separacion de cinco grupos de Triatoma dimidiata en base a un arausis unscina e s
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uniformes de la conformacion obtenidos de acuerdo al método de Rohlf et al (1996). El factor discriminante 1 esta representado en la
abscisa y el factor discriminante 2 en la ordenada.



Tabla 9.

Estado de Simetria (S) o Asimetria (A) de los 24 caracteres seleccionados para cada una
de las localidades estudiadas. AD significa Asimetria Direccional, AF significa Asimetria
Fluctuante, y AS es Antisimetria.

CARACTER HEMBRAS MACHQOS
AGUA |QUICHE ALTA PETEN | AGUA [QUICHE ALTA PETEN
ZARCA VERAPAZ ZARCA VERAPAZ
H12 AF AF AF AD AF S S AF
H13 S AF S AD AF AF S S
H14 AF AF AS AF AF S AF S
H15 AF AF AF AF S AF AF AF
H18 S AF AF S S AF AF AF
H19 AF AF S AF AF AF AF AD
H23 AF S AS S AF AF S AF
H25 AF AF AF AF S AF AF AF
H28 S AD AF AD AF AF AF S
H29 AF S S AF AF AD AF S
H34 AF AF AS AF AF AF S S
H35 AF AF AF AF AF AF AF AF
H38 AS AF AS S AF AF AF S
H39 AD AF AF AF AF AF AF AD
H45 AF AF AS AF AF AF S S
H48 AF AF AS AF AF AF AF S
H49 AF AF AS AF AF AF AF AD
H58 AF AF AF AF AF AF AF AF
H59 AF AF AS AF S AF AF AF
H68 AF AF AF AF AF AF S AF
H69 AF AF S AD AF S S AF
H78 AF AF AF S AF AF AF AF
H79 AF AF AF AF AF S AF AF
H89 AF AF AF AF AF AF AF AF
TOTALES

S 3 2 4 4 4 4 7 8
AD 1 1 0 4 0 1 0 3
AF 19 21 12 16 20 19 17 13
AS 1 0 8 0 0 0 0 0
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Grafica 8. indices de Asimetria Fluctuante para los 24 caracteres seleccionados en 4 poblaciones de T. dimidiata - hembras. Para
una descripcion de los caracteres ver inciso 7.2, para una descripcion de las localidades ver la Figura 1.
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Grafica 9. indices de Asimetria Fluctuante para los 24 caracteres seleccionados en 4 poblaciones de T. dimidiata - machos. Para
una descripcion de los caracteres ver inciso 7.2, para una descripcion de las localidades ver la Figura 1.
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