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Resumen

El género Culicoides alberga especies de interés tanto médico como veterinario. Entre
noviembre del 2012 y agosto del 2013 se realizé colectas entomoldgicas en 5 provincias
del Ecuador (Pichincha, Esmeraldas, Manabi, Bolivar y Santo Domingo de los Tsachilas).
Se colect6 3,317 especimenes del género Culicoides y se separ0 a las hembras que tenian
ingesta de sangre reciente (abdomen color rojo o café). Se identificd 18 especies: C. batesi,
C. carpenteri, C. castillag, C. diabolicus, C. filarifer, C. foxi, C. glabellus, C. guttatus, C.
heliconiae, C. hylas, C. insignis, C. leopoidoi, C. limai, C. ocumarensis, C. pifanoi, C.
pseudodiabolicus, C. pusillus y C. tetrathyris. Para determinar la fuente de alimentacion de
los culicoides con ingesta de sangre reciente, se realizd un anélisis de las secuencias del
gen nuclear prepronociceptina (PNOC). Los animales vertebrados de los que se
alimentaron los culicoides en este estudio corresponden a: Bos Taurus (48,84%), Equus
caballus (39,53%) Choloepus didactilus - hoffmani (9,30%), y Homo sapiens (2,33%).
Este estudio provee informacion importante acerca de las preferencias tréficas de la fauna
del género Culicoides en 5 provincias del Ecuador. Ademas, constituye un aporte para
entender el ciclo de vida de los culicoides, la posible transmision de patégenos y el
establecimiento de estrategias para programas de control en el caso del aparecimiento de
enfermedades como la Lengua Azul y Fiebre de Oropuche en el Ecuador. Las mismas que
no han sido registradas en el pais, pero han sido reportadas en paises cercanos como Perd,
Colombia, Brasil y Argentina.



Abstract

The genus Culicoides is involved in the transmission of important medical and veterinary
diseases. From November 2012 to August 2013, 3,317 specimens were collected in 5
Ecuadorian provinces (Pichincha, Esmeraldas, Manabi, Bolivar and Santo Domingo de los
Tséachilas). Engorged female midges were isolated belonging to 18 species: C. batesi, C.
carpenteri, C. castillae, C. diabolicus, C. filarifer, C. foxi, C. glabellus, C. guttatus, C.
heliconiae, C. hylas, C. insignis, C. leopoidoi, C. limai, C. ocumarensis, C. pifanoi, C.
pseudodiabolicus, C. pusillus and C. tetrathyris. Molecular blood meal identification of 43
specimens was carried out through amplification and sequencing of prepronociceptin
(PNOC) gene. The results showed that midges fed on: Bos Taurus (48,84%), Equus
caballus (39,53%) Choloepus didactilus — hoffmani (9,30%) and Homo sapiens (2,33%).
This study provides important information about trophic preferences of Culicoides in 5
provinces of Ecuador. Also, it is a contribution to the understanding of their life cycles,
potential pathogen transmission and design of control strategies in the case of emerging
diseases such as Blue Tongue and Oropuche Fever in Ecuador. Although these diseases
have not been registered in Ecuador there are reports in nearby countries such as Peru,
Colombia, Brazil and Argentina.
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1. Introduccidén

1.1. Generalidades

El género Culicoides, pertenece a la clase Insecta, orden Diptera y familia
Ceratopogonidae (Clausen et al., 2009). Los individuos pertenecientes a este género miden
de 1 a 3 milimetros de largo, tienen un cuerpo de color negro o café, alas con patrones de
pigmentacion claros y oscuros, 0jos grandes, cabeza pequefia, antenas con 14 a 15
segmentos y en hembras el nimero de espermatecas difiere dependiendo de la especie

(Ortiz & Leon, 1955; Boorman, 1993).

La mayoria de hembras son hematofagas es decir, necesitan alimentarse de sangre para la
maduracion de los huevos, el insecto concentra la sangre por una diuresis rapida
(Magnarelli, 1981; Boorman, 1993). Los machos y algunas hembras obtienen energia de
carbohidratos del néctar de flores y plantas como banano, caucho y cacao para volar
(Boorman, 1993; Borkent & Spinelli, 2007). La adquisicion y uso de azlcares simples son
importantes para llevar a cabo todos los procesos de la vida del insecto (Magnarelli, 1981,

Boorman, 1993).

Las hembras se alimentan de sangre de mamiferos, aves o insectos por lo que presentan un
aparato bucal con o6rganos de succion y perforacion bien desarrollados (Downes, 1978;

Boorman, 1993; Mellor et al., 2000; Mullens et al., 2004).
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El volumen de sangre ingerida es de aproximadamente de 10* mL y 10®° mL, a diferencia
de otros dipteros como los fleb6tomos (5x10“ a 1x10° mL) y de los leptoconops

(2x10™*mL) (Boorman, 1993; Borkent & Spinelli, 2007).

La longevidad de los culicoides no ha sido determinada con precision, pero se sugiere que
pueden vivir de 2 semanas a algunos meses; mientras mas tiempo de vida, la alimentacion
se vuelve maés recurrente, lo que aumenta la posibilidad de transmitir patégenos (Mehlhorn,

2008).

Se conocen mas de 1,400 especies en una gran variedad de habitats, desde el nivel del mar
hasta ambientes montafiosos con alturas mayores a 4,000 metros y desde el tropico hasta

regiones articas y sub articas (Mehlhorn, 2000).

Se encuentran en casi todas las partes del mundo menos en las regiones polares y algunas
islas, puesto que para su desarrollo requiere condiciones himedas y calidas (Boorman,
1993). El incremento del transporte, comercio y el cambio climéatico juegan un rol
importante en la introduccion, establecimiento y propagacion de patdgenos transmitidos
por estos dipteros. Un ejemplo de esto fue la introduccion del virus de la lengua azul de

serotipo 8 en Benelux, Alemania, y Francia en el 2006 (Lassen, 2012).

1.2. Reproduccion y ciclo de vida de los culicoides
El apareamiento ocurre generalmente durante el vuelo, en ocasiones algunas especies
secretan feromonas por los poros del abdomen (Boorman, 1993). Poseen una metamorfosis
completa: huevo, cuatro estadios larvales, pupa y adulto (Borkent & Spinelli, 2007)
(Figura 1). Las hembras colocan de 30 a 200 huevos en forma de banana y con
proyecciones que le permiten adherirse al lodo himedo ya que son incapaces de resistir la

desecacion. EI nimero de huevos que deposita la hembra depende tanto de la cantidad de
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sangre con la que se alimente, asi como de la disposicion de nutrientes (hembras

autogenas) (Mullen & Durden, 2009).

Los huevos requieren entre 7 a 10 dias para su desarrollo, y entre 2 a 7 para su eclosion.
Las larvas son delgadas de color blanguecino sin apéndices, parecidas a los nematodos,
tienen una capsula esclerotizada en la cabeza y pueden ser acuaticas o semi acuaticas; se
encuentran en una gran variedad de habitats como compost, hojarasca, barro, margenes de

estangues, lagos, maleza flotante y lodo con desechos (Mullen & Durden, 2009).

El tiempo de vida larval varia dependiendo de la especie, sin embargo un factor comun es
la presencia de 4 estadios larvales, los cuales pueden abarcar periodos tan cortos como de
dos semanas hasta periodos prolongados que superan el afio. El estado de pupa
generalmente ocurre en la superficie de sustratos hiumedos, de tal manera que los apéndices
protoraxicos puedan estar en contacto con el agua. Esta es la razén por la cual las pupas

generalmente se encuentran en barro o lodo (Mullen & Durden, 2009).

Una vez que se haya alcanzado la fase adulta, el tiempo de vida varia entre 2 a 7 semanas.
Cada especie dispone de una abundancia caracteristica de individuos adultos en
determinadas estaciones del afio, pero la mayoria generan 2 0 mas generaciones por afio.
Para cada puesta de huevos, las hembras requieren alimentarse de sangre, de tal manera
que puedan adquirir los nutrientes necesarios para el desarrollo de sus huevos; es en este
evento en el cual la hembra (vector), puede infectar o ser infectado de algin patégeno

(Mullen & Durden, 2009).

El vuelo es limitado, pero pueden movilizarse por largas distancias con la ayuda del viento
(Carn, 1996; Hendrickx et al., 2006). Pueden ser llevados por el viento del area en donde
se alimentaron hacia el lugar donde realizan la digestion. Se ha encontrado culicoides

alimentados de sangre de vertebrados que se encontraban a 1.5 kilémetros de la localidad
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de coleccion (Lassen et al., 2012). Algunas especies se dispersan hasta 3 km en 24 horas
sin la ayuda del viento. Estudios realizados en brotes de la enfermedad del caballo
africano, han reportado que los culicoides pueden recorrer 700 km en 20 horas a 20°C.
Otras investigaciones que se hicieron en la propagacion del virus de la Lengua Azul y la
enfermedad Epizootica Hemorragica demuestran una dispersion de 110 km en 8.5 horas a
12°C (Boorman, 1993). El virus de la lengua azul y el virus de Akabane pueden haberse
extendido desde Chipre hacia al oeste de Turquia, desde Siria hasta el este de Turquia y
desde Cuba hasta Florida a través de los culicoides (Sellers & Pedgley, 1985; Sellers &

Maarouf, 1989; Boorman, 1993).

1.3. Los culicoides como vectores

Son vectores de parasitos y virus. Tres factores afectan la eficacia vectorial: el volumen de
sangre en el interior del abdomen del espécimen, la frecuencia de alimentacion y la
supervivencia del insecto en el campo (Boorman, 1993). Debido al tamafio de los
culicoides, los volimenes de sangre que ingieren son pequefios, lo que implican una baja
tasa de infeccidn, ya que existe menor oportunidad de ingerir suficiente virus como para
infectar al insecto. Por ejemplo el pico comun de viremia de lengua azul en las ovejas
infectadas es de 10* a 10° unidades infecciosas por mL de sangre y los culicoides pueden
ingerir de 10 mL a 10”° mL de sangre (Boorman, 1993; Bartsch et al., 2009).

Los culicoides tienen la capacidad de transmitir hematozoarios a lagartos y aves, filarias a
humanos y caballos, orthobunyaviruses a humanos y rumiantes y orbiviruses a caballos y
rumiantes. Generalmente estas enfermedades fueron asociadas con los subtrépicos pero
han sido accidentalmente introducidas en Europa por migracion de vectores y el transporte
de animales infectados (Lowrie & Raccurt, 1981; Linley, 1985; Mellor et al, 2000; Garvin

& Greiner, 2003; Takken et al., 2008; Ninio et al., 2010; Kupferschmidt, 2012).
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Varias enfermedades severas y de gran impacto econémico, han sido provocadas por virus
transmitidos por estos dipteros, tales como: Fiebre Catarral Ovina (Lengua Azul),
Enfermedad del Caballo Africano, Fiebre Efemeral Bovina y el Virus de Akabane
(Boorman, 1993; Sarto & Saiz, 2003; Walton, 2004; Mullens et al, 2004; Bartsch et al.,
2009; Ninio et al, 2010; Logan, 2010).

Los principales vectores del virus de la Lengua Azul en el nuevo mundo son Culicoides
variipenis, C. sonorensis y C. insignis; en el mediterraneo y el medio oriente son C.
imicola y C. obsoletus; en Africa C. imicola, C. milnei y grupos de C. schultzei
particularmente C. oxystoma; en Asia y Australasia las especies del subgénero Avaritia,
principalmente C. imicola, C. brevitarsis, C. actoni, C. wadai y C. fulvus (Barber &
Jochim, 1985; Boorman, 1993; Walton, 2004; Bartsch et al., 2009; Ninio et al, 2010). El
virus de la Lengua Azul esta presente en los Estados Unidos, Canada, el Caribe, América
del Sur, Africa tropical y del Sur, Espafia, Portugal, Islas Griegas, Turquia, Medio Oriente,
India, Asia y Australasia (Barber & Jochim, 1985; Taylor, 1987; Boorman, 1993; Walton,
2004; Bartsch et al., 2009; Ninio et al, 2010). Por otro lado, C. imicola es el vector de la
Enfermedad de Caballo Africano (Boorman, 1993; Walton, 2004).

