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Resumen

La familia Tabanidae es un grupo que genera un impacto negativo para la
economia del sector ganadero, ya que producen una baja en la produccion de
carne y leche a través de danos tanto directos como indirectos. Los tabanos son
capaces de transmitir varias enfermedades, entre ellas, la tripanosomosis,
ocasionada por los protozoarios del género Trypanosoma spp. Por esta razén, la
presente investigacion se centra en la evaluacidbn molecular del tabano,
mediante la secuenciacion del gen COIl y en la prevalencia de Trypanosoma
vivax en el muestreo. Para este fin, se realizaron recolecciones de moscas en
las provincias de Manabi y Napo con previos reportes de hemotrépicos.
Posteriormente se realizé la prueba de PCR a las muestras obtenidas para la
amplificacién del gen COIl para fines de caracterizacion molecular. Las
secuencias obtenidas fueron evaluadas con la ayuda de BLAST para analizar la
similitud con otras especies de tabanos. La deteccion de T. vivax en las moscas
se realiz6 por TviCatL-PCR. De igual manera se elaboré un analisis filogenético
con el software MEGAX. Mediante la PCR para la amplificacion del gen COl, se
obtuvieron secuencias ~700 pb, mismas que obtuvieron porcentajes de identidad
que oscilaron entre el 82,87% y 92,24% con otras especies ya reportadas. Los
organismos con los que tuvieron mayor homologia fueron: Tabanus
admelanopygus y Poeciloderas quadrapunctatus para las muestras de Napo y
Manabi respectivamente. El analisis filogenético arrojo que las secuencias se
encontraron relacionadas con especies de América y Africa y esta es la primera
vez que en Ecuador se realiza la caracterizacion molecular de esta especie. En
el caso de la TviCatL-PCR arroj6 una prevalencia de T. vivax del 28,57% en las
muestras analizadas. La presencia de estas moscas hematéfagas en zonas con
prevalencia de hemotrépicos, es una gran evidencia de que estas juegan un rol

principal en la diseminacién de las enfermedades parasitoldgicas.

- Palabras clave:
e TRYPANOSOMA VIVAX
e COI
e« TABANO
e VECTORES
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Abstract

The Tabanidae family is a group that generates a negative impact for the
economy of the livestock sector, since they produce a decrease in the production
of meat and milk through both direct and indirect damages. Horseflies are
capable of transmitting various diseases, including trypanosomiasis, caused by
protozoa of the genus Trypanosoma spp. For this reason, this research focuses
on the molecular evaluation of horsefly, by sequencing the COI gene and on the
prevalence of Trypanosoma vivax in sampling. For this purpose, fly collections
were carried out in the provinces of Manabi and Napo with previous reports of
hemotropics. The PCR test was then performed on samples obtained for the
amplification of the COI gene for characterization purposes. The sequences
obtained were evaluated through BLAST to analyze the similarity with other
species of horseflies. The detection of T. vivax in flies was performed by TviCatL-
PCR. Similarly, a phylogenetic analysis was performed with the MEGA-X
software. Using the PCR for the amplification of the COIl gene, ~700 bp
sequences were obtained, which showed identity percentages ranging from
82.87% to 92.24% with other species already reported. The organisms with
which they had greater homology were: Tabanus admelanopygus and
Poeciloderas quadrapunctatus for the samples of Napo and Manabi respectively.
The phylogenetic analysis showed that the sequences were found related to
species from America and Africa and this is the first time that the molecular
characterization of this species is performed in Ecuador. In the case of TviCatL-
PCR, the prevalence of T. vivax was 28.57% in the samples analyzed. The
presence of these hematophagous flies in areas with prevalence of hemotropics
is great evidence that these play a major role in the dissemination of

parasitological diseases.

- Key words:
e TRYPANOSOMA VIVAX
e COI
e HORSEFLY

e VECTORS
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Capitulo |

Introduccion

Formulacién del problema

La clase insecta es uno de los grupos mas numerosos en la Tierra, se
estima que contiene alrededor de tres cuartos de un millén de las especies
descritas hasta el momento. Se ha estimado que existen 14000 especies de
insectos en los cinco 6rdenes que se alimentan de sangre, los cuales son de

mucha importancia en el aspecto sanitario para la humanidad (Adams, 1999).

Estos insectos han tenido un gran impacto en la actividad ganadera, ya
gue son una de las principales causas en la reduccién de la productividad de los
animales. En los ultimos afios se ha estudiado su rol en la transmision de varias
enfermedades parasitoldgicas; pero pese a ese conocimiento obtenido, aun no
se ha logrado controlar de manera eficaz la propagacion de dichas

enfermedades (Lehane, 2005).

Durante estos afos de investigacion, se sospechd que los insectos de
cierta forma se encontraban involucrados con varias enfermedades febriles que
afectaban tanto a humanos como a animales, hecho que posteriormente fue
confirmado por la evidencia cientifica disponible hasta el momento. Por ejemplo,
el bacteridlogo aleman Robert Koch, reporté una de las creencias de las tribus
de las Montafias Usambara del Este de Africa, en la cual, los mosquitos que
encontraron al descender a las llanuras, eran la causa de la malaria (Nuttal,
1899). En otro caso similar, el sefior Richard Burton durante su viaje al Este de
Africa, registré una de las creencias de las tribus de Somalia que contaban que
los mosquitos eran los responsables de las enfermedades febriles (Burton,
1860). Adicional a esto, la mayoria de las personas que viven en lugares con
presencia de moscas tsetse, las relacionaron con la propagacion de la
enfermedad del sueio que afecta a los humanos y nagana que es el caso de los

animales.

Considerar a los insectos como vectores de enfermedades fue un hecho

que se produjo a finales del siglo XIX, cuando el doctor escocés, Patrick Manson
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encontré que las fases larvarias de Wuchereria bancrofti, se desarrollaban en el
mosquito Culex pipiens quinquefasciatus (Manson, 1878). Este hecho dio pie a
un conjunto de investigaciones por parte de fundaciones médicas y de
entomologia veterinaria. Entre las principales enfermedades transmitidas por
insectos tenemos: malaria, enfermedad del sueino; elefantiasis, leishmaniasis;

fiebre amarilla, nagana; surra, lengua azul; souma, anaplasmosis, entre otras.

Todas estas enfermedades generan millonarias pérdidas en el sector
ganadero, pero una de las mas importantes es la tripanosomosis que es
transmitida por la mosca tsetse. Se estima que esta enfermedad genera
alrededor de $4.5 billones en pérdida cada afio (Budd, 1999). En ciertas
ocasiones los insectos hematéfagos pueden estar presentes en considerables
cantidades, haciendo que su picadura pueda causar la muerte de los animales
afectados, ejemplos de esto fueron observados en Rumania en el afio de 1923,
donde murieron 16000 animales y en Yugoslavia en el afo de 1934, en donde se
perdieron en cambio 13900 animales debido al brote de la mosca negra
(Simulium colombaschense) (Baranov, 1935; Ciurea and Dinulescu, 1924). La
picadura de estos insectos genera estrés en el animal debido al dolor que causa,
produciendo asi una reduccién en el rendimiento de leche, en la ganancia de

peso o en la eficiencia de la alimentacion.

