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1. RESUMEN

Se compararon seis poblaciones de Triatoma dimidiata, utilizando la amplificacion al':e;z;iéﬁa
de ADN polimérfico (RAPD) como marcador genético, para determinar la vanabilidad
genética entre y dentro de esas poblaciones. La chinche picuda, como se le conoce
cominmente a esta especie, tiene una gran importancia epidemiolégica en América Latina y
especialmente en la regién centroamericana, por ser el principal vector de Trypanosoma

cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas.

Para llevar a cabo este esmdi(;, se seleccionaron seis sitios de muestreo en la Repiiblica de
Guatemala. Tres de ellos se localizaron en la vertiente Atlantica y los tres restantes en la
vertiente Paciﬁca, correspondiendo a habitat silvestre y doméstico respectivamente. Los sitios
de muestreo en la vertiente Atlantica fueron: Alta Verapaz (Lachuz y Lanquin), El Petén
(Sitio Arqueoldgico Yaxha); y en la vertiente Pacifica: Escuintla (Puerto de San José), Santa

Rosa (Santa Maria Ixwatén, Aguazarca) y Jutiapa (El Carrizal).

En estudios preliminares, se evaluaron 11 iniciadores de PCR. Cuatro de ellos, (H3, L1, L4y
L5 de la casa Operon), generaron bandas fuertes y reproducibles. Estos iniciadores o
prmers, fueron utilizados para amplificar el ADN de 7. dimidiata en el presente estudio. Un
total de 35 bandas polimérficas (loci) con frecuencias intermedias (0.1< p <0.6), fueron

generadas con los cuatro pares de iniciadores, con un promedio de 8.75 bandas por imiciador.




Los resultados obtenidos muestran distancias genéticas (D) que oscilan entre 0.040 y 0.254

entre las poblaciones de 7. dimidiata estudiadas. Asimismo, los indices de fijacién (Fst)
calculados, 0.246 (con Lanquin) y 0.I7] (sin Lanquin), sugieren una subestructuracion de las
poblaciones. Estas se encuentran diferenciadas entre si, pero pertenecen aiin a una misma
especie. El quitar a Lanquin del analisis permitié poner en evidencia su caracter aislado y
endogamico, constituyéndose en una poblaciéon de poco interés para el control. Estos
resultados reflejan la presencia de un flyjo genético entre las poblaciones (excepto
probablemente con la de Lanquin), que evita la fijacion de alguno de los alelos y el
aislamien‘to reproductivo de las mismas. .Esto altimo indica que se debe prtstar una atencion
especial al control de la enfermedad, porque 1a presencia de flujo implica la incapacidad en la
erradicacion de la especie. Se debe dar una amplia cobertura al programa de erradicacion del
vector en las regiones donde las poblaciones se encuentran levemente diferenciadas
genéticamente, es decir entre las cuales existe posiblemente un flujo migratorio, para evitar

las reinfestaciones de las viviendas, a partir eventualmente de focos silvestres no tratados.
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2. INTRODUCCION

La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, es una parasitosis incurable, a
menudo mortal, causada por el pardsito Trypanosoma cruzi que se transmite al ser humano

por unos insectos hematofagos, los triatominos, y cuyo control se ha vuelto un reto para las

autoridades de salud.

La ausencia de medidas que controlaran la adaptacion del vector a los habitat domésticos le
permitié ampliar su distribucion geogrifica, lo que conllevé a grandes consecuencias a nivel

epidemiologico y econémico.

Por las razones anteriores, los esfuerzos se estin encaminado hacia el control de la
enfermedad de Chagas por la eliminacion fisica del vector. Ello ha impulsado el estudio de 1a
biologia y la genética de poblaciones de los triatominos, asi como la caractenzacién de las
cepas del parasito 7. cruzi. Con la informacion generada por estos estudios, se estan

determinando y definiendo las fases operativas de erradicacion del vector.

En nuestro pais, el principal vector del parasito es 7. dimidiata, se distribuye en 21 de los 22
departamentos y se conoce cominmente como chinche picuda, talaje o telepate. Se estima
ademas que 8% de los guatemaltecos, en su mayoria de poblacién rural con bajos ingresos,

se encuentran actualmente infectados por el parasito.