De lo que se conoce hasta ahora, solamente el virus del Oropuche causa enfermedad en
humanos, el principal vector es C. paraensis que se ha encontrado principalmente en
América del Sur (Boorman, 1993; Lager, 2004, Bartsch et al., 2009).

Los principales vectores de Mansonella perstans son las especies: C. milnei, C. grahamii y
C. inornatipennis que se encuentran en el oeste y centro de Africa, América del Sur,
México, Estados Unidos, Trinidad y el area del Caribe (Boorman, 1993). En América del
Sur y el Caribe se encuentra M. ozzardi con tasas de infeccion de hasta el 96% vy es
transmitida principalmente por C. furens y C. phlebotomus, los vectores en Colombia son

C. insinuatus (Tidwell & Tidwell, 1982; Boorman, 1993; Bartsch et al., 2009).
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La Enfermedad Hemorragica Epizootica que afecta a los venados, es transmitida por C.
variipennis, C. oxystoma y C. brevitari en los Estados Unidos (Boorman, 1993; Bartsch et
al., 2009).

El control vectorial se basa en el uso de repelentes y una amplia gama de insecticidas, que
afectan a los adultos y estadios larvarios del insecto. En brotes de enfermedades se ha
realizado tratamiento a los animales afectados con permetrina o ivermectina (Boorman,
1993).

En el Ecuador se han reportado 65 especies del género Culicoides, 16 fueron registradas
recientemente. El subgénero Hoffmania es considerado como el mas prevalente en el pais.
Ademas, se han identificado algunas especies antropofilicas: C. ginesi, C. neoparaensis,
C. paraensis, C. diabolicus, C. castillag, C. foxi, C. insignis, C. acotylus, C. belemensis, C.
pachymerus, C. pifanoi, C. reticulatus, C. deanei (Ortiz & Leon, 1955; Dillon & Lane,

1993; Borkent & Spinelli, 2007; Gualapuro & Zapata, 2013).

1.4. Identificacidn de preferencias troficas de los insectos

Para determinar el origen de alimentacion de dipteros, se ha usado una variedad de
métodos y técnicas, las cuales varian considerablemente en su habilidad de identificar a la

fuente de sangre a nivel de especie (Haouas et al., 2007).

En la mayoria de estudios, se han usado insectos implicados en la transmision de parasitos
y virus pertenecientes a las familias: Culicoidae, Glossinidae y Psychodidae (Haouas et

al., 2007).
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1.4.1 Técnicas de identificacion de preferencias troficas de insectos
Entre las técnicas mas utilizadas estan: pruebas de precipitinas, pruebas de difusion en gel
y ELISA (Braverman et al., 1971; Walker & Davie, 1971; Nevill & Anderson, 1972;
Haouas et al, 2007). Sin embargo presentan limitaciones técnicas como la posibilidad de
una reactividad cruzada entre especies, el requerimiento de producir anticuerpos
especificos para una gran cantidad de hospederos potenciales y la dificultad en descubrir
reservorios no predecibles. Los métodos de ELISA en general son procesos complicados y
laboriosos que requieren pasos de pre absorcion para eliminar reacciones cruzadas y la
preparacion de suero hiper inmune para detectar sangre de las posibles fuentes
(Braverman et al., 1971; Walker & David, 1971; Nevill & Anderson, 1972; Haouas et al
2007). Estudios de culicoides realizados con ELISA pudieron conocer la fuente de sangre
del 71.5% de especimenes muestreados, en donde encontraron que los bovinos son la
fuente de alimentacién mas comdun, seguida por ciervos y ovejas, solo un espécimen se

alimentd de humanos (Blackwell et al., 1994).

Algunos estudios de preferencias troficas usan pruebas de precipitinas y tienen éxito, tal es
el caso de la investigacion realizada en Kenia con 682 especimenes, donde se obtuvo una
efectividad del 85%. En el trabajo de Tempelis y Nelson (1971) estudiaron a C. varipennis
e identificaron la fuente de sangre del 79.5% de especimenes, proveniente de mamiferos,
lepdridos y bovinos. También Braverman y colaboradores en 1971 pudieron identificar la

fuente de sangre del 55.8% de culicoides de la especie C. pallidipennis.

1.4.2 Técnicas moleculares para identificar fuentes de sangre

Las técnicas moleculares han incrementado significativamente la eficacia y fiabilidad de la

identificacion de la fuente de sangre de insectos vectores con un alto grado de sensibilidad



20

y especificidad (Haouas et al., 2007; Ninio et al., 2010). La Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) es la técnica méas usada para determinar la fuente de alimentacion de los
culicoides, entre las propuestas que se disponen con esta técnica se han amplificado

minisatélites, microsatélites, genes mitocondriales y nucleares (Mukabana et al., 2002).

La PCR heteroduplex con amplificacién dependiente de helicasa (PCR-ADH) es una
técnica exitosa para determinar varias fuentes de sangre del abdomen de un insecto, se
obtienen productos de PCR mezclados, que presentan un complejo patron de una o varias
bandas (Lee et al., 2002; Garcia et al., 2011). Sin embargo, el PCR ADH tiene la
desventaja de tener un ndmero limitado de patrones de referencia para el andlisis y la
necesidad de una buena interpretacion visual de los geles (Boakye et al., 1999; Lee et al.,

2002; Njiokou et al., 2004).

Los marcadores que originalmente fueron disefiados para estudios de relaciones
filogenéticas entre vertebrados han sido usados para determinar el origen de alimentacion
de los artropodos hemat6fagos, como es el caso del gen mitocondrial del citocromo B vy el
gen nuclear prepronociceptin (PNOC), existe gran cantidad de informacion de las
secuencias de varios vertebrados de estos genes (Ninio et al., 2010). La mayoria de
estudios sobre preferencias tréficas estan basados en el analisis del gen mitocondrial del
citocromo B (cytb) que se encuentra en numerosas copias en cada célula (Lee et al, 2002;

Kent & Norris, 2005; Haouas et al., 2007; Townzen et al., 2008; Ninio et al., 2010).

El gen del citocromo B es una de las regiones mejor conservadas del genoma mitocondrial
(Lee et al., 2002). Las secuencias de este gen tiene suficientes polimorfismos inter
especificos, que ayudan a determinar primers especificos para distintas especies y permiten
definir el género y especie del animal del cual se alimento el insecto (Hebert et al., 2003;

Maleki et al., 2009; Lassen et al., 2012).
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Estudios que han usado el gen del citocromo B, han obtenido una co-amplificacion de
ADN de vertebrados con ADN de Anopheles (Townzen et al., 2008), por lo cual varios
cientificos han elegido utilizar otro marcador como es el gen nuclear prepronociceptina
(PNOC) el mismo que ha sido usado en estudios filogenéticos de mamiferos (Murphy et

al., 2001; Haouas et al., 2007).

Por ser genes conservados y evidenciar polimorfismos que permiten diferenciar entre
especies, también se ha usado ADN ribosomal 18S, la regién hipervariable 2 del ADN
mitocondrial, TC-11 y VWA locis, citocromo oxidasa | (HUMVWFA31/A), gen del
citocromo c oxidasa | (COl) y barcodes de ADN (Hebert et al., 2003; Maleki et al., 2009;

Lassen et al., 2012).

Los animales vertebrados que comlnmente se han identificado como fuente de
alimentacion de los culicoides han sido Bos taurus, Capra hircus, Capreolus capreolus,
Cervus elaphus, Equus caballus, Homo sapiens, Mus musculus y Ovis arie. Algunas
especies se han alimentado de reptiles, sapos y conejos
(Tempelis et al., 2009; Garcia et al., 2011).
1.4.3 Gen Prepronociceptina

El gen prepronociceptina (PNOC) esta altamente conservado en ratones, ratas y humanos,
tiene caracteristicas de organizacion muy similares a los genes de preproencefalina,
preprodinorfina y prepropiomelanocortina, precursores de péptidos opioides enddgenos.
Estos 4 genes pertenecen a la misma familia y tienen un origen evolutivo comun
(Mollereau et al., 1996).

Se ha demostrado que el gen PNOC codifica una copia unica de nociceptina, asi como
otros péptidos con una secuencia estrictamente conservada entre especies murinas y en

humanos (Mollereau et al., 1996).
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Este gen es muy importante en la neurofisiologia y es transcrito de forma predominante en
el sistema nervioso central (cerebro y médula espinal) y débilmente en los ovarios, el Unico
organo periférico que expresa este gen (Mollereau et al., 1996).

Mediante el uso de un panel de radiacion de linea celular hibrida, se mape6 al gen PNOC,
en el brazo corto del cromosoma humano 8 (8p21), entre los marcadores (W1-5833) y (WI-
1172), en una proximidad muy cercana al locus que codifica a la cadena ligera del
neurofilamento (NEFL) (Mollereau et al., 1996) (Figura 2).

El gen PNOC, es un precursor que codifica al menos tres péptidos biologicos activos, que
son nocistatin, nociceptin y nocll/Ill, debido a que es predominantemente transcrito en el
cerebro y la médula espinal, se lo ha usado en estudios de asociaciones genéticas con
esquizofrenia ya que el patron de expresion y la gran variedad de funciones de este gen ha
hecho que sea un candidato atractivo para aumentar la susceptibilidad a la esquizofrenia

(Blaveri et al., 2001).

Por otro lado, este marcador es un gen nuclear de copia Unica que ha tenido éxito en la
determinacion del origen de la sangre de la cual se alimentaron insectos vectores (Haouas
et al., 2007; Ninio et al., 2010). Estas caracteristicas del gen PNOC permiten una
identificacion especifica de la fuente de sangre en el 100% de casos por secuenciacion
directa y comparacion de las secuencias resultantes con mas de 64 especies de mamiferos
que estan publicados en el Gen Bank (Ninio et al., 2010). Este gen ha sido usado
satisfactoriamente en estudios de patrones de alimentacion de garrapatas (Kirstein & Gray,
1996) y mosquitos (Mollereau et al., 1996; Murphy et al., 2001; Lee et al., 2002; Kent &

Norris, 2005) (Figura 3).
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1.4.4 Limitaciones de determinar la fuente de alimentacién de insectos

La degradacion de ADN de la sangre, resultante de varios procesos digestivos de los
artrépodos hematdfagos es el factor mas influyente en la sensibilidad de la PCR (Wolfgang
et al., 2002). Esta actividad enzimatica estd asociada con nucleasas (DNasas), lo que
explica la rapidez con la que declina la cantidad de ADN, después de las primeras 24 horas
de la alimentacién (Haouas et al., 2007) (Figura 4).

En flebdtomos existe un pico de la actividad de la proteasa, entre las horas 24 y 48 después
de la alimentacién (Dillon & Lane, 1993). Este pico difiere y depende de varios factores
como especie, fisiologia digestiva y el tipo de vertebrado del cual se alimentd (Kirstein &
Gray, 1996; Boakye et al., 1999; Ngo & Kramer, 2003; Kent & Norris, 2005).

El porcentaje de amplificacion del gen PNOC indica un decrecimiento relacionado con la
digestion progresiva de la sangre (Haouas et al., 2007). El color de la sangre en el abdomen
del insecto puede dar informacién sobre el estado de digestion de la misma (Svobodova et
al., 2003). En fleb6tomos se realizd una clasificacion de 3 niveles de digestion y se ha
evaluado la sensibilidad de la reaccién a diferentes tiempos de degradacion, donde no hubo
amplificacion del gen PNOC cuando se analizé la sangre después de 37 a 48 horas de la
alimentacion. El porcentaje de identificacion de la fuente de sangre varia del 100%, 86% al
66% con los niveles de digestion de 1, 2 y 3 respectivamente. En promedio el 79% de
especimenes alimentados con sangre mostraron resultados positivos en los ensayos de PCR
(Haouas et al., 2007).