El orden que contiene la mayoria de los insectos mas importantes que se
alimentan de sangre, es la Diptera. Este grupo tiene una importancia significativa
para el hombre desde los puntos de vista econémico y de la salud, ya que
poseen un rol como vectores de distintos parasitos. Este grupo se caracteriza
por tener un solo par de alas, el segundo par de alas ha sido modificado en
estructuras conocidas como halteres, mismas que se emplean como érganos de
equilibrio. La mayoria de Dipteros adultos poseen una larga y muy movil cabeza,
ojos bien desarrollados que a menudo son mas largos en los machos que las
hembras, y el aparato bucal de los primeros carece de mandibulas y sirven solo
para succionar en ciertas especies. Estos insectos poseen cuatro etapas durante
el desarrollo de su vida, que son: huevos, larva, pupa y adulto (Desquesnes M. &
de la Roque S., 1992). En algunas especies las formas larvarias habitan en
zonas humedas, o en la materia organica; por otro lado, en otras especies el

estado larvario es carnivoro y se alimentan de carne o de 6rganos internos de
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los huéspedes vertebrados. El orden Diptera se encuentra dividido en tres
subérdenes, el primero es el Nematocera, en el que se encuentran los
mosquitos, moscas de arena y moscas negras. El segundo es el Brachycera,
que contiene a los tabanidos y rhagiénidos. El tercero es el Cyclorrhapha, en el
cual se encuentran los insectos conocidos como moscas. El grupo que contiene
a los tabanos, tiene mucha importancia, ya que son vectores potenciales del
protozoario Trypanosoma spp., el cual afecta a Sudamérica, América Central y el

Caribe, generando pérdidas en la industria ganadera (Cassalett et al., 2011).

Se cree que la tripanosomosis se introdujo en Latino América a inicios
de 1830, mediante una embarcacion que contenia ganado Bos indicus
proveniente de Senegal (Dwinger & Hall, 2000). Sin embargo, la enfermedad no
se describié sino hasta 1919 en Guyana Francesa, luego de una epizootia en

ganado lechero que tuvo un 52% de mortalidad.

Las especies pertenecientes al género Trypanosoma spp., son
transmitidos mediante los vectores pertenecientes a las familias Tabanidae y
Stomoxydae (Batista et al., 2011; Birhanu et al., 2015); sin embargo, también
pueden ser transmitidos por murciélagos hematéfagos y mediante agujas con
sangre infectada (Zapata et al., 2009). En el caso de la tripanosomosis originada
por Trypanosoma vivax (T. vivax), esta puede esparcirse de manera rapida
dentro del rebafio, especialmente en aquellos animales que nunca han estado
expuestos al protozoario (Cadioli et al., 2012). En este caso, la tripanosomosis
durante su etapa prepatente, no genera ninguna manifestaciéon clinica de la
enfermedad (Gonzatti et al., 2014). Entre los signos que se pueden apreciar
durante el progreso de la enfermedad, estan: incremento de la temperatura,
anemia producto de la lisis de los eritrocitos, apatia, anorexia, letargo, pérdida de
peso, baja condicion corporal, membranas mucosas palidas, incremento en el
tamafno de los nédulos linfaticos y disminucion en la produccion de leche
(Dagnachew S. & Bezie M., 2016; Oscar Betancur et al., 2016).

A nivel de Centroamérica y Sudamérica, solo existen dos trabajos sobre
los patrones de distribucion de los tabanos, realizados por Fairchild en 1969. En
el Ecuador, se cuenta con el trabajo realizado por Cardenas y colaboradores en

el 2009 sobre la revision de la fauna tabanida, en el que registraron 198
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especies de tabanidos con dos subespecies y cinco variedades. Sin embargo, no
se cuenta con informacién sobre la caracterizacion molecular de los insectos
pertenecientes a la familia Tabanidae y su importancia como vectores
potenciales de enfermedades como la tripanosomosis. Por tal razén, la presente
investigacion se enfoca en la caracterizacion molecular de estos insectos
recolectados en las provincias de Manabi y Napo, a través de la secuenciacién

del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa I.

Justificacién del problema

Danos ocasionados por los insectos hematéfagos

Danos directos. Los tabanidos pueden ocasionar disturbio tanto visual
como acustico hacia los animales (Raymond, 1982); por otra parte los insectos
pertenecientes al género Sfomoxys, vuelan de manera mas silenciosa, pero

generan un estrés visual porque lo hacen de manera abundante.

En cuanto a su picadura, producen un dolor considerable hacia el animal,
debido a tres factores: el primero es que su aparato bucal es relativamente
grande, el segundo es que su picadura genera multiples brechas en el tejido de
la piel, lo que a su vez ocasiona un microhnematoma; y por ultimo, tan pronto
como la sangre alcanza la probéscide, el insecto inyecta un poco de saliva. La
saliva de los tabanos posee caracteristicas anticoagulantes, pero también es

irritante y genera una reaccion de inflamacion en la piel (Desquesnes M. , 2004).

Este estrés tanto visual como acustico genera una pérdida de energia en
el animal, debido a que este debe mover su cola, cabeza y piel como accién

defensiva frente a la invasion de estos insectos (Raymond, 1982).

Danos indirectos. Otra consecuencia de la picadura del insecto es que
puede generar heridas e infecciones secundarias. Una herida abierta en el
animal, constituye un habitat perfecto para las larvas de Cochliomya
hominivorax, ya que estas se alimentan del tejido del animal, generando
profundas lesiones en los animales. Esto genera pérdidas econdmicas al
productor ganadero, ya que la piel del animal ya no es apta para la industria del
cuero; ademas, debe aplicar farmacos veterinarios para la desinfeccion del

animal cuyo precio puede ser elevado (Desquesnes M. , 2004).
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Otro dafo indirecto que pueden provocar los insectos hematéfagos, es la
pérdida en el peso del animal. Esto se debe a que los animales invierten su
tiempo en evitar a los insectos en lugar de alimentarse. Segun un estudio
realizado por Boy y Duncan en 1979, establecieron que durante la temporada de
tabanos, los caballos reducen su tiempo de alimentacién en un 80% a 40%. Esto
de igual forma afecta al ganado bovino lechero, ya que la produccion de leche se

ve reducida debido a la poca alimentacion que realiza el animal.

Otro inconveniente generado por los insectos hematéfagos, es la
transmision de parasitos que producen graves enfermedades en los animales de
produccion. Segun una noticia publicada en el diario El Universo, en el mes de
noviembre de 2017 en Chone, provincia de Manabi-Ecuador, existié un brote de
Trypanosoma spp. que produjo la muerte de alrededor de 600 bovinos, hecho
gue se vinculd con la presencia de tabanos en la zona y que se considerd en su

momento que era el agente causante de su diseminacién (El Universo, 2017).