Con el fin de aportar soluciones viables y eficaces al control de los vectores, es decr, a la
enfermedad, se han venido realizando una serie de investigaciones, que se enmarcan dentro
de los objetivos del laboratorio de Entomologia Ap]icada y Parasitologia (LENAP), buscando
comprender la biologia del vector, su distribucién, su variabilidad, sus adaptaciones al
entorno humano y la estructura de sus poblaciones. Dentro de este contexto se incluye el
presente estudio, que compara tres poblaciones domésticas y tres poblaciones silvestres de
Triatoma dimidiata mediante la técnica de amplificacion aleatoria del ADN polimérfico con

el fin de llenar el vacio de informacion genética relacionada con las migraciones de dicha

especie utilizando un analisis de la estructura genética de las poblaciones.




3. ANTECEDENTES

3.1 Planteamiento del problema

La enfermedad de Chagas, es la cuarta causa de mortalidad en América Latina (1). La
prevalencia de la infeccion en el ser humano se asocia con el grado de adaptacién de los vectores
a la vivienda humana (2). En el dmbito nacional y latinoamenicano se han realizado desde
principios del siglo XX una serie de estudios sobre la biologia del vector y su relacion con el ser
humano, con el fin de implementar campaiias de control de las distintas especies de vectores y
entender el proceso de domesticacion, impidiendo que otras especies se conviertan en vectores.
Las poblaciones domésticas en su mayoria han sido controladas satisfactoriamente sin embargo
algunas especies con habitos silvestres y peridomésticos reinvaden la vivienda después del
rociamiento con insecticidas. Para Guatemala se ha comprobado que Triatoma dimidiata,
reinfesta la vivienda después del rociamiento (3). Es por ello necesario estudiar los patrones de
dispersion basados en las relaciones genéticas de esas poblaciones y poder orientar las estrategias

de control.

Algunas de éstas se han limitado al rociamiento de casas infestadas, las cuales resultan poco
exitosas, puesto que aproximadamente seis meses después de la aplicacion del insecticida, se
vuelve a encontrar el vector en las viviendas. Preguntas sobre el origen de las nuevas
poblaciones surgen y no pueden ser resueltas sin la utilizaciéon de marcadores adecuados para
ello. Se han puesto en marcha intensos programas cuyo fin es eliminar la transmisién de 7. crnci.

(Ver figura 1)
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Fig. 1. Ciclo de vida de T cruzi (tomado de Avan 1999)

En 1991 dio inicio la Iniciativa del Cono Sur, su objetivo: eliminar todas las poblaciones
domésticas de T. infestans en los siguientes paises: Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay, Chile
y Bolivia.  Seis afios mas tarde se establece la Iniciativa del Pacto Andino (Colombia,

Venezuela, Ecuador y parte del Perti) y la Iniciativa Centroamericana (4).
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Se sefiala que para la implementacion de programas de control de vectores, deben tomarse en
cuenta los siguientes factores:

- la distribucion geografica de los vectores

- la densidad de las poblaciones domiciliadas y peridomiciliadas

- la produccion de tripomastigotes metaciclicos infectantes

- la frecuencia de invasion de las especies

- la preferencia en la ingesta de sangre

- la frecuencia de toma de alimentos

- la susceptibilidad a la infeccion 1)

La transmision de la enfermedad es interrumpida por el rociamiento de las casas con msecticidas

residuales (como los compuestos piretroides) y por el monitoreo de las donaciones de sangre.

Sin embargo se debe asegurar una adecuada vigilancia cmo:ﬁolégica para detectar rapidamente
las eventuales reinfestaciones de los lugares previamente rociados con vectores silvestres de la
misma especie, 0 con lo que se ha denominado como fenémeno de “vacio ecoldgico”, establecido
por la eliminacion del vector primario o por cambios climéaticos y la subsiguiente re-invasién por

vectores secundarios (1).

Otras campaiias, por consiguiente, se han apoyado en nuevas alterativas cientificas para hacer
efectivo el control de dicha enfermedad (PCR, microsatélites, ITS...). Entre éstas se encuentran
las técnicas moleculares, que analizan la estructura genética y los movimientos efectuados por los
organismos bajo estudio, aportando informacion complementaria a otras técnicas, para resolver

algunos de los problemas de control existentes.