Esta clasificacion de niveles de digestion, no aplica para los culicoides debido a que el
cuerpo de los mismos es de color oscuro y varia en la pigmentacion dependiendo de la
especie (Ninio et al., 2010). Algunos estudios han determinado que varias especies de

adultos, que ya han puesto huevos al menos una vez, se distinguen por desarrollar un
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pigmento rojo y oscuro en la las capas de la epidermis y subepidermis del abdomen (Dyce,
1969; Boorman, 1993).

Por otro lado, estudios con Anopheles gambiae han demostrado una tasa de digestion de
sangre dependiente de la temperatura, cuando la misma aumenta, se acelera la digestion de
sangre y se reduce la sensibilidad de deteccion de la fuente de sangre (Afrane et al., 2005).
La digestion de sangre es mas rapida en los tropicos que en los climas templados, donde
las temperaturas son menores (Lee et al., 2002). Adicionalmente investigaciones han
demostrado que la infeccion con parasitos como la Leishmania puede decrecer la actividad
enzimatica y puede mejorar la deteccion de la fuente de sangre por periodos mas largos
(Daba et al., 2004).

Los dipteros del género Culicoides se encuentran en una gran variedad de habitats en casi
todas las partes del mundo y las hembras necesitan de sangre para madurar sus huevos,
caracteristicas que contribuyen a su gran capacidad vectorial (Magnarelli, 1981; Boorman,
1993). A pesar de que los culicoides son vectores de patdgenos, no existe suficiente
informacion sobre la dindmica de transmision y fuente de alimentacion de los mismos. El
estudio de las preferencias trdficas de los culicoides puede direccionar a conocer
potenciales reservorios y especies que son importantes en la transmisién de enfermedades

(Murray et al., 2009).

2 Justificacion

Algunas especies del género Culicoides son vectores de virus y parasitos que afectan a
humanos y animales. Las enfermedades en animales son de tal relevancia, que han sido
identificadas en la lista A, por la Organizacion Mundial para la salud animal, las mismas

que tienen la capacidad de propagarse rapidamente, no tienen fronteras y tienen
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consecuencias tanto socio econdémicas como en la salud de las personas (Mellor et al.,

2000; WHO, 2012).

Hasta el momento no existe ningun estudio sobre las preferencias tréficas de los culicoides
en el Ecuador y en América Latina. En Ecuador no hay registros de enfermedades
transmitidas por culicoides, sin embargo se ha detectado anticuerpos contra el virus de la
Lengua Azul en ovejas y la presencia de respuesta inmune humoral contra el virus de
Oropuche, en un estudio realizado en la provincia de Pastaza (lzurieta et al., 2009; Lager,

2004; Lopez et al., 1985).

Estos dipteros se encuentran en casi todo el mundo, menos en las zonas polares y la
dispersion por vuelo de los mismos depende de condiciones ambientales (viento), que les
ayuda a viajar largas distancias. Con el creciente aumento de la globalizacion y el
transporte de animales vivos, se incrementa el riesgo de que especies vectoras se trasladen
de un sitio a otro y por lo tanto puede darse una rapida propagacion de patégenos (Bartsch

et al., 2009).

Actualmente se dispone de informacion limitada sobre la dindmica de transmision y
preferencias troficas de los culicoides en general (Murray, 1970; Bartsch et al., 2009). La
identificacion de la fuente de alimentacion de los insectos hemat6fagos puede suministrar
datos indirectos sobre potenciales reservorios, predecir las especies que juegan un rol
importante en la transmision de enfermedades (Bartschequiv et al., 2009) y establecer una

estrategia de control eficiente de enfermedades (Haouas et al., 2007; Maleki et al., 2009).
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3  Objetivos

3.1 Objetivo general

Identificar a nivel molecular las preferencias troficas de hembras hematofagas del
género Culicoides capturadas en las provincias de Pichincha, Esmeraldas, Santo

Domingo de los Tsachilas, Manabi y Bolivar.

3.2 Objetivos especificos

(@)

Seleccionar hembras pertenecientes al género Culicoides que tengan el

abdomen con sangre de color rojo o café intenso.

o ldentificar a nivel de especie los especimenes seleccionados a través del uso
de criterios morfologicos descritos en claves taxonémicas.

o Amplificar y analizar las secuencias del gen PNOC.

o ldentificar el género y especie de los vertebrados de los cuales se

alimentaron las especies identificadas del género Culicoides.

4 Area de estudio

Los culicoides fueron colectados en cinco provincias del Ecuador. La primera colecta se
realiz6 en la provincia de Pichincha en la localidad de Paraiso Escondido (bosque humedo
tropical secundario) en Noviembre del 2012. La segunda, en la provincia de Esmeraldas,
especificamente en la comunidad rural de Santo Domingo del Rio Onzole (bosque humedo
tropical secundario) en Febrero del 2013. La tercera se la hizo en tres localidades de la
provincia de Manabi (La Mina, Murucumbu y Caserio Agua Sucia) en marzo del 2013. Las
tres localidades corresponden a un ecosistema de bosque secundario himedo tropical. La

cuarta recoleccion se hizo en dos localidades de la provincia de Bolivar, Caluma y



27

Echandia (Bosque secundario subtropical-templado) en marzo del 2013 (Tabla 1).
Finalmente, se efectué una quinta recoleccién en la provincia de Santo Domingo de los
Tsachilas en agosto del 2013 (Tabla 1). Todas las muestras fueron clasificadas e
identificadas en el Laboratorio de Entomologia y Medicina Tropical de la Universidad San
Francisco de Quito. El trabajo molecular de amplificacion e identificacion del gen PNOC

se realizo en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito.

5 Materiales

5.1 Coleccidn de dipteros

e Trampas tipo CDC (Centers for Disease Control) de luz blanca
e GPS eTrex Garmin®

e Baterias de 6V (FAMMA MR12-6)

e Cargador de baterias (VMARK)

e Mallas entomoldgicas

e Frascos de coleccion

e FEtanol

5.2 Separacion de culicoides

e Insectos colectados

e Estéreo microscopio Leica
e Pinzas entomoldgicas

e Pipetas pasteur

e Tubos de criopreservacion de 2 mL



Tubos Eppendorf de 1,5 mL

5.3 Montaje en placa de especimenes del género Culicoides alimentados

Hembras del género Culicoides alimentadas recientemente

Estéreo microscopio de luz Leica

Jeringuillas de insulina NIPRO

Agujas hipodérmicas N° 0.5 mL NIPRO

Porta objetos.

Cubre objetos circulares

Solucion Marc André (hidrato de cloral 40%, y acido acético 30%)

Goma cloral (Hidrato de Cloral 30%, Goma Arabiga 20% Yy Glicerina 13%)

5.4 Identificacion de especies del género Culicoides

Especimenes hembras del género Culicoides con ingesta de sangre reciente
(abdomen rojo o café)

Microscopio de luz (Leica)

Claves taxondmicas de identificacion de especies del género de Culicoides

5.5 Extraccion de ADN de especimenes del género Culicoides

Térax y abdomen de hembras con ingesta de sangre (abdomen rojo o café)

28

PBS 1X (8g NaCl, 0.2g KCI, 1.44g Na;HPO,, 0.24g KH,PO4 en 800mL H,O

destilada a pH 7.4

DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen™
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Etanol absoluto y etanol al 70%,
Microcentrifuga Eppendorf® Model 5415D
Vortex Labnet®

Bafio Maria Shel LAB ®

5.6 Amplificacion del gen PNOC

ADN de hembras culicoides con ingesta de sangre reciente

Primers:
o PNOC-F,5-GCATCCTTGAGTGTGAAGAGAA-3'
o PNOC-R,5TGCCTCATAAACTCACTGAACC-3" (Ninio et al.,

2010)

GoTaq® Flexi Buffer Promega™

Solucién de MgCl, 25mM

Mix de nucleétidos para PCR, cada uno a 10mM

Agua para PCR

GoTaq® DNA Polimerase Promega™

Tubos de PCR 0.2mL. (Axygen)

T100™ Thermal Cycler BioRad™

Bromuro de Etidio

TBE 10X

Ultra Pure™ Agarosa Invitrogen™

Camara de Electroforesis C.B.S. Scientific Co. Model: MGU-502T

Fuente de Poder Fisher Scientific. Model: FB300
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e Foto documentador Kodak EDAS 290

5.7 Analisis de secuencias del gen PNOC

e Secuencias del gen PNOC procesadas por Functional Biosciences
e Software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGAD)
e Base de Datos GenBank®

e Software Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del NCBI

6 Metodologia

6.1 Coleccidn de dipteros

Previamente se tramitd los permisos de coleccion otorgados por el Ministerio del Ambiente
para cada provincia donde se realizé las colectas (Anexo 1). Las provincias donde se
realizaron las colecciones fueron: Pichincha, Esmeraldas, Santo Domingo de los Tsachilas,

Bolivar y Manabi (Tabla 1).

Se instalaron trampas tipo CDC de luz blanca a lo largo de senderos previamente
seleccionados, en arboles y arbustos, entre 1.70m hasta 2.50m de altura, a partir de las 4:30
pm a 5:30 pm. Se conect6 cada trampa a una bateria de 6 voltios y se dejé durante toda la
noche, para la captura de insectos. A la mafiana siguiente, se recolecto las trampas, desde
las 6:30 hasta las 7:30 am. Se registré las coordenadas geograficas con el GPS eTrex

Garmin®, en cada lugar donde se realizo la coleccion y se desensamblaron las trampas.

Las mallas entomoldgicas con los insectos capturados fueron colocados a -20°C y
posteriormente se transfirié a los especimenes a un frasco con etanol al 70%. Se registré la

fecha, coordenadas, nimero de trampa y localidad de cada sitio de coleccion. Finalmente,
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los frascos se transportaron al Laboratorio de Entomologia Médica de la Universidad San

Francisco de Quito y fueron almacenados a 4°C.

Todos los especimenes separados fueron transferidos a tubos de criopreservacion de 2mL a

-20°C.

6.2 Identificacién morfoldgica del género Culicoides

Se colocd a cada espécimen, con ayuda de agujas estériles sobre una ld&mina porta objetos
y se prosiguié a separar la cabeza, alas y los tltimos segmentos del abdomen del resto del

cuerpo. Se empled un par de agujas nuevas para cada muestra.

La seccion del térax y el abdomen se almacend a -20°C en un micro tubo de 1,5mL para la
extraccion de ADN. Por otra parte, se coloco la cabeza y los ultimos segmentos del cuerpo
en una placa y se aclard las estructuras con la soluciéon Marc André (Hidrato de cloral 40%,
y acido acético 30%) a la que se le flameo por 5 segundos. Luego se colocd una gota de
goma cloral sobre una lamina porta objetos (Hidrato de Cloral 30%, Goma Arabiga 20% y
Glicerina 13%), sobre la cual se pusieron y acomodaron la cabeza, alas y el segmento
inferior del abdomen de la hembra alimentada. Una vez conseguido una posicion adecuada,
en la cual se aprecien con detalle todas las estructuras mencionadas, se colocé una lamina
cubre objetos para conservar la posicion, proteger y fijar las partes. Finalmente, las placas
fueron rotuladas con la informacion de lugar, fecha y coordenadas. Fueron conservadas en

ambiente seco en cajas disefiadas para guardar placas entomoldgicas.

La identificacion de subgéneros, grupos de especies y especies de las hembras culicoides
con ingesta de sangre reciente se realizo observando su morfologia y usando claves

taxondémicas (Anexo 2). Se tomd en cuenta el patron de alas, numero y forma de



32

espermateca, antenas y palpos de los especimenes. Se utilizd las siguientes claves
taxondmicas para la identificacion de culicoides: Estudio de los Subgéneros de Culicoides
en América (Vargas, L., 1960), la clave taxondmica de Culicoides de Argentina (Spinelli et
al., 2005), la clave para adultos del género Culicoides adaptado por Downes J.A. y Wirth
W.W. (1981) y Atlas de fotografias de alas de Culicoides y articulos relacionados (Wirth et

al., 1988).