Debido a estos hechos, es importante realizar una caracterizacion
molecular para determinar las especies de tabanos que se encuentran
estrechamente vinculados con la diseminacion de la tripanosomosis, de esta
forma se pueden generar actividades de control para la contencion de estos
insectos.

Hipétesis

¢ Existe la presencia de moscas hematéfagas en las zonas muestreadas

con previos reportes de hemotrépicos y estas pueden portar Trypanosoma spp?
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la prevalencia de Trypanosoma vivax en moscas

hematofagas de zonas con previos reportes de enfermedades hemotropicas.

Objetivos especificos

o Colocar trampas Nzi para la captura de los Dipteros en las zonas de
estudio que tuvieron previos reportes de la presencia de hemotrépicos.

. Analizar morfolégicamente las muestras de Dipteros obtenidas con la

ayuda de un microscopio y una clave grafica.

o Realizar un analisis molecular a las muestras de Dipteros obtenidas,
mediante la amplificacion del gen COIl y aquel que codifica la cisteina proteasa
Catepsina L (para la determinacién de Trypanosoma vivax), ambas por medio de

la prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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Capitulo Il

Revision de literatura

Tabanidae

Esta familia consiste en alrededor de 4300 especies de moscas
hematdfagas cuyo tamario varia desde medianas hasta grandes, de hecho, se
han documentado dentro de este grupo a los insectos mas grandes que se
alimentan de sangre (Lehane, 2005). La familia Tabanidae se divide en tres

géneros importantes: Chrysops, Haematopota y Tabanus.

Simplemente el tamano y el dolor que su picadora puede provocar, son
dos factores que no se pueden ignorar facilmente. Estos insectos pueden llegar
a acumularse en grandes cantidades en algunas zonas, y debido al dolor de su
picadura, pueden considerarse como plagas tanto para los humanos como para
los animales. En el caso del ganado, este puede ser un factor muy preocupante,

ya que se pueden tener considerables pérdidas econdmicas (Lehane, 2005).

Ademas del estrés que causa la picadura de estos insectos, los
tabanidos también son vectores potenciales de enfermedades tanto para los
humanos como para los animales. Cuando estas moscas son interrumpidas
durante su alimentacién, ellas persisten en su picadura al pasar de un animal a
otro, lo que hace que sean capaces de propagar de manera mas rapida y
efectiva una enfermedad parasitologica (Lehane, 2005). Los tabanidos son
vectores mecanicos del flagelado Trypanosoma evansi, el cual genera una
severa enfermedad (surra) en perros, camélidos y caballos, y afecta de manera
mas leve otros mamiferos, en los cuales se encuentran incluidos los bovinos.
Esta enfermedad se desarrolla en zonas tropicales y subtropicales. Ademas,
estos insectos también son capaces de transmitir 7. vivax viennei, T. equinum; T.

simiae, entre otros parasitos (Lehane, 2005).
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Los adultos tabanidos tienen un tamafio que varia de mediano a grande
(hasta los 25 mm), y pueden ser de color negro, café, verde y amarillo. Su gran
cabeza de forma semilunar, posee ojos prominentes, los cuales poseen un
patrén iridiscente de rojo y verde que se pierde al momento de la muerte del
insecto (Lehane, 2005).

Figura 1

Ejemplar de una hembra adulta de Ancala africana

Nota. Tomado de Insects and other arthropods of medical importance. London:
British Museum (Natural History, por Smith, 1973.
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Figura 2

Forma de las antenas de los tres géneros de los tabanidos

Nota. La antena superior corresponde al género Chrysops, la del medio al
Tabanus y la inferior al Haematopota. Tomado del libro The Biology of Blood-
Sucking in Insects (p.239), por Lehane, 2005. Cambridge Univesity Press.

Ciclo de vida

Los tabanidos poseen una metamorfosis completa, lo que significa que
pasan a través de las siguientes fases: huevo, larva, pupa y adulto. Las hembras
ponen entre 100 a 1000 huevos sobre la vegetacion o cualquier otra materia
organica que se encuentre humeda. Las larvas pueden ser acuaticas,
semiacuaticas o terrestres, estas eclosionan a partir de los huevos y se
transforman en depredadores de otros invertebrados o vertebrados pequefios.
La forma del cuerpo de las larvas, es delgado y cilindrico, y la cabeza se
diferencia por ser ligeramente cénica (Strother, 1999). En esta ultima posee dos
mandibulas afiladas y delgadas con un canal hueco para transmitir veneno a sus
presas. El estado larvario puede sufrir varias mudas mientras se va
desarrollando, esta fase puede durar varios meses o afios (Strother, 1999). Una
vez completada esta etapa, se traslada hacia un lugar mas seco para
transformarse en pupa. La duracién de esta etapa dependera de la especie,
llegando a durar entre 5 y 21 dias, posteriormente las moscas adultas emergen
del suelo (Strother, 1999).
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Figura 3

Ciclo de vida del tabano

Nota. 1. Mosca adulta; 2. Ovoposicién, 3. larva y 4. Ninfa. Tomado de Les taons
de Guyane biologie, importance vétérinaire et methodes de lutte. Publication
CIRAD-EMVT (p.29) por Desquesnes M. & de la Roques, 1992.

Taxonomia

Tabanus spp.

Orden: Diptera

Suborden: Brachycera
Familia: Tabanidae

Género: Tabanus spp.
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Trampa Nzi

Trampa desarrollada por Steeve Mihok, que estd comprendida por una
entrada de color azul que es atrayente para las moscas y un cono de
penetracion de color negro que conduce a las moscas hacia una red de forma
cbnica y que apunta hacia arriba, de esta forma se guia de manera natural a los
insectos hacia el embudo y posteriormente hacia una botella plastica
(Desquesnes M. , 2004).

Vector mecanico

Se considera como un vector mecanico, al insecto que solo sirve como
transmisor del agente patégeno de un huésped vertebrado a otro. En este caso

el parasito no se replica o se desarrolla dentro del mismo (Lehane, 2005).

Vector biolégico

Es una forma mas compleja en la transmisién de un parasito, porque
este ultimo lleva a cabo dentro del insecto hematéfago un periodo de replicacion

o desarrollo (Lehane, 2005).