3.2 Generalidades sobre la enfermedad de Chagas

Después de numerosas investigaciones serolégicas y clinicas, llevadas a cabo en toda
Latinoamérica, se¢ han obtenido datos en los que aproximadamente 70% de los individuos
positivos para la enfermedad de Chagas son asintomaticos, en 21% de las personas infectadas se
desarrolla una cardiopatia crénica, en 6% lesiones digestivas y en 3% desdrdenes neurolégicos.
En estos datos no se mencionan los casos que llegan hasta la muerte (5). La infeccién, puede
ser mortal, y a menudo conduce a lesiones muy debilitantes de los organos vitales, especialmente
el corazén y el tracto intestinal. La infeccién es incurable, salvo durante las primeras fases y ya
que no hay vacunas, el control depende mucho de la gliminacion de las poblaciones domésticas
de los insectos vectores (6). Sin embargo, a pesar de su gran importancia epidemiologica, el

conocimiento de 1a dinAmica de sus poblaciones es alin limitado.

La enfermedad de Chagas constituye por lo tanto un serio problema de salud en el ambito
latinoamericano (7) porque su control depende de la erradicacion de los vectores y de la
educacion sanitaria. Se debe tomar en cuenta por un lado, que existen distintas especies que
transmiten el parasito, distribuidas ampliamente en toda Latinoamérica, capaces de ocupar
distintos ambientes, y por el otro, que la educacion sanitaria en las poblaciones rurales es escasa o
inexistente. Dicha enfermedad es causada por un protozoario flagelado, Tnypanasoma crici
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (Ver figura 1) y transmitida en Guatemala, por tres especies
de chinches, entre las cuales 1a mas importante por su amplia distribucion y dificultad de control
es Triatoma dimidiata. A esta enfermedad se le atribuye una alta tasa de morbilidad en distintas

comunidades rurales de Guatemala (8).



Se estima que unas 330,000 personas viven en areas de alto riesgo (3), que aproximadamente
39% de las chinches son positivas para . cruzi (9) y como sefialaba Zeledén (10), la presencia de

esta chinche es un indicador de condiciones socioeconomicas bajas.

3.3 Triatoma dimidiata (Latreille 1811)

Ubicacion taxonomica
CLASE Insecta
ORDEN Hemiptera
SUBORDEN Gynocerata
FAMILIA Reduviidae
SUBFAMILIA Triatominae
TRIBU Triatomini
GRUPO Rubrofasciata
SUBGRUPO Rubrofasciata
COMPLEJO Phyllasoma (11y12)

Los vectores de la enfermedad de Chagas pertenecen a la subfamilia Triatominae, que incluye
129 especies de insectos hematdfagos, divididos en 5 tribus y 15 géneros. El género mas
numeroso es Triatoma con 70 especies (13). Triatoma dimidiata (Latreille, 1811) es el principal
vector de la enfermedad de Chagas en Guatemala, y es uno de los mas importantes en México y
el resto de Centro América. Puede asimismo estar involucrado en la transmisién de 1a enfermedad
en algunas regiones de Colombia y Venezuela (6, 14, 15). Varios autores han agrupado a esta
especie dentro del complejo de especies Phyllosoma (11, 16, 17), el cual incluye a las especies

cuyo centro de origen se ha sugerido es el norte del continente americano (18).




Sin embargo, Carcavallo y colaboradores en 1999 presentaron recientemente la hipotesis (basado
en estudios de caracteres plesiomoérficos) que esta especie constituye un complejo distinto (junto
con T. hegneri, T. gomeznuneziy T. brailmskyi) de.o;igéh,Sudameﬁcano. Los autores @clwm
que estas cuatro especies originadas por ancestros que habitaban en Venezuela o Colombia, se
fueron extendiendo hacia el sudeste (Colombia-Ecuador-Peril), sudoeste (Venezuela-Guyana) y
hacia el norte a través del istmo de Panam4 (Colombia-Centro América-México), dando origen a
T. hegneri, T. gomeznunezi y T. brailovskyi y a las distintas variantes morfolégicas y/o
cromiticas del T. dimidiata mesoamericano. Variaciones importantes en la coloracion y en el
comportamiento han sido observados en diferentes areas geograficas (Whitlaw & Chaniotis 1978,
Lent & Wygodzinsky 1979, Zeledén 1981, Schofield 2000) (18). La clasificacién de T
dimidiata, reconoce varias divisiones subespecificas, como las formas oscuras del norte
denominadas T.d. maculipennis, las formas intermedias de Centroamérica I.d. dimidiata, y las
formas del sur 7.d. capitata. Lent y Wygodzinsky (14) consideraron estas tres formas sinénimas

(19).