La identificacion de las especies fue revisada y confirmada por el especialista experto en

este género el Dr. Denis Augot de la Universidad de Reims en Francia.

6.3 Extraccion de ADN

Se agreg6 20pL del buffer ATL Kit Quiagen a la muestra (térax y abdomen) y se triturd
con un pistilo hasta que todas las estructuras queden completamente desintegradas, se

volvio a afiadir 160uL de ATL Kit Quiagen y 20uL de Proteinasa K.

Se incub6 a 56°C por 1 hora, se agregd 200uL de Buffer AL Kit Quiagen y se mezcld
durante 15 segundos, usando el vortex Labnet. Se volvié a incubar a 70°C por 10 minutos
y se adicion6 200uL de etanol puro (96%) para luego transferir el sobrenadante a una
columna QIAamp Mini spin (columna y colector) para ser centrifugada a 8.700xg por
minuto. Se desecho el tubo colector de la columna con el filtrado y la columna se colocé en

otro tubo recolector.

Sobre la columna QIlAamp Mini spin se depositd 500uL de Buffer AW1 Kit Quiagen, se
centrifugo a 8.700xg por minuto, se descarto el tubo recolector con el filtrado y se colocd
un nuevo tubo colector. Se agregd 500uL de Buffer AW2 Kit Quiagen en la columna, se
centrifugd a velocidad maxima o 14.000xg durante un minuto y el tubo colector se

descartd con su respectivo filtrado.
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Se colocé un tubo de microcentrifuga Eppendorf de 1.5mL estéril en la columna QlAamp
Mini spin, se agregd 100uL de Buffer AE y se incubd a temperatura ambiente (15-25° C)
por 5 minutos. Finalmente, se centrifugd cada una de las muestras a 8.700xg por minuto

para obtener el ADN eludido, el cual se conservo a -20°C. La columna se descarto.

6.4 Amplificacion del gen PNOC

Una vez que se obtuvo el ADN de los especimenes con ingesta de sangre, se procedio a
amplificar el gen PNOC. Para preparar el master mix se empled un volumen final de 10uL
por reaccion. Los reactivos empleados fueron: de (5X) GoTaq® Flexi Buffer Promega™
(1X), 25 mM de Solucion de MgCl,, 10 mM de PCR Nucleotide Mix Promega ™, 50 mM
de primers (PNOC F y PNOC R), 5 U/uL de GoTaq® DNA Polimerase Promega™ y agua
grado PCR para aforar a 10 pL (Anexo 3). Para cada reaccion se us6 1uL de ADN.

Las condiciones usadas para el termociclador T100™ Thermal Cycler BioRad™ fueron,
una denaturacion inicial de 96°C por 8 minutos; luego, 50 ciclos de 96°C por 30 segundos,
56°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos y una elongacion final de 72°C por 5
minutos.

Los productos de la PCR fueron sometidos a electroforesis con gel de agarosa al 1,5% y
bromuro de etidio 0,1%, a 85V por 40 minutos (bromuro de etidio es un agente intercalante
gue se usa para aclarar los &cidos nucleicos). Las muestras que amplificaron el fragmento
de 333pb para el gen PNOC fueron seleccionadas para ser enviadas a secuenciacion a la

empresa Functional Biosciences, Inc en los Estados Unidos de América.
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6.5 Secuenciacion y Analisis de secuencias del gen PNOC

Las primeras 43 amplificaciones del gen PNOC se secuencié en ambos sentidos; debido a
la claridad de estas secuencias, se decidio que las 17 muestras restantes se secuencien en
un solo sentido. Para la limpieza de secuencias y obtencién de la secuencia consenso se

utilizo el programa MEGADS.

Una vez obtenida la secuencia se realizd un alineamiento con las secuencias del GenBank
utilizando la herramienta, de libre acceso en el internet, BLAST de la NCBI. Se considerd
un porcentaje elevado (98-100%) de homologia con la secuencia consenso para identificar

la especie fuente de la sangre encontrada en los especimenes analizados.

7 Resultados

7.1 Coleccién entomoldgica de insectos

En total se colectdé 3,317 especimenes (machos y hembras) del género Culicoides: En
Pichincha 243 (7.32%), Esmeraldas 883 (26.62%), Manabi 880 (26.52%) Bolivar 1,117
(33.67%) y Santo Domingo de los Tsachilas 194 (5.84%). Del total de culicoides
colectados (machos y hembras) en las 5 provincias, el porcentaje de hembras fue de

62.44% y de machos 37.56% (Tabla 2).

De todas las hembras del género Culicoides que fueron colectadas en las 5 provincias, el
14.5% presentd un abdomen con sangre (roja, café, negra y con huevos) y el 7.4%
presentaba un abdomen con sangre reciente (color café o rojo) que corresponde a 154
especimenes (Tabla 2). Y presentaron la siguiente distribucion: Pichincha 31 (23,6%),
Esmeraldas 96 (17,5%), Manabi 7 (1,3%), Bolivar 8 (1.1%) y Santo Domingo de los

Tsachilas 12 (8,6%) (Tabla 3).
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3.1 Identificacion morfologica de subgéneros y especies del género Culicoides

En el estudio se identifico especies pertenecientes a 2 subgéneros y 5 grupos de especies
que no estan incluidas dentro de ningun subgénero. El subgénero Hoffmania (77,27%) fue
el mas prevalente, luego estd Avaritia (3,90%) y los grupos de especies (carpenteri,

fluvialis, leoni, limai y reticulatus) representaron el 18,83% (Tabla 3, Figura 6).

La identificacion de especies en base a caracteres morfolégicos demostrd la presencia de
18 especies del género Culicoides en las 5 provincias: C. batesi, C. carpenteri, C. castillae,
C. diabolicus, C. filarifer, C. foxi, C. glabellus, C. guttatus, C. heliconiae, C. hylas, C.
insignis, C. leopoidoi, C. limai, C. ocumarensis, C. pifanoi, C. pseudodiabolicus, C.

pusillus, C. tetrathyris (Tabla 3).

Las especies mas frecuentes fueron C. guttatus (37,66%), C. diabolicus (12,34%) y C.

hylas (9,09%) (Figura 7).

C. carpenteri (Bolivar), C. foxi (Esmeraldas), C. glabellus (Pichincha), C. insignis
(Bolivar), C. leopoidoi (Pichincha), C. limai (Pichincha), C. pifanoi (Esmeraldas) y C.
pseudodiabolicus (Esmeraldas), se encontraron en un solo sitio de coleccién, las otras
especies fueron capturadas en varios sitios de coleccion de las provincias de estudio. C.

castillae se encontro en todos los sitios de coleccién (Tabla 3).
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3.2 Identificacion molecular de las fuentes de alimentacion del género Culicoides

Se obtuvo 154 Culicoides hembras con sangre reciente (color café o rojo), se extrajo el
ADN de 59 especimenes de los cuales 43 amplificaron el gen PNOC. Se determiné el
animal del que se habian alimentado 43 Culicoides de diferentes especies (Tabla 3). 16
muestras de ADN de la sangre que se encontré en el abdomen de los culicoides no
amplificaron el gen PNOC y correspondieron a las siguientes especies: C. leopoldoi, C.

limai, C. heliconiae y C. insignis (Tabla 3).

La identificacion molecular del origen de la fuente de sangre de los especimenes
analizados corresponde a 4 animales vertebrados Bos Taurus (48,84%), Equus caballus
(39,53%) Choloepus didactilus, hoffmani (9,30%) y Homo sapiens (2,33%) (Tabla 4,

Figura 9).

Se identificd la fuente de sangre de culicoides hembras alimentados recientemente
colectados en Bolivar-Caluma 3 (6,98%), Manabi-Caserio Agua Sucia 3 (6,98%), Puerto
Quito-Paraiso Escondido 5 (11,63%), Santo Domingo de los Tsachilas-Santo Domingo de
los Colorados 11 (25,58%) y Esmeraldas-Santo Domingo del Onzole 21 (48,84%) (Tabla

3).

Se encontr6 que C. batesi capturado en dos localidades, Paraiso Escondido y Santo
Domingo del Onzole, se aliment6 de Bos Taurus y Equus caballus respectivamente. C.
diabolicus se alimenté de Bos Taurus en Santo Domingo del Onzole y de Bos Taurus y
Equus caballus en Santo Domingo de los Colorados. C. hylas se alimento de Choloepus
didactylus/hoffmanni en los dos lugares de coleccion, Caserio de Agua Sucia y Paraiso

Escondido, pero solo en Paraiso Escondido esta especie se alimentd también de Homo
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sapiens. C. pusillus se aliment6 de Bos Taurus en Santo Domingo de los Colorados y de

Equus caballus en Santo Domingo del Onzole (Tabla 4).

Por otro lado, la fuente de alimentacion de C. castillae capturado en todos los sitios de
coleccidn fue Bos taurus con excepcion de Santo Domingo del Onzole donde su fuente de

alimentacion fue de Bos taurus y Equus caballus (Tabla 4).

4 Discusion

Para el presente estudio se realiz6 colecciones entomoldgicas en 5 provincias del Ecuador,

se obtuvo 3,317 especimenes del género Culicoides machos y hembras (Tabla 2).

Del total de culicodes colectados en el estudio, el porcentaje de hembras (62.44%) fue
mayor que el de los machos (37.6%) (Tabla 2). La mayoria de los estudios referentes a
poblaciones de dipteros, reportan un altisimo porcentaje de hembras en comparacién al
porcentaje de machos. La cantidad de hembras y machos en las colecciones, puede variar
dependiendo de varios factores como son la técnica de coleccion, el tipo de trampa y el
lugar de captura (Veras & Castellon, 1998; Gualapuro & Zapata, 2013). Otras
investigaciones han reportado porcentajes de hembras de hasta de 94.3% (Sarto & Saiz,

2003), 96.72% y 89% (Garcia et al., 2011).

El porcentaje de hembras y machos que se colecten va a variar dependiendo de las
condiciones y caracteristicas del lugar en donde se realice la coleccion. Por ejemplo, se va
a colectar mayor cantidad de hembras en localidades en donde exista animales que sirven
como fuente de alimentacion ya que las hembras del género Culicoides son hematdfagas y
se encuentran en constante busqueda de alimento (sangre) para madurar sus huevos

(Garros et al., 2011; Garcia et al., 2011).
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Del total de hembras de culicoides colectadas en este estudio, el 7.4% (154) tuvo ingesta
de sangre reciente, éste es un porcentaje alto comparado con estudios similares que han
presentado porcentajes de 2.38% (Garros et al., 2011), 3% (Bartschequiv et al., 2009),
2.99% (Lassen et al., 2010) e incluso mas bajos de 1.9% (Walker & Davie, 1971; Lassen et

al., 2012).

Para conseguir un alto porcentaje de hembras con ingesta de sangre reciente se debe
realizar colecciones directamente del lugar en donde reposan ya que generalmente los
dipteros hematdfagos reposan después de haber ingerido sangre. Estos lugares pueden
variar de acuerdo al género y especie del diptero, sin embargo de los culicoides se conoce

muy poco acerca de los mismos (Garros et al., 2011).

En el presente estudio se determind el subgénero y especie de todos los culicoides hembras
alimentadas con sangre reciente, para lo cual se observé la morfologia de los especimenes
y se uso claves taxondmicas (Anexo 2). Del total de culicoides colectados se identifico 2

subgéneros y 19 especies (Tabla 3).

Dentro del subgénero Hoffmania represent6 el 77.24% del total de culicoides con ingesta
de sangre reciente, siendo el mas abundante de este estudio, este alto porcentaje concuerda
con los resultados de otro estudio sobre Culicoides del Ecuador (Gualapuro & Zapata,
2013) (Tabla 3). Este subgénero esta presente en varios paises de América como son
Guatemala, Chile, Colombia, Guyana, Ecuador, Argentina, Brasil, Bolivia, México,
Nicaragua, Trinidad, Paraguay, Costa Rica, Honduras y USA (Ortiz & Leon, 1955;

Gualapuro & Zapata, 2013).