Tripanosomosis

Generalidades

La tripanosomosis animal es una enfermedad provocada por distintas
especies del grupo Salivario del género Trypanosoma que afecta al ganado, y de
igual forma a otros animales domésticos y salvajes, lo que conlleva a grandes
pérdidas econdmicas en Africa, y Latinoamérica, ademas de Asia (Magez &
Radwanska, 2014). Sin embargo, esta enfermedad no solo afecta a los
animales, sino que también los humanos se han visto afectados. Por ejemplo, en
Africa sub-Sahara, en la década final del siglo XX, se presentaron varios casos
alarmantes de la enfermedad del suefo (tripanosomosis Africana humana). En el
caso de Latinoamérica se encuentra presente la enfermedad de Chagas
(tripanosomosis Americana) considerada como una de las mas prevalentes
(Michael Barret, et al., 2003).
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Sintomatologia de la tripanosomosis por Trypanosoma vivax

La sintomatologia se divide por periodos, en el primero conocido como
prepatente, no se observan manifestaciones clinicas de la enfermedad (Gonzatti
et al.,, 2014). Por su parte en la fase aguda, se puede notar el incremento de
temperatura, anemia, apatia, anorexia, letargia, pérdida de peso corporal, baja
condicion corpérea, disminucién en la produccién de leche, entre otras
(Betancur, 2016). En ciertos casos también se puede observar diarrea, descarga
nasal, lacrimacién, queratitis y sintomas neurolégicos como por ejemplo ataxia.
En casos graves puede producirse la muerte espontanea del animal dentro de
las primeras dos semanas. La tasa de mortalidad puede alcanzar el 6,5% en
vacas adultas, y hasta un 30% en terneros, debido a que son mas propensos a
la enfermedad y presentan sintomas mucho mas severos (Betancur, 2016). En
una investigacion realizada en Paraiba-Brasil, se observaron abortos y
mortalidad perinatal. En otros casos se ha determinado la afectacion de ciclo
estrual, ademas de existir problemas en la concepcién en vaquillas (Bezerra &
Batista, 2008). En el caso de los machos, la tripanosomosis es capaz de afectar
a nivel testicular y epididimal, incidiendo seriamente en la calidad del semen y en
ciertos casos graves, puede generar casos de infertilidad o esterilidad (Bezerra &
Batista, 2008).

Ademas de las etapas previamente mencionadas, existe una etapa
cronica en la que la parasitemia del animal se reduce, por lo que este no llega a
presentar sintomas clinicos a excepcién de la anemia, convirtiéndose en un

reservorio del parasito (Desquesnes M. , 2004).

Trypanosoma vivax

Taxonomia
Clase: Kinetoplastida
Orden: Trypanosomatida
Género: Trypanosoma

Especie: Trypanosoma vivax
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Caracteristicas y morfologia de T. vivax

Este protozoario es considerado monomorfico y presenta dos
caracteristicas que se emplean para el diagnéstico mediante microscopio: la
primera es que posee un kinetoplasto largo y la segunda es que se mueve de
manera rapida cuando se observa una muestra de sangre fresca. Su flagelo se
encuentra adherido mediante una membrana ondulante que se encuentra menos
desarrollada en comparacién con T. brucei y T. evansi. Su nucleo puede ser
redondeado o elongado (dependiendo de la cepa), se encuentra localizado en la
porcion media del parasito (Gonzatti et al., 2014). La longitud de protozoario
varia de acuerdo al aislado, y esta se encuentra en un rango entre los 18 y 31

pMm (Desquesnes M. , 2004).

Figura 4

Trypanosoma vivax de Guyana Francesa

Nota. Formas adultas delgadas de Trypanosoma vivax durante la division.
Tomado de Livestock Trypanosomoses and their Vectors in Latin America por
Marc Desquesnes, 2004.
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Ciclo biolégico de T. vivax

Este protozoario carece de una fase prociclica en el intestino medio del
insecto y no posee una migracion compleja en el interior del mismo, sino que
este se desarrolla directamente en la forma epimastigote dentro de la probdscide
del insecto, lo que le permite a T. vivax ser transmitido por varios tipos de

insectos hematéfagos (Hoare, 1972).

Durante la alimentacion, el insecto ingiere los parasitos a partir del
torrente sanguineo, posteriormente ocurre una diferenciacidon hacia la forma
metaciclica para posteriormente ser inoculado en el huésped vertebrado al
momento de la alimentacion del insecto, esto en el caso de T. vivax Africano
(Hoare, 1972).

Figura 5

Variacion del ciclo de vida de los distintos tripanosomas Africanos

T. brucei 1. Bloodstream form|

2. Procyclic

3. Epimastigote

T. vivax
4. Metacyclic

Nota. Tomado de The Trypanosomes of mammals: A Zoological Manograph por
Hoare, 1972.
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Transmision

En Latinoamérica Trypanosoma vivax se transmite mediante la picadura
de los insectos miembros de la familia Tabanidae y del género Stomoxys los
cuales son considerados vectores potenciales (Chartier C., 2000). Sin embargo,
no son los unicos capaces de transmitir el protozoario, las moscas del género
Haematobia, y ciertos Culicidae también pueden transmitir el parasito (Ruiz-
Martinez, 1971; Page, 1990). En varios estudios se ha considerado que los
insectos involucrados en la transmision de la enfermedad, son vectores

mecanicos y no bioldgicos.

En los estudios realizados por Betancourt en Colombia y por Gonzalez y
Espinoza y Melendez et al, en Venezuela, registraron que el parasito puede
transmitirse de manera congénita en el ganado durante epizootias. Otra de las
vias de transmisién, es la iatrogénica, que se produce debido a las malas

practicas de los cuidadores de las fincas en cuanto al manejo de las jeringuillas.

Diagnéstico

Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Existen varias técnicas de
diagndstico para la tripanosomosis, una de las mas sensibles y especificas es la
PCR. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, es una técnica capaz de
demostrar la existencia de fragmentos de ADN conocidos o parcialmente
conocidos (Higuchi, 1989). Esta herramienta se hizo posible gracias al
descubrimiento de la Taq polimerasa, la cual es una enzima termoestable
obtenida a partir de Thermophilus aquaticus que se encarga de polimerizar
acidos nucleicos. Sin embargo, para lograr la polimerizacion se requiere de mas
componentes ademas de la Taq polimerasa, estos son: ADN templado, acidos
fosfatos desoxirribonucleicos, solucién tampén, magnesio y un par de
oligonucleoétidos que flanqueen el fragmento de ADN de interés (Desquesnes M.
, 2004).
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Esta prueba de diagnéstico esta comprendida por tres fases, la primera
se denomina fase de desnaturalizacién, en la cual se requieren temperaturas de
alrededor de 94 °C y ocurre una apertura de la doble hélice del ADN; en la
segunda fase se lleva a cabo la unién de los oligonucléotidos al ADN plantilla,
esta adherencia por lo general requiere de wuna temperatura de
aproximadamente 50 °C y finalmente una fase de extension en la que se
polimerizan los acidos nucleicos a una temperatura promedio de 70 °C
(Desquesnes M. , 2004). Al repetir estos ciclos de calor varias veces, se

obtendran porciones de ADN de secuencia y peso idénticas.