Actualmente no se han esclarecido los problemas taxonémicos. Quedan sin resolverse Ias teorias
sobre el origen mono o polifilético de 7. dimidata, asi como la relacién entre las distintas

especies anteriormente clasificadas dentro del complejo Phyllosoma (com. pers. Panzera 2002).

3.4 Biologia

T. dimidiata es un insecto cuya duracién de su ciclo de vida es de un afio y medio en condiciones
de laboratorio. Este es mayor en condiciones naturales y puede ain reducirse varniando la

temperatura de incubacion y 1a humedad relativa (20).
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Después de una etapa de huevo de 25 a 30 dias, pasan por 5 estadios ninfales antes de llegarala

-etapa aduhta. Todas las fases son hematéfagas obligadas (21). (Ver figura 2)

Fig. 2 Ciclo de vida de Triatoma dimidiata

Es decir que el paso de un estadio ninfal al siguiente se da (nicamente luego de una ingestién de
sangre, creandose asi una estrecha relacion entre el insecto y sus hospederos. Triatoma dimidiata
se caracteriza por tener un bajo grado de especificidad hacia sus fuentes alimenticias, como lo
comprueban varios estudios de Zeledén y colaboradores, en los que se ha puesto en evidencia la
diversidad de sus fuentes alimenticias, entre las que se puede mencionar: conejo, anmadillo
(Dasypus sp.), tacuazin (Didelphys marsupialis), pizote, murciélago, ratas, ratones, perro, gato,
gallina, ser humano... (10, 22). La competencia por comida estimula el vuelo de los adultos, en
busca de nuwevos habitats. Atraidos por la luz, se han alejado de los ambientes silvestres,

acercandose a los seres humanos, a sus animales domésticos y logrando adaptarse muy bien a

ellos (10).
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El ambiente artificial doméstico es muy estable, lo cual ofrece numerosos refugios (establos,
gallineros, camas, cimulos de piedra o lefia, paredes, techos, suelo de casas) y comida abundante
dumnté todo el afio, sin necesidad de desplazamientos. 7. dimidiata, es un insecto timido que
prefiere alimentarse de animales que se encuentran durmiendo y puesto que su mordida no es
dolorosa, esto lo convierte en un vector exitoso. También han sido introducidos a ambientes
antropogénicos de forma pasiva (trasladados conjuntamente con la lefia a dreas peridomiciliares)

(21,23).

3.5 Morfologia

Triatoma dimidiata como insecto perteneciente a la familia Reduviidae, cuyos miembros se
caracterizan por presentar cabeza elongada, regién postocular en forma de cuello, probéscide
corta y trisegmentada. Los rediividos pueden presentar hébitos depredadores (se alimentan de
otros insectos) 6 hematofagos (se alimentan de sangre de vertebrados) (24). Morfolégicamente
es un insecto bastante grande (el macho mide entre 24.5 a 32.0 mm de largo, y la hembra de 24.5
a 35.0 mm), de colorido distintivo (desde piceo a negro, con conexivo y corium desde amarillo
palido hasta amarillo naranja) (14, 25). Esta especie posee una extensa variacion morfologica a
lo largo de su distribucion geografica: varia el tamaiio total, las medidas relativas de la cabeza y
los ojos, el tamafio de la mancha oscura en medio del corium, y el grado de oscurecimiento de la
membrana de los hemelitra (25). Sobre la base de la informacion que se tiene sobre T.
dimidiata, a pesar de ser una especie con una alta variabilidad en sus proporciones corporales y
en su coloracién, ain no se ha segregado en poblaciones alopatricas claramente defimdas: las

diferencias observables son de naturaleza clinal, es decir que su tamafio total se mcrementa

gradualmente de norte a sur (14).
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3.6 Distribucion geografica