En el subgénero Hoffmania se encuentra el principal vector de la Lengua Azul en América
del Sur que es C. insignis, especie que ha sido reportada en el Ecuador (Mo et al., 1994).

Esto nos demuestra el riesgo del ingreso del virus de la Lengua Azul (VLA) al Ecuador por
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la comercializacion de animales de paises cercanos donde existe la enfermedad y los

posibles vectores (comunicacion personal Dr. Luis Mena de Agrocalidad).

El siguiente subgénero mas abundante fue Avaritia (18.83%), el cual ha sido reportado en
USA, México, Argentina, Venezuela, Brasil, ElI Salvador, Honduras, Guyana Trinidad,
Paraguay, Costa Rica, Ecuador y Peru. Por otro lado, en paises europeos como Dinamarca
este subgénero es el mas numeroso con porcentaje de 47%, e incluye vectores de VLA

como la especie C. pusillus (Lassen et al., 2010; Lassen et al., 2012).

Se identificd 18 especies del género Culicoides en 154 especimenes que presentaron
ingesta de sangre reciente en su abdomen. En el presente estudio la diversidad de especies
es alta comparada con el nUmero de muestra ya que otros investigaciones han encontrado
24 especies en 111.356 individuos (Lassen et al.,, 2012) y 13 especies en 157 de
individuos (Ninio et al., 2010). La mayor diversidad de especies se encontré en las
provincias de Pichincha y Esmeraldas en donde las condiciones ambientales de
temperatura y humedad son éptimas para el crecimiento y desarrollo de los culicoides
ademas de que en estos lugares se encuentran animales vertebrados que sirven de fuente de

alimentacion para dipteros (Boorman, 1993).

C. guttatus se encontr6 en 4 provincias en donde se realizd las colecciones para este
estudio (Pichincha, Esmeraldas, Bolivar y Santo Domingo de los Tséachilas) y es la especie
mas abundante con un porcentaje de 37% del total de hembras culicoides alimentadas
recientemente. Este alto porcentaje se pudo dar ya que se ha demostrado que esta especie
se adapta rapidamente a diversas condiciones ambientales, asi por ejemplo C. guttatus es la
especie del género Culicoides que esta mas dispersa en Florida (Beck, 1952; Vargas,
1960). Esta especie ha sido reportada en Venezuela, Paraguay, Argentina y Ecuador

(Gualapuro & Zapata, 2013; Veras & Castellon, 1998).
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C. castillae es la especie que presentd mayor dispersion, porque se hallé en todos los
lugares de coleccion. Esta especie también ha sido reportada en varios paises del sur de
Ameérica como: Colombia, Guatemala, Venezuela, Trinidad y México (Spinelli et al.,
2009). Las especies de Culicoides méas abundantes, son diferentes en cada localidad, por

ejemplo en Brasil es C. hylas (Castellon et al., 1993).

Se extrajo ADN de 59 especimenes con ingesta de sangre reciente (72.88%). El porcentaje
de muestras de ADN que amplificaron el gen PNOC es similar al porcentaje descrito por
Lassen 2012 (76%), siendo un porcentaje bajo de amplificacion comparado con otros
estudios en los que determinaron la fuente de sangre de 91% (Ninio et al., 2010), 92 %
(Garcia et al., 2011) e incluso del 100% de dipteros muestreados (Molaei et al., 2006). Sin
embargo, el porcentaje de muestras de ADN que amplificaron el gen PNOC en este estudio
(72.8%) es mayor al promedio de sensibilidad de la técnica de ELISA (60%) (Braverman

etal., 1971; Walker & Davie, 1971; Nevill & Anderson, 1972; Haouas et al., 2007).

El porcentaje de ADN de sangre de alimentacion de los culicoides que no amplifico el gen
PNOC fue de 27,12%, se sugiere que posiblemente a que la sangre se encontraba en
proceso de digestion, o porque la fuente de alimentacion provenia de un animal que no era
vertebrado. Existe esta probabilidad ya que se ha encontrado que dipteros como Aedes que

se pueden alimentar de larva o hemolinfa de insectos (Haouas et al., 2007)

En la provincia de Bolivar (Echendia), se encontré 2 especimenes del género Culicoides
que exhibian sangre cafe, identificados como C. insignis (principal vector del virus de la
Lengua Azul en Ameérica del Sur). La digestion de sangre y el nimero tan bajo de
individuos de esta especie en la investigacion, imposibilité definir el origen de
alimentacion de los culicoides de la especie C. insignis. Varios estudios no han podido

determinar la fuente de sangre de algunas especies de Culicoides por la misma razon
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(Kirstein & Gray, 1996; Boakye et al., 1999; Ngo & Kramer, 2003; Kent & Norris, 2005).
El estudio realizado por Sherlock y Guitton en 1964 en Brasil, también reportd baja
cantidad de especimenes pertenecientes a la especie C. insignis, encontrd 2 individuos de
un total de 2947, lo que demuestra que esta especie no es muy numerosa en ciertas

localidades.

Bos Taurus, Equus caballus, Choloepus didactylus/hoffmani y Homo sapiens fueron los
vertebrados de los cuales se alimentaron los culicoides a los que se les determiné la fuente
de sangre en este estudio. Bos Taurus, Equus caballus se han identificado como fuente de
alimentacion comdn de los culicoides (Ninio et al., 2010; Lassen et al., 2010; Lassen et al.,

2012).

No se identificé a ninguna ave como fuente alimentaria de los culicoides del estudio,
posiblemente porque no se encontré ninguna especie de Culicoides que generalmente se
alimenta de aves. Una de las posibles explicaciones puede ser la altura a la que se colocé
las trampas de coleccién. Para capturar especies arbdreas de Culicoides se deben colocar
las trampas a nivel de dosel (3 metros sobre suelo) ya que en esta altura se encuentran

generalmente las especies de Culicoides que se alimentan de aves (Lassen et al., 2012).

La principal fuente de alimentacion fue Bos taurus (48.84%). La mayoria de estudios de
preferencias tréficas de Culicoides han concluido que el ganado vacuno es el animal
preferido de estos dipteros para alimentarse, con porcentajes que van desde 54% hasta
79,5%, incluso en presencia de otros vertebrados alrededor de los sitios de captura (Bartsch
et al., 2009; Ninio et al., 2010; Lassen et al., 2010; Lassen et al., 2012). Esto puede deberse
al gran tamafio de estos vertebrados que se considera mas atractivo para la alimentacion, a
diferencia de otros animales mas pequefios como las ovejas (Lassen et al., 2010; Lassen et

al., 2012).
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Equus caballus fue la segunda fuente de alimentacion, este resultado se asemeja al de
Ninio et al., (2010), que report6 a este vertebrado como la tercera fuente mas abundante,
con un porcentaje del 17%. Otros trabajos han obtenido porcentajes de 2.7% (Bartsch et
al., 2009), 2.0% (Lassen et al., 2012) y 1.7% (Lassen et al., 2010). La mayoria de
investigaciones de preferencias troficas de los culicoides reportan a Equus caballus como
fuente de alimentacion con porcentajes bajos (Alarcon et al., 2012), a pesar de que este
mamifero se ha encontrado presente en areas cercanas a los lugares de coleccion. Al
parecer estos animales son menos atractivos que las vacas para la alimentacion de los
culicoides y se desconoce la razén (Bartsch et al., 2009; Lassen et al., 2010; Lassen et al.,

2012).

No se ha reportado a Choloepus didactylus/hoffmani como fuente de alimentacion de los
culicoides, por lo tanto el presente estudio es el primero en registrar a la sangre de este
vertebrado como alimento. Las especies que se alimentaron de sangre de Choloepus
didactylus/hoffmani fueron C. hylas y C. tetrathyris en las provincias de Bolivar (Caluma),
Manabi (Caserio de Agua Sucia) y Pichincha (Paraiso Escondido) (Tabla 4). Los perezosos
son conocidos como reservorio de parasitos y una conocida fuente de nutricion de dipteros

de la familia Phlebotominae dentro los cuales se encuentran vectores de leishmaniasis.

En el presente estudio se registra por primera vez que la especie C. hylas se alimenta de
sangre de Homo sapiens (Borkent & Spinelli, 2007; Ninio et al., 2010; Lassen et al., 2012).
El humano es una fuente de alimentacion poco frecuente para los culicoides (Ninio et al.,
2010; Lassen et al.,, 2012). Se han reportado bajos porcentajes de Culicoides que se
alimentaron de Homo sapiens: 2.89% (Lassen et al., 2012) y 1% (Ninio et al., 2010).

Investigaciones de preferencias troficas realizadas en bosques suburbanos y areas con altas
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densidades y abundancia de personas han presentado porcentajes de 94.8% (Alarcon et al.,

2012).

Las especies que son consideradas como antropofilicas en el presente estudio son: C.
diabolicus, C. castillae, C. foxi, C. insignis, C. pifanoi y C. guttatus (Borkent & Spinelli,

2007), sin embargo ninguna de estas especies se alimentd de sangre de Homo sapiens.

Un hallazgo interesante es que los culicoides que se alimentaron de Choloepus didactylus/
hoffmani y Homo sapiens no se alimentaron ni de Bos taurus ni de Equus caballus,

posiblemente por el diferente tipo de piel que tiene cada animal (Ninio et al., 2010).

Los especimenes del género Culicoides que se colectaron en Santo Domingo de los
Tséachilas se colectaron junto a otros animales de crianza como cerdos, vacas, caballos,
cuyes, conejos, gallinas, etc. Sin embargo el 100% de culicoides se alimentaron de Bos
taurus. Estudios han demostrado un porcentaje considerable de alimentacion de cerdos o
verracos salvajes (4%). A pesar de esto los culicoides de Santo Domindo de los Tsachilas
prefieren alimentarse de Bos taurus, vertebrado que se encontraba en bajas cantidades y
alejados del lugar de coleccion (Bartsch et al., 2009; Lassen et al., 2010; Lassen et al.,

2012).

Estudios de las preferencias tréficas de los culicoides han demostrado que muchas especies
tienen diferencias definidas, como por ejemplo: C. kibunensis por pajaros, C. chiopterus y
C. deltus, por mamiferos. En cambio, otras especies son generalistas como por ejemplo C.
festivipennis y C. obsoletus. Desde el punto de vista epidemioldgico las especies
generalistas son mas interesantes porque son capaces de alimentarse de varios vertebrados

y asi facilitar la transmision de enfermedades (Alarcon et al., 2012).
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Se ha reportado una variedad de animales vertebrados como fuente de alimentaria de los
culicoides entre los mas importantes estan; conejos 20%, cerdos 4%, ovejas 4% (Ninio et
al., 2010), ciervos 4.1% (Bartsch et al., 2009), 3.3 % (Lassen et al., 2012) y 0.86% (Lassen
et al., 2010) cabras 4.13%, ratones 0.41%, ovejas 0.41% (Lassen et al., 2012), perros

(Garros et al., 2011) y humanos 1% (Ninio et al., 2010).

5 Conclusiones

El 7.4% de las hembras culicoides tenia ingesta de sangre reciente (color café o rojo), fue
dificil determinar el color de la sangre ingerida por los culicoides debido al color del

cuerpo de los mismos. Este porcentaje es alto en comparacion a otros estudios.

En el presente estudio se identifico6 18 especies de Culicoides, la mayoria de ellas
pertenecen al Subgénero Hoffmania, se encontr6 una variabilidad alta de especies de
Culicoides comparado con otros estudios. C. guttatus es la especie con méas abundancia en

el estudio.

Los culicoides de nuestro estudio, se alimentaron principalmente de 4 animales
vertebrados; Bos Taurus, Equus caballus, Choloepus didactilus — hoffmani y Homo

sapiens.