El producto amplificado se visualiza mediante electroforesis de gel de
agarosa, aplicando un agente intercalante como el Bromuro de Etidio que

permite que el ADN pueda ser visto mediante luz ultravioleta.

Catepsina L una cisteina proteasa empleada para la deteccion de T. vivax

El genoma de los tripanosomas contiene varias copias de genes de catL,
que se diferencian de acuerdo a la especie. Las enzimas Catepsina L son
cisteina proteasas que se encuentran involucradas con la patogenecidad,
inmunidad, diferenciacién celular, infectividad, y metabolismo de Ilos
tripanosomas. El empleo de estos genes para la identificacion y diferenciacion
entre cepas ya ha sido empleado previamente por varios investigadores (Jesca
Nakayima et al., 2013) (Eyssen, 2018).
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Capitulo Il

Metodologia

Sitios de estudio

Los insectos hematofagos fueron recolectados en fincas ubicadas en las

provincias del Napo y Manabi entre junio y julio del afio 2021 (ver figura 6).

Figura 6

Puntos de muestreo en las provincias de Manabi y Napo
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Recoleccion de los insectos

Las moscas fueron recolectadas con la ayuda de la trampa Nzi ubicadas
en lugares cercanos a los potreros del ganado bovino y se las mantuvo alli
durante tres horas (de 8 am a 11 am). Una vez transcurrido este tiempo, se
traspasaron las moscas recolectadas a tubos Falcon que contenian etanol al

70% para poder conservar las moscas.

Figura 7

Trampa Nzi

(A) Parte anterior de la trampa y (B) zona posterior de la trampa.
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Figura 8

Colocacién de la trampa Nzi para la recoleccion de las muestras en la provincia

del Napo

Figura 9

Recoleccién de muestras en la provincia de Manabi
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Determinacion de la familia de la muestra empleando las caracteristicas
morfolégicas

En el laboratorio las moscas fueron visualizadas mediante microscopio
para determinar la especie a través sus caracteristicas morfoldgicas, haciendo
uso de la clave gréfica disefiada para ello por la Organizacion Panamericana de
la Salud en 1962.

Extraccion de ADN y amplificacion PCR

Las muestras preservadas en etanol se dejaron secar a temperatura
ambiente y posteriormente su ADN gendmico fue extraido de la mosca completa
mediante el protocolo de precipitacion con acetato de amonio tal y como lo
describieron ( Garcia et al., 2018) De manera breve, las muestras fueron
digeridas en buffer Digsol (50 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, 117 mM NaCl y 1%
SDS) junto con 10 pL de proteinasa K (10 mg/mL) a 55 °C durante tres horas. El
ADN se precipitdé con acetato de amonio [4M], centrifugado por 15 minutos y
posteriormente precipitado con etanol absoluto y lavado con etanol al 70%.
Finalmente el pellet de ADN se dejo secar durante 15 minutos a temperatura
ambiente y se resuspendid en 50 uL de buffer TE (Tris-EDTA) y se almacend a -

20 °C hasta su posterior uso.

Para corroborar la presencia de ADN gendmico de la muestra, se realizo
una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/v) tefiido con Bromuro de Etidio.
En los pocillos se colocaron 3 uL de ADN con 3 uL de Buffer de carga Blue Juice
2x, y ademas se adicionaron 5 yL de marcador de peso molecular de 100bp; la
fuente se programé a 100 V y se dejé correr por 45 minutos. Finalizado este
proceso se visualizd el gel en un transiluminador con ayuda de luz ultravioleta
(UV). Una vez obtenido el ADN del insecto, se realizé una reaccion de PCR para
la amplificacién del gen citocromo oxidasa | (COIl), mediante el empleo de los
primers LCO1490 y HCO 2198 (Folmer O. et al., 1994) (Tabla 1). Las reacciones
de amplificacion se desarrollaron con un volumen total de 25 pL (Tabla 2). En la

tabla 3 se detallan los ciclos y las condiciones de la PCR convencional.

Para la determinacion de prevalencia de Trypanosoma vivax en cada

muestreo, se realizdé la amplificacion del gen que codifica la catepsina L
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mediante la reaccion de PCR empleando los cebadores TviCatL1 y DTO155
(Tabla 4) (Cortez A. P. et al., 2009). En las tablas 5 y 6 se encuentran a detalle
las concentraciones de los reactivos empleados y los ciclos y condiciones para

llevar a cabo la PCR convencional para la amplificacion de la region CatL-like.

Tabla 1

Cebadores para la amplificacién del gen COIl de los Dipteros

Cebador Secuencia

LCO1490 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'

HCO02198 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3'
Tabla 2

Concentraciones y reactivos empleados para la amplificaciéon del gen COI

Reactivo Unidad Stoc Concentracio Volume
s k n final n (uL)
Agua uL 17,13
Buffer X/m 10,00 1,00 2,50
M
Primer UM 10,00 0,40 1,00
F
Primer UM 10,00 0,40 1,00
R
MgCl2 mM 50,00 1,50 0,75
dNTP UM 10,00 0,20 0,50
taq U/ pL 5,00 0,63 0,13
ADN ng/ 2
uL
Total 25

Nota. pL: microlitro; pM: micromolar; mM: milimolar; U/ pL: unidades por

microlitro; ng/ yL: nanogramos por microlitro; dNTP: mix de desoxinucledtidos.



36

Tabla 3

Programa PCR para la amplificacién del gen COl de los dipteros

Proceso Temperatura Tiempo N° Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95° C 5 min 1
Desnaturalizacion 95° C 1 min 35
Hibridaciéon 55°C 30 seg 35
Extension 72°C 1 min 35
Extension final 72°C 10 min 1
Mantenimiento 4°C e

Tabla 4

Cebadores para la amplificacion de la region Catl-like para Trypanosoma vivax.

Cebador Secuencia
TviCatL1 5-GCCATCGCCAAGTACCTCGCCGA -3
DTO155 5- TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA- 3’

Nota. Fuente: (Cortez A. P. et al., 2009)



Tabla 5

37

Concentraciones y reactivos empleados para la amplificacion de la region CatL-

like para Trypanosoma vivax.

Reactivos Unidad Stoc Concentracié Volume
k n final n (ulL)
Agua pL N/A 14,75
Buffer X/m 10,00 1,00 2,50
M
Primer uM 10,00 1,00 2,50
F
Primer uM 10,00 1,00 2,50
R
MgS04 mM 25,00 1,50 0,00
2
dNTP uM 40,00 0,80 0,25
Taq U/ uL 5,00 1,00 0,25
ADN ngr 2
Total 25
Tabla 6

Programa PCR para la amplificacion de la region CatL-like para Trypanosoma

vivax.