El grupo de los redividos, basicamente tropical y sﬁfm'opicai, se encuenira restringido al
hemisferio oeste y a la region oriental, esta completamente ausente en las regiones Palearticas y
Etiopes aunque si entra parcialmente en la region Australiana. El centro de diversidad de la
subfamilia Triatominae es Sudamérica tropical y subtropical. Los representanties de la Tribu
Triatomini se distribuyen a lo largo del ambito de la subfamilia: es un grupo del nuevo mundo
pero se encuentran asimismo en la region oriental. El género Triatoma es el que mas especies
incluye y cuya distribucion es la mas amplia, desde los Estados Unidos hasta la Patagonia (14).
(Ver figura 3). Mas precisamente, 7. dimidiata se distribuye desde México hasta la region norte
de Sudamérica (Colombia, Venezuela, Ecuador y norte del Peni) pasando por Centroamérica
(12, 26). (Ver figura 3). Su distribucion es disconfinua, interrumpida en la regién costera del
Pacifico colombiano, en donde la cordillera Andina podria estar actuando como barrera ecologica

(18). En la region Mesoamericana existen numerosas variantes morfoldgicas y cromaticas de

este individuo.

-

Figura 3. Distribucién de 6 especies del género Triafoma. En punteado (Centro Américay norie de Sur
América) se encuentra la distribucion de 7. dimidiata (27).




Dentro de los habitat naturales, s¢ encuentran en cuevas de mamiferos tales como zangicyas,
murci€lagos, armadillos y otros, asi como en monticulos de piedra, de adobe, rainas antiguas, en
la corteza y tronce de arboles vigjos y secos, en 1a base de hojas de palmeras y de algunas epifitas
(26). En el ambito nacional, 7. dimidiata es el principal vector de la enfermedad de Chagas, se
encuentra en 21 de los 22 departamentos del pais. Hasta 1995, se habia sefialado la presencia de
este vector en 18 de los 22 departamentos del pais (3, 26, 28), pero en 1999, a iz de las
bisquedas hechas por el Ministerio de Salud, se determiné que unicamente en Totonicapén no ¢s
posible encontrar 7. dimidiata (com. pers. Abraham Judrez, Ministerio de Salud, 2002). 7
dimidiata se localiza no solamente en ambientes domésticos sino también en selvaticos (bosques,
cuevas, nidos de animales silvestres) y peridomiciliares (gallineros, ciimulos de lefia) (3). Ver

figura 4.

Fig 4. Departamentos en riesgo de infeccion de Ja enfermedad de Chagas en Guatemala en base al
porcentaje de personas con riesgo de infeccion (3)
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En Guatemala parece tener predileccion por ambientes secos en los departamentos orientales del
pais, pero también se le encuentra en zonas himedas. Es raro en regiones calidas y prefiere
climas templados (23-25°C) desde 200-300 hasta unos 1800 metros. En Colombia se ha
encontrado en altitudes hasta de 2700 metros, sin embargo prefiere las altitudes que oscilan entre

801 y 1000 metros (3, 26, 28).

3.7 Haibitat

Segim se ha reportado, 7. dimidiata es una especie que puede ocupar ambientes silvestres
(biotopos naturales), domésticos (vivienda humana) y peridomésticos (ambientes que rodean el

i

domicilio).

> Biotopos Naturales
Habita cuevas de tacuazin (Didelphis sp.) y otros animales, monticulos de piedra y adobe en
ruinas, cuevas de murci€¢lagos, arboles huecos que sirven de albergue a otros animales, en
bracteas de palmeras, por citar algunos ejemplos (26). En Guatemala, Triatoma dimidiata se ha
encontrado en cuevas, palmeras y vestigios de los Mayas (en El Petén); en cimulos de piedra y

bosques (en Izabal), en cuevas (Alta Verapaz) (22).

%,

» Relacion con el domicilio humane
Paulatinamente, 7. dimidiata se fue adaptando a los ambientes antropogénicos a lo largo de su
ambito de distribucion, pudiendo colonizar casas tanto en el drea rural como urbana v logrando

un gran éxito en su relacion con el humano (18, 29).
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T. dimidiata es capaz de colonizar viviendas humanas, especialmente aquellas construidas con
adobe, caiia, bajareque, techo de palma, donde se resguarda dentro de las grietas, pero también en
los pisos de tierra donde se camuflaje. Las colonias domésticas tienden a ser relativamente

pequeiias (6, 26, 28).