Se reporta por primera vez que los culicoides se alimentan de sangre de Choloepus
didactylus/hoffmani. EI humano es una fuente de alimentacion poco frecuente para los

culicoides. C. hylas fue la Unica especie que se alimentdé de Homo sapiens.
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6 Recomendaciones

Tomar un nimero de muestra mas grande para analizar las preferencias troficas en lugares
donde se encuentran las especies vectores del género Culicoides. En los mismos sitios a

diferentes periodos del afio.

Hacer un estudio con diferentes tipos de trampas, a diferentes alturas a partir del suelo para

comparar la eficacia de las mismas y la captura de una mayor diversidad de especies.

Investigar las preferencias tréficas de C. insignis y C. paraensis, principales vectores del

virus de la Lengua Azul y el virus del Oropuche.
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8 Tablas

Tabla 1 Sitios de coleccion de dipteros

Pichincha Puerto Quito Paraiso Escondido |23 al 24 de Noviembre del 2012 79°17' 49" W , Bosque Se,cundano
00°85'03"N humedo tropical alterado

Esmeraldas Eloy Affaro Santo Domingo de Onzole 2 al 3 Febrero del 2013 Bosque Secundario
00°48.1124"N 79°04.154'31" W hiimedo tropical alterado

Pedernales La Mina 29 al 30 de Marzo el 2013  Bosque Secundario
00°1'59.15"N 79°57'4.3482"W | himedo tropical alterado

Manabi Junin Murucumbu 29 al 30 de Marzo del 2013  Bosque Se'c“”da”"
00°55'0.11"N 80° 8' 2.565" W himedo tropical alterado

. . Bosque Secundario
El Carmen Caserio Agua Sucia 29 al 30 de Marzo del 2013 00°13 2.7 N 79°22 41.79'W | himedotropicalalterado

Bosque Secundario

) Caluma Caluma 10 de Mearzo del 2013 1°40 1617'S 79°14'3987'W | subropical-templado

Bolivar -

Echendia Echendia 12 de Marzo del 2013 Bosque Secundario

1°22'36.18"S 79° 15' 39.085" W subropical-templado

Santo Domingo de los Santo Domingo de los o gn B or EE Bosque Secundario
Tsachilas Colorados Quevedo, km 12 4 de Agosto del 2013 00°19°4255 T9°13°55 hiimedo tropical alterado

Tabla 2 Total de especimenes del género Culicoides con sus porcentajes

ESPECIMES DEL GENERO CULICOIDES
Hembras

Provincia Total de Total Porcentaje Porcentaje con

Con ingesta de

colectados machos de machos Total Porcentaje . .
sangre (café o roja)

ingesta de sangre
(café o roja)

Pichincha 243 112 46,09 131 53,91 31 23,66
Esmeraldas 883 336 38,05 547 61,95 96 17,55
Manabi 880 352 40,00 528 60,00 7 1,33
Bolivar 1117 391 35,00 726 65,00 8 1,10
Santo Domingo de

L 194 55 28,35 139 71,65 12 8,63

los Tséachilas
Total 3317 1246 37,56 2071 62,44 154 7,44
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Tabla 3 Lista de especies del género Culicoides con ingesta de sangre colectados en 5

provincias del Ecuador

, Ndmero de NUmero de .
Ndmero de . Grupo de . - . . Porcentaje de
s Sugénero e Especie Provincia especnmen.es .en cada especnmenes‘ de cada P
provincia especie
. Pichincha 1
1 C. batesi Esmeraldas 1 2 1,30
Pichincha 2
2 C. diabolicus Esmeraldas 13 19 12,34
Bolivar 2
Santo Domingo de los Tséchilas 2
- Pichincha 3
s Guttatus C. filarifer Esmeraldas 6 o 584
4 C. foxi Esmeraldas 4 4 2,60
Hoffmania Pichincha 2
5 C. guttatus Esmeraldas 56 58 37,66
6 C. insignis Bolivar 2 2 1,30
7 C. pseudodiabolicus Esmeraldas 1 1 0,65
. Esmeraldas 5
8 C. ocumarensis Santo Domingo de los Tsachilas 1 6 3%
9 C. heliconiae PICthh,a 3 4 2,60
Hes Pt :
ic
10 C. hylas Manabi 5 14 9,09
Pichincha 1
11 Avaritia | Pusillus C. pusillus Esmeraldas 3 6 3,90
Santo Domingo de los Tsachilas 2
12 Carpenteri C. carpenteri Bolivar 1 1 0,65
13 Leoni C. glabellus Pichincha 1 1 0,65
14 Limai C. limai Pichincha 1 1 0,65
15 Reticulatus C. pifanoi Esmeraldas 1 1 0,65
Pichincha 2
. Esmeraldas 4
16 C. tetrathyris Bolivar 2 9 5,84
Santo Domingo de los Tsachilas 1
Eluvialis Pichincha 1
Esmeraldas 2
17 C. castillae Manabi 1 11 7,14
Bolivar 1
Santo Domingo de los Tsachilas 6
18 C. leopoldoi Pichincha 5 5 3,25
Total 154 100,00
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Tabla 4 Preferencias troficas de las especies de Culicoides con respecto a los sitios de

captura

Santo Domingo de
los Colorados

Caluma Caserio Agua Sucia Paraiso Escondido

Santo Domingo de Onzole

Especie de

Culicoides
Choloepus Bos Choloepus o Bos Choloepus Equus
didactylus/ didactylus/ didactylus/ Bos taurus Bos taurus d

. taurus . sapiens taurus . caballus
hoffmanni hoffmanni P hoffmanni

C. batesi

C. carpenteri
C. castillae
C. diabolicus
C. filarifer

[ ()]

C. glabellus
C. guttatus
C. hylas

C. ocumarensis
C. pifanoi

C. pusillus
C. tetrathyris
Total

Tabla 5 Preferencias tréficas de cada subgénero de Culicoides

Especie de preferencia tréfica Suleplilgs O edlie 52

Avaritia Hoffmania No definido
Vaca 2 7 12
Perezoso 3 1
Caballo 1 14 2
Humano 1
Total 3 25 15
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9 Figuras

Figura 1Ciclo de vida de las hembras del género Culicoides. Tomado de Logan, 2010.
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)
Sangre digerida Sangre semi digerida

Figura 4 Etapas de alimentacion de los culicoides. Tomado de Barsch, 2009.

Figura 5Patron de pigmentacion del ala de los culicoides con sus respectivos nombres.
Tomada de Gualapuro, 2012
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Porcentaje de subgéneros del género Culicoides de las
hembras con ingesta de sangre reciente

18,83?/0

3,9%.

77,27%

= Hoffmania
B Avaritia
= Especies (Carpenteri, Fluvialis, Leoni, Limai y Reticulatus) no clasificados dentro de ningln subgénero

Figura 6 Porcentaje de subgéneros y especies de hembras alimentadas recientemente del
género Culicoides

Porcentajes de las especies del género Culicoides de hembras con ingesta de sangre
reciente (%)

37,66 %

3,90% 0,65%
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Figura 7 Porcentaje de especies de las hembras culicoides con ingesta de sangre reciente

Lad 1) 2] 3J 4] 5) 6l 7 8J 9J C-

333 pares
de bases

Figura 8 Electroforesis en gel de agarosa de amplificacién del gen PNOC de 333 pares de
bases; 1J-9J: Abddmenes de culicoides con ingesta de sangre reciente colectados en Santo

Domingo de los Tséachilas
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Porcentaje de la fuente de alimentacidn de los culicoides

2,33%

= Bos taurus

u Choloepus didactylus/hoffmanni
u Equus caballus

= Homo sapiens

Figura 9 Porcentaje de animales vertebrados de los que se alimentaron los culicoides

hembras con ingesta de sangre reciente



10 Anexos

Anexo 1.- Permisos de coleccidn otorgados por el Ministerio del Ambiente del Ecuador
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para colectar dipteros en las provincias de Pichincha, Esmeraldas, Manabi, Bolivar y Santo

Domingo de los Tséachilas

Ministerio
| del Ambiente

GOMERND RASKHAL Y
L4 REPBLICA AL B AR

Oficio Mro. MAE-DPAB-2013-0561

Guaranda, 16 de agosto de 2013

Asunto: Autorizacion del Permiso de Investigacion

Sefiora Ph.d

Sonia Zapata Mena

Investigadora

UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO
En su Despacho

De mi consideracion:

Mediante oficio s/n del 29 de ocwhbre del 2012, la Dra. Sonia Zapata, solicita a esta
Cartern de Estado el permiso de Investigacion Variacion Genética y Capacidad de
Transmision de Leishmaniasis v otras infecciones de {(Wyssomvia trapidei) Diptera:
Paychodidae en los cantones de Echeandia v Caluma

Mediante oficio Nro. MAE-DPAB-2013-0038 del 18 de enero del 2013, la Direccidn
Provineial del Ambiente Bolivar realiza las observaciones al permiso de Investigacitn
Variacion Genética y Capacidad de Transmisién de Leishmaniasis v otras infecciones de
(Nyssamyia trapidoi) Diptera: Psychodidae en los cantones de Echeandia y Caluma

Mediante oficio s/n del 19 de marzo del 2013, la Dra. Sonia Zapata, presenta a esta
Cartera de Estado las observaciones corregidas al permiso de Investigacion Variacién
Genética y Capacidad de Transmision de Leishmaniasis y otras infecciones de
(Nyssomyia trapidoi} Diptera: Psychodidae en los cantones de Echeandia v Caluma

Mediante oficio Nro, MAE-DPAB-2013-0241 del 12 de abril del 2013, la Direccion
Provincial dei Ambiente Bolivar vuelve a realizar observaciones al permiso de
Investigacién Variacién Genética y Caprcidad de Transmisién de Leishmaniasis y otras
infecciones de (Nywsomyia trapideij Dipiera; Psychodidac on los cantoncs de Echeandia y
Caluma

Mediante oficio s/n del S de agoswo del 2013, la Dra. Sonia Zapata, presenta a esta
Cartera de Estado las observaciones corregidas al permiso de Investigacién Variacién
Genética y Capacidad de Transmision de Leishmaniasis y otras infecciones de
(Nyssomyia trapidoi) Dipers: Psychodidae en los cantones de Echeandfa y Caluma

Al respecto comunico que luego de analizada la documentacion presentada y sobre Ta
base del Informe Técnico Nro. (009-2013-UPN-DPB-MAE del 13 de agosto del 2013, en
el cual se concluye que Ja documentacion presentada Cumple con los requerimientos
técnicos y legales exigidos por esta Cartera de Estado

Paped icrkepes
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Ministars
dd Ambiente

Oficio Nro. MAE-DPAB-2013-0561
Guaranda, 16 de agosto de 2013

Por lo que la Direccion Provincial del Ambiente Bolivar remite la Autorizacién del
Permiso de Investigecion componence fauna N° 007- UPNB-DPAB-MAE-2013 y las
Obligaciones y Condiciones pera la vigencia del permiso de investigacién, para el
proyecto; de Investigacidn Variacién Genética y Capacidad de Transmision de
Leishmaniasis y otras mfeccwnes de (Nyssomyia trapleol) Diptera: Psychodidae en los
cantones de Echeandia y Caluma de la provincia Bolivar,

Se sugiere a la investigadon del proyecto informamos con anterioridad los dias que van a

tomar muestras en ¢l campo para que el wenko encargado les acompaile en la
inspeccion,

Con sentimientos de distinguidy consideracion,

Referencias:
« MAE-DPAB-201 30740

Anexos:
- permise de investpacon.pEr

mfic
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Mt usteny;
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icio Nro, MAE-DPAE-2013.0125
Famerakdas, 29 de enero de 2013

Asunto: Anilisis de peoyoo pan enitr Permis o covestigocsin,

Sefora Ph.d

Sanis Zapata Meny

Invistigadora

UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUIT(
En su Despacho

D¢ mi considerscian:

En 0m a I prop de jovestip cledifica de taobo “Varaclto genética y
capscidad de trasanissdn de Letshnasinsis ¥ olng infecoiones de Nyscannda rrapidos
(Dipecti; Prychodidae)” ingresada iy v el proyecto medianee el oficio win, de

fecha 15 de cnero del presenee ao on curso, esta Carters e Fsvabo resuelve fo siguiense:
Una ver gue cumplid con los naguisitos leguben y tenivan, La Dleeociin Provingisd Del

Ambiente de Esmuralcio, por exfe medlo I enmmede & usted & respestivi Autorizacion de
Investigacisn Clemtifica, la caal se anexa a es1e documeanto

Com seatiimienton de distinguics consideracis

Aicntumente,

DIRECTORA PROVINCIAL D)

Relorencion
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Coyrs
Sefiowr lngomicro
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. Ministenic
AUTORIZACION DE INVESTIGACION CrENTIFICA el Ambieme
N GIIG-ZDI.’S-IC‘PLO-F&mDPE-MA

Frora FAUNA X

£ Munlstenn el Amhicaie, en uso de 13s stritueiones Qe le conhiere La Codificacide a la Ly Fareseal y do
Conservacian e Arvas Narates y Vica Silvesur (TULAS LIBRO 1V-Tiwlo Il De Ja Investigacion,
Colecrin ¥ Exportacion de Floe ¥ Fauna Silvestre), Autoriza s Sea. Sonia Elizabeth Zapats Mena, con Gl
No 1711895933 de nacicealidad Ecumodiaoa para que levers o cuho 1 lmwvestigacion “Variacidn Bendlica

capacidad de wasmision o haowshmoniasks v weras mfeissunce de Nyssomyio trapidai (Diptera;

De acuerda i las siguiencos espaifisacioney.