Proceso Temperatura Tiempo N°
Ciclos

Desnaturalizacion 94° C 5 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94° C 30 seg 35
Hibridacion 65° C 30 seg 35
Extension 72°C 1 min 35
Extension final 72°C 10 min 1
Mantenimiento 20° C 0
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Nota. Fuente: (Cortez A. P. et al., 2009)

Secuenciacién, alineamiento de secuencias, y analisis filogenético

La secuenciacion fue realizada mediante la metodologia de Sanger, en la
Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE matriz, para lo cual, fueron enviados
40 uL de producto PCR, conjuntamente con lo primers LCO1490 y HCO 2198 a

una concentracion de 5 mM.

Con lafinalidad de identificar y comparar las secuencias obtenidas de las
muestras de tabanos (gen COI), estas fueron sometidas a la herramienta
BLASTn de la base de datos de NCBI. El porcentaje de identidad entre las

secuencias obtenidas, se realizé mediante el software Geneious Prime.

Las secuencias COI de las moscas fueron corregidas y posteriormente
alineadas empleando la herramienta MUSCLE del software MEGA-X; ademas,
para la elaboracién del arbol filogenético se empled el método Neihbor-Joining
(NJ) con un bootstrapping de 1000 réplicas y el modelo de distancia genética

Tamura-Nei en el mismo software.
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Tabla 7

Secuencias empleadas en el presente estudio y su origen

Nombre del Numero de acceso
organismo Origen de GenBank
Atylotus
agrestis Africa Mozambique MT231162.1
Atylotus
givellus Asia Tailandia MG426044.1
Atylotus
nigromaculatus Africa Tanzania KX946513.1
Haematopota
pluvialis Europa Reino Unido KC192969.1
Hybomitra
epistates Desconocido Desconocido KM243543.1
Tabanus
aurilineatus Asia Tailandia MG426056.1
Tabanus
birmanicus Africa Desconocido KM243514 .1
Tabanus
similis América Canada KR518893.1
Tabanus
thermarum Asia Tailandia MG426177.1
Tabanus
donaldsoni Africa Kenya KX946532.1
Tabanus Republica
fraternus Africa Centroafricana MK396303.1
Tabanus
secedens Africa Liberia MK396339.1
Musca Desco
Domestica nocido Desconocido JX861433.1
M1Napo América Ecuador N/A
M2Napo América Ecuador N/A
MA1Manabi América Ecuador N/A
ML2Manabi América Ecuador N/A
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Capitulo IV

Resultados

Se recolectaron un total de siete moscas hematéfagas en las provincias
de Napo y Manabi, repartidos de la siguiente manera: cinco en la provincia del
Napo y dos en la provincia de Manabi. Por su parte en el laboratorio mediante la
visualizacién de las caracteristicas morfolégicas de las muestras recolectadas,
tales como las nervaduras de las alas, probdscide, antena, forma del abdomen y

ojos, se determind que las muestras pertenecen a la familia Tabanidae.

Figura 10

Caracteristicas morfolégicas de las muestras

N\

Nota. Visualizacion de las caracteristicas morfologicas de las muestras mediante
microscopio a 5X. Visualizacién de la antena, y nervadura de las alas. La antena
posee 3 segmentos, las alas poseen 4 o 5 células posteriores y la tercera vena
se divide en dos: 3A larga y 3B que termina detras de la punta del ala

(Organizacion Panamericana de la Salud, 1962).
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Figura 11

Muestras recolectadas en la provincia del Napo

Nota. Los tamanos de las moscas varian entre unos y dos centimetros

Figura 12

Muestras recolectadas en la provincia de Manabi

Amplificacion del gen COI

Para el andlisis filogenético se amplifico el gen mitocondrial COIl de las
siete muestras, cuyo amplicon fue de ~700 pb (ver figuras 13 y 14). Sin
embargo, de las siete muestras analizadas, solo se seleccionaron cuatro
muestras (dos muestras de Manabi y dos de Napo), debido a la calidad del
amplicén para su respectiva secuenciacion.
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Figura 13

PCR para la amplificacion del gen COIl de las muestras recolectadas en Napo

Nota. (L) pocillo con el marcador estandar de peso molecular (Ladder),
(T1:T4) amplicones del gen COI de las muestras de tdbanos recolectadas
en el Tena; (-) negativo (agua).

gura 14

Muestras recolectadas en la provincia de Manabi

Nota. (L) pocillo con el marcador estandar de peso molecular (Ladder), (+)
muestra positiva (ADN de Stomoxys calcitrans); (T5) muestra recolectaba en el
Napo, (V) pocillo vacio; (TA'Y TL) muestras recolectadas en Manabi, (-) negativo

(agua).
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Una vez obtenidas las secuencias enviadas por la Universidad de las
Fuerzas Armadas matriz (un total de cuatro), se analizaron mediante la
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para corroborar que las
secuencias pertenecieran al organismo esperado. A continuacion se muestran

los resultados arrojados por la herramienta.

Tabla 8

Resumen de los resultados arrojados por el BLAST

Secuencia Secuencia Porcentaje E-
con mayor de value
similitud Identidad
(codigo de
acceso)

Descripcion de
la secuencia
con mayor
similitud

M1Napo MG426048.1 83,33 9e-163

M2Napo MG426047.1 82,87 9e-158

MA1Manabi KY777160.1 92,24 0,0

ML2Manabi KY777160.1 88,57 0,0

Tabanus
admelanopygus,
gendela
subunidad | de
la citocromo
oxidasa (COl),
cds parcial;
mitocondrial.
Tabanus
admelanopygus,
gen dela
subunidad | de
la citocromo
oxidasa (COl),
cds parcial;
mitocondrial.
Poeciloderas
quadripunctatus,
gendela
subunidad | de
la citocromo
oxidasa, cds
parcial;
mitocondrial.
Poeciloderas
quadripunctatus,
gendela
subunidad | de
la citocromo
oxidasa, cds
parcial;
mitocondrial.
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Figura 15

Arbol filogenético de las moscas del Napo y Manabi

ML2Manabi
96%
96% MA1Manabi

KR518893.1 Tabanus similis Canad

96%

96% KC192969.1 Haematopota pluvialis Reino Unido

F KX946513.1 Atylotus nigromaculatus Tanzania

96%

96% L
MT231162.1 Atylotus agrestis Mozambique

96% MG426056.1 Tabanus aurilineatus Tailandia

KM243543.1 Hybomitra epistates

95% —— MK396339.1 Tabanus secedens Liberia

96%

95%

MK396303.1 Tabanus fraternus Repblica Centroafricana

MG426177.1 Tabanus thermarum Tailandia

lo6% KM243514.1 Tabanus birmanicus frica
96%

93% M2Napo

96%
M1Napo

KX946532.1 Tabanus donaldsoni Kenya

96%
MG426044.1 Atylotus gilvellus Tailandia

JX861433.1 Musca domestica

0.020

Nota. Arbol filogenético realizado mediante el método Neihbor-joining tree,
empleando las secuencias del gen COIl amplificados de muestras de tabanos del
Napo (M1Napo y M2Napo) y Manabi (M1Manabi y M2Manabi). Las secuencias
restantes fueron obtenidas de la base de datos de NCBI. La barra de escala
representa una divergencia del 0.02%
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Adicionalmente, las secuencias mostraron entre si, un porcentaje de

identidad del 71,9%, dicho valor se obtuvo mediante el software Geneious Prime.