L Seliciud de: Sania Blwzzoeth Zarate Mysy

2. Vidarachin tocnfcy del proyesto: Ammandn Pakaening Artuyi Kessonsible de Vida Sivestre ¥ Beogiveryinad.

3 Awpido de Inslitoeicn Crenrlfica Exuranjes: Ningar

4 Awpiciy de bstineiin Cleniticn Naciona: Thtiversitod Si Fomdso de o,

L Coreraparee dol Ministeria del Amixanee Hespomsable tv Fay monss Neeua) ¥ Resparnabl te Vids Sitvscing
e Las Divscckmss Provinciales eI 1 In paans oiis 1ur e cdy QLETTITETETITTR

S Guugphyuinus AUEALAds cb Iy Invstigaciéey; 6 1. Calcysn e Muesizs - Fana

7 Duracin: 29 de Erero da 2013 4 0 e Brery ke 2014

& Obiigaciones o wesngidor:  SE COMPROMY 12 3 VERCSITAR  DUPLICADOS DE LAS
COLECCIONES DE ESTA INVESTIGACION EN UNA UNIDAD DE MANEID AUTTRIZADA POR EL
MINISTERM) DEL AMBIENTE: LABORATORID DF Fx TOMOLOGIA DE 1A USFQ; ENTREGAR 2
(DX35) COPIAS DEL INFORME FINAL, | (UNA) CANIA A LAS DISECCRON PROVINCIALES DONDE
REALLZO La INVESTIGACIDN, EN ESPAROL, INPHESO ¥ DIGITAL EN PORMATO PDF;
ENTHEGAR. LA LOCALIZACION  EXACTA DE LS ESPECIMENES COLECTADDS U
DBSERVADOS, UNA  Copra PE LAS FTTIwBAllak QU rORragmv PARIE DE |a
INVESTICAGLIAS EN FURMATO DIGITAL AL MINISTFRIO DEL AMBENTE ¥ CUMILIR COnN
TODOS 1Los REQUERIMIENT()S EXTABLECIDOS  1WOR LOS NUMLRALES EN LA PARTE
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| Ministerko
del Ambiente

Oficio Nro. MAE-CGZ4-DPAM-2012-4261
Portovigjo, 25 de diciembre de 2012

Sefora Ph.d

Saonia Zapata Mena

Investigadora

UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO
En su Despacho

De mi consderacidn:

Esta Direcesdn Provincial de Manabi del Ministerio del Ambiente, entregu una
autorizacidn de investigacién No. 014 AP-DPM-MA pam que se lleve a la

investigacion denominada " Variacion genética y capacidad de  trasmis de 1
Leishmaniasis y otras infecciones de Nyssomyia trapidoi *

Todas las investigaciones que contemplen estudios genéticos deberdn cumplir con I
firmsa del Contrano Macro, de acuerdo a lo estipalado en el Decreto Ejecutivo 905 sobre ¢l
reglamento al acceso del recurso gendtico, en los posteriores meses le estaremos haciendo
llegar los requisitos par el respectivo contrato.

Con sentimientos de distinguida consideraciém.

L - ZONA 4 (MANABI SANTO DOMINGO
AN OR PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE
mun(.sunkocm'm

Referenctas: |
- MAE-UAF-DPAM-20124612

Ancxos:
-~ univensidad san francsco |B-12.pdf !
- Auonzackin de investizacsda No.014 AP-DPM-MA

jolwy
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De acuerdo & las siguientes especificaciones:

Ministerio
del Ambiente

AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA

No. 014 AP-DPM-MA

FLORA ( ) FAUNA ( X) OTROS ( )

Portoviejo, 21 de diciembre de 2012

EI Ministenio del Amblente, en uso de las atribuciones que le confiera la Ley Forestal y de Consenvacion
de Areas Naturales y Vida Sivesire, autoriza a la Pn.D. Sonia Elizabeth Zapata Mena con nomers de OF
cedula 171189599-3 de Nacenaidad Ecuatorana para que Hleve a cabo la investigacion cientifica:
“Variacidn genética y capacidad de frasmisidn de Lelshynaniasis ¥ ofras infecciones de Nyssomyla
trapidol (Dipiera: Psychodice)" en los sigulentes cantones: Portoviejo, EIl Carmen, Pajan, Calceta
Junin de la provincia do Manabl,

1- Solicitud de la Ph.D. Sonia Zapata Directora del proyecto, Universidad San Frandses de Quto

2- Valoracion técnica del proyecto: Biga. Julia Cordero,- Técnico de Patimanio Natural de la

Direccidn Provinciy de Manabl. Ministeno del Ambiente

3- Auspicio de la Institucion Clentifica Extranjera; Ninguna

4- Auspicio de la Institucion Nacionel: Universidad San Francisco de Quito.

5- Contraparte del Ministenio del Ambiente: Loeda. Johanna Moreira, técnico de la Unidad de
Patrimonio Natural de &3 Direccion Pravincial de Manabf del Ministerio ge! Ambiente.

6~ Complamentas autodzatos de Iy imvestigacidn: Se cankidera celictar 500 ospeoimenea de
arenillas o manta blanca,

7- Duracidn: Ded 21 de diciermbre de 2012 hasta el 21 de diciembre de 2013.

8- Nombre de la investigadora principal:  Sonia Elizabeth Zapata Mena.

9- Este permiso  autoriza estudio genético ge la especie solo con fines dentificos pero no para
bioprospeccidn, |

- |

Autorizackin de Inesigaciio Crntifcs N* 018 RMDPM-MAE * vietacsts geosica y 2a0aotay 00 Yanredn o Loshmaviesis ¥ ovas

o Ny i tmpidol (DGae Aoonodase)” en fos T & Cormen, Myin, Calceis, Junes de i provieci de
Masadi., 0. Stk Blosseth Zupats Mars

|
i
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DIRECCION PROVINCIAL DEL AMBIENTE

PICHINCHA )
AUTORIZACION DE INVESTIGACION ‘
CIENTIFICA
 Ministerio
N° 13-2012-1C-FAU-DPAP-MA ! del Ambiente

Quite, 24 de agosto de 2012

El Ministerio del Ambiente, en uso de las atribuciones que le confiere la Ley Forestal y
de Conservacién e Areas Naturales y Vida Sivestre, autoriza a: Sonia Elizabeth Zapata,
con C.C. 1711895893, de nacionalidad ecuatoriana. y Moisés Rubén Gualapuro, con
C.C. 1003124284, de nacionaldad ecuatoriana y estudiante del programa de licenciatura
en Biotecnologia de la Universidad San Francisco de Quito, para que lleven a cabo la
investigacion titulada "Contribucién al estudio de la fauna de Culicoides (Diptera:
Ceratopogonidae) en la zona norte del Ecuador”. De acuerdo a las siguientes
especificaciones:

1. Solicitud de autorzacion de: Sonia Elzabeth Zapata (directora del proyecto),
mediante oficio del 02 de agosto del 2012, y racibido el 23 de agosto del 2012

2 Valoracién técnica del proyecto: Verdnica Sandoya y Xavier Cueva,

3. Auspicio de Institucion Cientifica Nacional: Universidad San Francisco de Quito,

Departamento de Ciencias Biologicas y Ambientales, Institute de Microbiologia —

Laboratoro de Entomologia Médica y Medicina Tropical,

Auspicio de Institucidn Cientlfica Extranjera: Ninguna.

Contraparte del Ministerio del Ambiente: Unidad de Patrimonio Natural de la Direccién

Provincial dei Ambiente Pichincha.

Complementes autorizades de la Investigacion: Coleccidn de muestras de dipteros.

Duracion: Desde 24 de agosto de 2012, hasta 24 da agosto de 2013, de acuerdo a la

narmativa vigente.

Obligaciones de los investigadores:

a, ENTREGAR DUPLICADOS DE TODAS LAS COLECCIONES PRODUCTO DE LA
INVESTIGACION AL MUSEO ECUATORIANO DE CIENCIAS NATURALES
(MECN).

b ENTREGAR UNA COPIA IMPRESA (EN AMBAS CARAS) Y UNA DIGITAL DE
LOS RESULTADOS FINALES DE LA INVESTIGACION, A TODAS LAS
DIRECCIONES PROVINCIALES EN DONDE SE REALICE EL ESTUDIO, EN
CASTELLANO, INCLUYENDO LA LOCALIZACION EXACTA (COORDENADAS
UTM) DE LOS ESPECIMENES COLECTADOS, COPIA DE LAS FOTOGRAFIAS
Y TODOS LOS DOCUMENTOS QUE FORMEN PARTE DE LA MISMA

c. CERTIFICACION DE LA ENTREGA DE LOS ESPECIMENES AL MECN.

d, EL PLAZO DE ENTREGA DEL INFORME FINAL VENCE EN FEBRERC DE

® No ob

€l numeral anterior y de las
2. Molsés Rubén Gualapuro y

Provinciad ded Ambi

Ed6co C PLAZA, Tercer, iutax (-2? 2045-T41  www ambienie oob 4
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ESPECIFICACIONES DE LA AUTORIZACION INVESTIGACION CIENTIFICA
N® 13-2012-IC-FLO-DPAP-MA
FLORA () FAUNA (X}

Se autoriza la nvestigacion an 1a Provincia de Pichincha. sectores. Rio Verde (Pacto) y Guaysbilas
(area de influencia dei Proyecio Toach-Filatdn).

En caso de nvolucranse propiedades perticulares, los investigadores deberan cbiener el permiso
comespontiente de lcs propietanos.

Se auloriza 18 coleccitn de 1000 especimens=s. maches y hembras, segin la propussta de
Investigacion, con |a finalidad de idenbSicar mariclcgicamente especies del génare Culicoides spp.,
y dascribir posbles nuavas espacies def mismo

Se auteriza ¢f uso de les siguientes equpos y matenales: trampas COC 0o uz blancs, fundas de
tela y plasticas, frascos plasticos, aloohol & 70%. tubos eppendorf. pinzas entomologicas, cajas
petn, material de ascritorio

Duplicades de %08 aspacimenes colectados se entregaran al Museo Ecustoriano de Ciencias
Naturalea (MECN), con ia canifficacion correspordiente,

Esta autorizacion es emitida bajo los términos expresados en |a propuesta de investigacion, en tal
serdido NO HABILITA EL MANEIO DE FAUNA FLORA O MICROORGANISMOS.

Ningun espéamen producto de esta investigackdn podra ser utiizado para uso comercial, @ como
material para maneo v S8 0 ox sty

Los especimenes colectados mo podran ser utilizados para actividades de bioprospeccion, el
acceso 3 recursos genéticos se realizara Gnicamente con fines netamenta clentifices,
conforme & compromise fmade por Sonla Zapata.

Lo8 resuitados de ésta invesligacidn, deberdn ser entregacos al Miristedo del Amblente. conforme
lo establece la legisiacion vigente (At Del 5 al 19 del Tiuke || del TULSMA (Texto Urdficado de
Legsdaciin Sscundana del Ministerio cel Amblente), asl coma también el registro de Ia localizacion
exacta de las muestras colectadss fotogratias. mforme parcial ylo fnal y todos bos productos
resuliado de 8sta investigaciin, tanto en formato imwreso como digal.

Para 1a mowlizacion y exponacidn, ca todoe los epmplares coléclades mediante esla aulorizacion,
&l invesligator dabard conlar con bas respeclies pemiscs emitidos por la Dreccidn Prowncial dal
Ambeente Pichincha del Ministerno del Ambiente

En casa de prémoga. la solictud debera realizarss quince dlas anes de la fecha de vencimiento
que ingica este documenta

TODO USO INDESIDO DE ESTA AUTORIZACION, ASI COMO EL INCUMPLIMIENTO DE LOS
ASPECTOS LEGALES, ADMINISTRATIVOS O TECNICOS, ESTABLECIDAS EN LA MISMA,
SERAN SANCIONADOS CONFORME A LA LEY FORESTAL ¥ DE CONSERVACION DE AREAS
NATURALES Y VIDA SILVESTRE CODIFICADA, Y AL TEXTO UNIFICADO DE LA LEGISLACION
SECUNDARIA DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE

La tasa por concepto de emisn 0e autorzecian es de: USDS 20 (veinte colares), depositads en la
cuenta 0010000785 dal Banco Nacional de Fomento, mediante papeleta de depésita Mo. 1111875,
con fecha 14 08 sosto del 2012.

(e
4 NIN2012
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DIRECCION PROVINCIAL DEL AMBIENTE

PICHINCHA
AUTORIZACION DE INVESTIGACION ‘
CIENTIFICA -
ity Ministerio
N® 13-2012-C-FAU-DPAP-MA a del Ambiente

Quito, 24 de agosto de 2012

El Ministerio del Ambiente, en uso de las atribuciones que le conflere Ia Ley Forestal y
de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre, autoriza a- Sonia Elizabeth Zapata,
con C.C. 1711895993, de nacionalidad ecuatoriana, y Moisés Rubén Gualapuro, con
C.C. 1003124284, de nacionalldad ecustoriana y estudiante del programa de licenciatura
en Biotecnologia de 1a Universidad San Francisco de Quito, para que fleven a cabo fa
investigacién titulada “Contribucién al estudio de la fauna de Culicoides (Diptera:
Ceratopogonidae) en la zona norte del Ecuador” De acuerdo a lss siguientss
especificaciones:

1. Sofkitud de autorizacdn de: Sonla Ekizabeth Zapata (directora del proyecto),
mediante oficio del 02 de agosto del 2012, y recibido el 23 de agosto del 2012,

2. Valoracién técnica del proyecte: Verénica Sandeya y Xavier Cueva.

3. Auspicio de Institucidn Cientifica Nacional: Universidad San Francisco de Quito,
Departamento de Ciencias Blolégicas y Ambientales, Instituto de Microbiclegia -
Laboratorio de Entomologia Médica y Madicina Tropical,

4. Auspicio de Institucion Crentifica Extranjera: Ninguna.

5. Contraparte del Ministerio del Ambiente’ Unidad de Patrimonio Natural de 1a Direccidn
Provincial dei Ambilente Pichincha,

6. Complementos autorizados de la Investigacion: Coleccidn de muestras de diptercs.

7. Duracién: Desde 24 da agosto de 2012, hasta 24 de agosto de 2013, de acuerdo a la
normativa vigente

8. Obligaciones de los investigadores:

a. ENTREGAR DUPLICADOS DE TODAS LAS COLECCIONES PRODUCTO DE LA
INVESTIGACION AL MUSEO ECUATORIANO DE CIENCIAS NATURALES
(MECN).

b. ENTREGAR UNA COPIA IMPRESA (EN AMBAS CARAS) Y UNA DIGITAL DE
LOS RESULTADOS FINALES DE LA INVESTIGACION, A TODAS LAS
DIRECCIONES PROVINCIALES EN DONDE SE REALICE EL ESTUDIO, EN
CASTELLANO, INCLUYENDO LA LOCALIZACION EXACTA (COORDENADAS
UTM) DE LOS ESPECIMENES COLECTADOS, COPIA DE LAS FOTOGRAFIAS
Y TODOS LOS DOCUMENTOS QUE FORMEN PARTE DE LA MISMA

¢ CERTIFICACION DE LA ENTREGA DE LOS ESPECIMENES AL MECN.

d. EL PLAZO DE ENTREGA DEL INFORME FINAL VENCE EN FEBRERO DE
2013,

9. Del cumplimiento de lag_obligationes dispuastas._en el numeral anterior y de Ias
observaciones detallsdas al reverso, se rasponsaoiiza'“a:\}@ms Rubén Gualapuro y

ZOD‘EB ~.

Sonia Elizabsth / .
~ | N

Atertamente,
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Anexo 2.- Clave para adultos del género Culicoides afio 1981, Pag: 396-419 (Downes,

1981).

Clave para adultos del género Culicoides

1. Wing with crossvein r-m absent (Fig. 2), without macrotrichia. Female antenna with 11
or 12 flagellomeres (Figs. 2.4) ... LEPTOCONOPINAE (Leptoconops Skuse)
Wing with crossvein r-m present, usually with macrotrichia and microtrichia (Figs. 12,
13). Female antenna with 13 flagellomeres (Figs. 11, 13, 15)..................... 2

2. Empodia_well-developed, at least in female (Figs. 11, 65, 66); claws strongly curved
(Figs. 65, 66). Wing usually with numerous macrotrichia (Fig. 11)............
.......................................... FORCIPOMYIINAE (Forcipomyia Meigen)
Empodia small or vestigial (Figs. 67, 68); claws more gently curved (Figs. 67, 68).
Wing usually with macrotrichia less numerous or absent.............................. 3

3. Flagellomeres sculptured (Figs. 63, 64). Cell r1 nearly or completely closed; cell r2+3,
square ended, usually ending at or before middle of wing, sometimes closed (Fig. 19).
Eye with short pubescence. Female claws small and equal (Fig. 67)...
................................................ DASYHELEINAE (Dasyvhelea Kieffer)
Flagellomeres not sculptured. Either cell r1 or cell r2+3 or both well-developed (except
in Rhynchohetea and Brachypogon); cell r2+3 not markedly square-ended, ending
beyond middle of wing (except- in- Paradasyhelea). Eye usually bare. Female claws
VATTOUS. ..t eeeenteeeeeeeiteeeenneeneenaanss CERATOPOGONINAE....4

4. M usually forking beyond crossvein r-m, i.e. medial fork petiolate (Figs. 12, 13, 24),
although in Echinohelea. with spinose legs, M forking just at crossvein (Fig. 28); M,

sometimes obsolescent basally (Fig. 24)..........ooiiiiiiii e 5
M forking at or before crossvein r-m, i.e. medial fork sessile; M, nearly always
complete (Figs. 14, 15,37,40......ciiiiiiiiiiiiieieeeeee Other Tribes

5. Claws of both sexes small, equal, and simple (Figs. 12, 13). Wing with macrotrichia
usually abundant; cell r1 and cell r2+3, both usually well-developed, similar in size.
Prescutal pits prominent (Figs. 12, 13). Empodia small.......... Tribe Culicoidini ...6
Claws of female usually larger, equal or unequal (Figs. 68-74); those of male smaller
and equal. Wing with macrotrichia usually less numerous (Fig. 30), occasionally absent
(Fig. 27); cell r1, and more rarely cell r2+3, also, sometimes closed or lost; cell r2+3,
usually distinctly larger than cell rl crossvein r-m nearly perpendicular to R4+5.
Prescutal pits small or absent. Empodia small or  absent......
......................................................................... Tribe Ceratopogonini

6. Cells rl and r2+3 usually well-formed; C usually extending past middle of wing; wing
commonly adorned with pale or dark spots (Figs. 1, 12, 13). Palpus five-segmented,;
female  mouthparts usually fitted for  bloodsucking, with  mandible
toothed........ooviiii genus Culicoides Latreille... 7
Cells rl1 and r2+3 obliterated; C short, not reaching to middle of wing; wing without
pale or dark spots (Fig. 20). Palpus three or four-segmented (Fig. 48); mouthparts
reduced; female mandible not toothed.................. genus Paradasyhelea Macfie
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Spermathecae unsclerotized (Fig. 128). Parameres broadly fused, small (Figs. 102,
103). Wing without pattern of light and dark spots...... Culicoides (Seffia Khalaf)
Spermathecae sclerotized. Parameres fused basally or separate. Wing usually with

conspicuous pattern of light and dark spots................ccoiiiiiii, 8
One well-developed spermatheca. Parameres fused or separate..................... 9
Two well-developed spermathecae (Fig. 127). Parameres separate.................. 10

Spermatheca elongate to U-shaped with large opening to duct (Fig. 126). Female
without sensoria on flagellomeres 9-13. Parameres fused basally........................
......................................................... Culicoides (Monoculicoides Khalaf)
Spermatheca elliptical with narrow opening to duct. Female with sensoria present on
some of flagellomeres 9-13. Parameres separate (Figs. 104, 105)...............ccoeentts
............................................................ Culicoides (Beltranmyia Vargas)
Cell r2+3 dark to apex (Fig. 22), rarely pale at extreme apex. Wing frequently with
pattern of light and dark spots; wing macrotrichia of female fairly numerous. Segment
3 of palpus with variously shaped sensory pit (as in Fig.5l). Paramere variously shaped,
sometimes with fringing bristles apically (Figs. 106, 107)............c.ccoceiiiinn...
Culicoides (Callotia VVargas & Kremer, Diphaomyia Vargas, Haematomyidium Goeldi,
Oecacta Poey, Wirthomyia Vargas)

Distal portion of cell r2+3 in a pale area (Fig. 21). Wing, palpus, and parameres
A1 4 101} TSR 11
Segment 3 of female palpus swollen to apex, with small round deep sensory pit (Fig.
50). Wing macrotrichia scanty; cell r2+3 short and broad...........................
Culicoides (Avaritia Fox)

Segment 3 of female palpus tapering beyond sensory area; sensilla usually scattered,
rarely in a definite pit (Fig. 49). Wing macrotrichia usually more numerous; cell r2+3
narrower (Figs. 12, 13, 21) ..o e 12

Wing with base of cell cual and adjacent veins pale (Fig. 21)... Culicoides (Hoffmania
Fox)

Wing with base of cell cual and adjacent veins in a dark area (Figs. 12, 13).........
............................................................ Culicoides (Culicoides Latreille)
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Anexo 3.- Condiciones de PCR para amplificar el gen PNOC de ADN de sangre de

alimentacion de los culicoides

Master Mix PCR para PNOC
NuUmero de reacciones: 20

Volumen total: 10pL
Concentraciéon Concentracion Volumende Volumen de

Reactivo L . o ) .
inicial final una reaccion Master mix
PCR Buffer 5X 5X 2 40 ul
MgCl, 25 mM 25 mM 12 24 u
dNTPs 1 mM 10 mM 0,7 14 ul
Go Flexi® Taq Promega ™ 5 U/ 5 U/l 0,05 1l
Primer pnoc F 10 M 50 mM 0,08 pl 164
Primer pnoc R 10 uM 50 mM 0,08 i 164
H,O grado PCR 4,89 u 97,8 U
Voltumen total del master mix ou 180 ul
ADN de sangre de Culicoide 1 pl/rxn