Las relaciones filogenéticas entre las cuatro muestras morfolégicamente
distintas, fueron realizadas con el método Neihbor-joining (Figura 15). Las
muestras que fueron recolectadas en la misma zona y que poseen las mismas
caracteristicas morfoldégicas (de ahora en adelante se les describira como
morfoespecies), formaron un mismo grupo, generandose dos grupos distintos,
uno para las muestras de Manabi y otro para las muestras de Napo. Ademas, se
pudo observar que las muestras recolectadas en Manabi, se encuentran
relacionadas con la especie Tabanus similis de Canada; y por su parte, las
muestras recolectadas en el Napo se relacionan con la especie Tabanus
birmanicus aislada de Africa. De acuerdo al arbol filogenético, las cuatro
muestras analizadas muestran entre si ciertas diferencias en sus secuencias, lo
qgue nos indicaria que existen ciertas mutaciones intraespecie, esto se deduce ya
qgue en los dos grupos, los dos miembros no es encuentran unidos por una linea
vertical plana. El grupo externo que se empled en este caso, es la Musca
domestica. Este grupo externo nos permitié6 observar que nuestras muestras se
encuentran estrechamente relacionadas con la familia Tabanidae, familia de
suma importancia por su participacion en la transmision de enfermedades
parasitologicas, al ver la distancia filogenética que mantiene con las muestras de
interés.
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Deteccion de trypanosoma vivax mediante TvCatL-PCR

Con la ayuda de la TvCatL-PCR, se encontré que dos de las cuatro muestras
analizadas fueron positivas a T. vivax. El tamafio del fragmento amplificado fue
de ~200 pb. De un total de siete muestras recolectadas, se obtuvo que el
28,57% fue positivo al hemotropico de interés, estas muestras positivas
corresponden a la provincia de Manabi.

Figura 16

TviCatL-PCR

T T2 TA' TA" TL' TL"

Nota. (T1 y T2) muestras del Napo con ADN diluido 1/10, (TA’ y TA”) muestras
de Manabi con ADN diluido 1/10 y 1/100 respectivamente; (TL'y TL”) muestras
de Manabi con ADN diluido 1/10 y 1/100 respectivament, (V) vacio; (+) muestras
positiva a T. vivax, ADN de bovino cedido por la Ing. Kelly Caiza, (-) negativo

(agua).
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Capitulo V

Discusion

En la presente investigacion se comprobd la presencia de moscas
hematdfagas en las zonas que previamente fueron reportadas con presencia de
hemotrépicos por parte de la institucion publica AGROCALIDAD. Mediante el
analisis morfologico, se pudo comprobar que las muestras recolectadas
pertenecen a la familia Tabanidae, la cual es el grupo que posee a los insectos
succionadores de sangre mas grandes, hecho que se confirma con nuestros
hallazgos, ya que las muestras tenian una longitud que oscilaba entre uno y dos
centimetros. Las especies pertenecientes a la familia Tabanidae, tal y como lo
expresan Chartier et al., (2000), son vectores potenciales de enfermedades
parasitologicas y virales, siendo una de ellas la tripanosomosis provocada por
Trypanosoma vivax, lo que complica la contencién de la enfermedad, ya que,
como lo observaron Barros y Foil, en el 2007, estos insectos cuando son
interrumpidos durante su alimentacion, son capaces de volar hasta 25 metros
para encontrar otra fuente de alimentacién. Por esta razéon es que la
tripanosomosis puede diseminarse rapidamente por varias zonas, generando

grandes pérdidas al sector ganadero.

Deteccion de T. vivax mediante TviCatL-PCR

El hecho de que los tabanidos son transmisores potenciales de la
tripanosomosis, ya ha sido comprobado por varios autores. Por ejemplo, Jan
Votypka y colaboradores en el 2019, reportaron una prevalencia de
Trypanosoma theileri en su muestreo de 24.6%, empleando nested PCR para la
amplificaciéon del 18S ARNr. En otro caso, en un estudio llevado a cabo en
Colombia por Parra y Alarcon en el 2008, obtuvieron tres muestras infectadas
con T. vivax de un total de 140 muestras obtenidas. En la presente investigacion
se encontré6 que de un total de siete muestras recolectadas, el 28,57%(lo que
corresponde a dos muestras) fue positivo a T. vivax.
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En el Ecuador no existen reportes sobre la prevalencia de T. vivax en los
vectores mecanicos, por lo que este trabajo se convierte en el primer reporte de
este parasito en moscas hematofagas. Estos resultados confirman que los
insectos hematdfagos son una pieza fundamental en la diseminacion de la
enfermedad, pero sobre todo, en las grandes pérdidas econdémicas del sector
ganadero. Los efectos de la tripanosomosis sobre el ganado, ya han sido
comprobados por Otte y colaboradores en 1994. Ellos analizaron los efectos de
la tripanosomosis provocada por Trypanosoma vivax en varias fincas de
Colombia, en las cuales, previamente se habia registrado la actividad de moscas
hematdfagas, en especial de tabanidos. En este trabajo, en una de las fincas se
detectd que la presencia de este parasito, provocd una reduccién en la ganancia
de peso, registrandose que antes de la deteccién de Trypanosoma vivax en el
ganado, la ganancia de peso era de 390g/dia, y después de la deteccion del
parasito, esta bajo a 200g/dia. El impacto de la tripanosomosis en la actividad
ganadera, es considerable cuando analizamos las pérdidas en términos de
dinero, por ejemplo, en un estudio realizado por Dawit Tesfaye y colaboradores
en el 2012 en Etiopia, se establecié que solo en farmacos tripanocidas, los
ganaderos invierten $16 por afo, y que la mortalidad a causa de tripanosomosis
en la zona estudiada, fue del 4,4%, lo que en términos de dinero representé

$102 por aiio, por hogar.

Amplificacion del gen COI

En la presente investigacion, se realizé por primera vez en Ecuador la
caracterizacion molecular de tabanos a través de la amplificacion del gen
mitocondrial citocromo c¢ oxidasa subunidad | (COIl), ya que los genes que
codifican proteinas en el genoma mitocondrial, son muy conservados y permiten
observar la diversidad de los organismos. En este estudio se obtuvieron
secuencias que oscilaron entre los 670 y los 689 pb. Estos resultados son
similares a los que obtuvieron Jan Votypka y colaboradores en 2019, al
amplificar a partir de muestras de tabanos, fragmentos del gen COI de alrededor
de 700 pb.
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De igual forma Mugasa y colaboradores en el 2018, en un trabajo de
identificacion molecular de especies de la familia Tabanidae en el Este de Africa,
amplificaron fragmentos de aproximadamente 648 pb. Estos resultados
corroboran que la amplificacion del gen COI de las muestras recolectadas en las

provincias de Napo y Manabi, se logré de manera exitosa.

Posteriormente las secuencias obtenidas por parte de la Universidad de
las Fuerzas Armadas-ESPE matriz, fueron analizadas mediante la herramienta
BLASTn para verificar la similitud con otras secuencias que forman parte de la
base de datos de NCBI. Se obtuvo que las secuencias del Napo tienen un
porcentaje de identidad de 83,33% y 82,87% con la secuencia del organismo
Tabanus admelanopygus; mientras que por su parte, las muestras de Manabi
obtuvieron porcentajes de identidad de 92,24% y 88,57% con la secuencia del
organismo Poeciloderas quadripunctatus. Estos resultados confirman que las
muestras capturadas mediante la trampa Nzi, pertenecen a la familia Tabanidae.
Ademas, el porcentaje de identidad del 71,9% entre las secuencias analizadas
en este estudio, indican una variabilidad entre los dos grupos de muestras
(Manabi y Napo). Esto concuerda con las caracteristicas morfolégicas distintas
que mostraron las muestras entre provincias. Ademas, en la figura 15 se puede
observar que estas muestras formaron dos clados distintos, indicando la
diferencia evolucionaria de ambos grupos y que corresponden a especies

distintas.

La especie Poeciloderas quadripunctatus, ya ha sido previamente
reportada y fue registrada en una lista actualizada, realizada por Jaime Buestan
y colaboradores en el 2007 sobre tabanos en el Ecuador, especificamente en las
provincias de Azuay, Chimborazo, Bolivar, Guayas, Loja, Morona Santiago,
Napo, Orellana, Pastaza, Sucumbios, Tungurahua, y Zamora Chinchipe. Por su
parte Tabanus admelanopygus, ha sido reportado en Tailandia por
Changbunjong y colaboradores en el 2018. Lastimosamente no se cuenta con

mucha informacién sobre el registro de esta especie en América.
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Analisis filogenético

Las muestras segun el andlisis filogenético, formaron dos grupos
diferentes, resultado que concuerda con las caracteristicas morfoldgicas distintas
entre las muestras por provincia. En cuanto a la relacion filogenética de las
muestras, aquellas que fueron recolectadas en la provincia de Manabi, formaron
un grupo monofilético con la especie Tabanus similis aislada de Canada. Esto
tiene sentido en cuanto a la distribucion geografica, ya que Poeciloderas
quadripunctatus, es una especie que no ha sido Unicamente avistada en
Ecuador, ademas de este, se registran avistamientos en paises como México,
Nicaragua, Costa Rica, Estados Unidos y Brazil (Coscarén S & Papavero N,
2009). Esta especie pertenece a la tribu Tabanini, grupo que conjuntamente con
el Haematopotini, contienen mas de la mitad de la diversidad de la familia
Tabanidae y se originaron relativamente recién en el Paledgeno (Shelah | et al.,
2015). Ademas los lugares en el que son registradas estas especies, concuerda
con el hecho de que la diversificacién de clados ocurrida en el Cretacico tardio y
el Paleégeno se produjo principalmente en ambientes calidos tropicales y
subtropicales que florecieron en varias interacciones bioldgicas, incluidas
aquellas generadas por la diversificacion de angiospermas (polinizacion,
recursos de néctar, habitats larvarios semiacuaticos ricos en nutrientes)
(Sheehan & Hansen, 1986; Ren & Lavandeira, 1998), ademas que en estas
zonas se encontraban ampliamente distribuidos los grandes mamiferos y aves
huéspedes que sobrevivieron después del Evento de Limite Cretacico-
Paledgeno (Novacek, 1999). En cuanto a las muestras obtenidas en la provincia
del Napo, formaron un grupo monofilético con la especie Tabanus birmanicus
procedente de Africa. El género Tabanus a diferencia del Peolocideras que es
endémico de Sudamérica, es un género que se encuentra ampliamente
distribuido por el mundo, por tal razén es muy probable que se encuentren
muestras de este género como la especie Tabanus admenalopygus en
Sudamérica, ademas de que esta region posee los ambientes idoneos para el
desarrollo de estos insectos.
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Capitulo VI

Conclusiones

En el presente estudio se reportd la presencia de moscas hematéfagas
en las zonas en las que previamente se reportd la presencia de hemotrépicos
por parte de la institucion AGROCALIDAD, hecho que nos permite sugerir que
estos insectos son los responsables de la diseminacion de distintas
enfermedades parasitoldgicas que afectan a la situacion econdmica del sector

ganadero.

La trampa Nzi, es una gran herramienta que permite la captura de estos
insectos hematdfagos, su efectividad dependera del tiempo que se la deje en el

campo, y del lugar en el que se la coloque.

Mediante la prueba de Reaccidon en Cadena de la Polimerasa, se pudo
realizar el analisis filogenético de las muestras obtenidas en las provincias de
Napo y Manabi, dando como resultado que las muestras se encuentran
relacionadas con especies endémicas de América y cosmopolitas que se
encuentran ampliamente distribuidas por el mundo; ademas, nos permitid
conocer la homologia de las muestras, siendo en el caso de las muestras del
Napo, Tabanus admenalopygus al poseer porcentajes de identidad de 83,33% y
82,87%, y Poeciloderas quadripunctatus para las muestras de Manabi con
porcentajes de identidad de 92,24% y 88,57%. Estos resultados son
relativamente bajos, pero esto se puede deber a la calidad de las secuencias
obtenidas. Debe destacarse que esta es la primera vez que se realiza este tipo

de caracterizacion molecular en tabanos de Ecuador.

Con la ayuda de la TviCatL-PCR, se detecté que el 28,57% de las
moscas fueron positivas a T. vivax. Este hecho corrobora el rol que cumplen los
tdbanos en la diseminacion de enfermedades parasitoldgicas. Por tal razon, es

importante establecer mecanismos de control de estos vectores.
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Recomendaciones

La presencia de moscas hematofagas en zonas donde se ha reportado la
presencia de hemotrépicos, es un motivo de real preocupacion para el control de
hemotrépicos, y adicional a esto, se cuenta con muy poca informacién sobre los
vectores de estas enfermedades en el pais, por dicha razon, se deben
implementar programas de investigacion que permitan estudiar de manera mas

profunda a estos vectores.

Los iniciadores LCO1490 y HCO2198, son idéneos para la amplificacion
del gen mitocondrial COl, por lo que en futuros proyectos de investigacion sobre
caracterizacion molecular en insectos hematéfagos, es recomendable su uso, al

ser un gen muy conservado.

Se recomienda de igual forma, plantear métodos que permitan controlar
de manera efectiva la presencia de moscas hematdéfagas en las fincas
ganaderas del Ecuador, para evitar la diseminacion de enfermedades

parasitologicas.
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