Se cree que el transporte pasivo de lefia desde el campo hacia el interior de las viviendas es un
medio importante en la entrada de T. dimidiata al ambiente humano, asi como también la

atracci6n por la luz artificial; esta especie se caracteriza por su gran capacidad de vuelo (28).

Dentro de las casas tiene preferencia por las camas de tablas o varillas, petates, bajo los
colchones, cajones, tiestos‘ acumulados bajo las camas o rincones del cuarto, detras de los cuadros

6 papeles colgados en las paredes y entre la lefia (26).

Las condiciones de las viviendas rurales en Guatemala son propicias para la colonizacién por
triatominos: 85% de las casas mantienen animales domésticos adentro, 77%% tienen cocinas de
lefia adentro, la mayoria de camas se localizan en esquinas oscuras y sin ventanas, un 60% de las
casas en areas rurales estan construidas con paredes de lodo (adobe) (3, 30). De un total de
2,749 casas encuestadas en Guatemala en el periodo de 1995 a 1997, 6.5% fucron positivas para
los vectores de la enfermedad de Chagas, y de 1,131 insectos colectados, 64.6% fueron Triatoma

dimidiata, 30.7% Rhodnius prolixus y 4. T% Triatoma nitida.

Existe una mayor proporcion de chinches en el Este, por ejemplo los departamentos con mayor
indice de infestacion son: Jutiapa, seguida de Alta Verapaz, Chiquimula, Santa Rosa y el Quiché
3).

16



» Peridomicilio
T. dimidiata también coloniza los ambientes que rodean al domicilio (peridomicilio) tales como

establos, gallineros, perreras y cochiqueras (26).

Las poblaciones de insectos que se encuentran dentro de la casa asi como en su periferia, sugieren
un desplazamiento constante de los insectos hacia adentro o hacia afuera del domicilio (26)

complicando Ia erradicacion mediante rociamientos intradomiciliares anicamente.

El interés portado ultimamente en la determinacién del origen de las chinches que invaden las
viviendas, se debe al deseo de esclarecer la procedencia de las chinches reinfestantes y controlar
" la enfermedad de Chagas. Se ha visto el fenémeno de re-infestacion de las viviendas tratadas con
insecticida a partir de las fuentes selviticas o peridomésticas antes mencionadas, pocos meses
después del rociamiento. Sin embargo la pregunta ;De donde provienen las reinfestaciones? no
ha sido hasta ahora respondida. ;Serd que provienen de fuentes silvestres o bien de fuentes mas
cercanas como del peridomicilio, o incluso de insectos que sobrevivieron a la fumigacién? Un

estudio de la genética de poblaciones antes y después de los rociamientos puede dar la respuesta.

3.8 Marcadores Fenéticos y Genéticos
3.8.1 Morfometria

La morfometria es una rama de la biometria que agrupa un conjunto de métodos para la

descripcion cuantitativa, analisis ¢ interpretacion de la forma biolégica y de su vanacion (31)
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La comparacion de las formas se utilizo en un principio basicamente en estudios taxonomicos, en
los que se clasificaban las especies en base a su apariencia fenotipica. Posteriormente, la
morfometria se fue apliééﬁdo en estudios de variacion mérfolégica, en donde se desean analizar
los efectos ambientales en los or‘ganismos, los cambios a lo largo del desarrollo de un organismo,

los procesos de adaptacion (12).

El primer paso en un estudio morfométrico es representar la forma biologica de interés por medio
de cantidades matematicas que son asignadas en base a localizaciones geométricas. La forma de
un espécimen pasa a ser representada por un punto ubicado en un espacio multivanado, cuyos

ejes son los conjuntos de distancias o coordenadas (31).

Los métodos estadisticos multivariados representan el medio mas comim de anilisis de los
conjuntos de variables representando formas biologicas. La aplicacién de dichos métodos se
denomina Morfometria Tradicional o multivariada. Sin embargo existen métodos que toman en
cuenta las relaciones geométricas de las variables. Su aplicacion se denomina Morfometria

Geométrica (31).

Distintas caracterizaciones morfométricas han sido utilizadas para detectar diferenciacion
geogrifica de los triatominos, para representar relaciones filogenéticas entre especies, medir la

variacion métrica asociada a algan proceso (12).

Aplicados a Triatominae, comparaciones morfométricas entre poblaciones silvestres v domésticas
de Panstrongylus, mostraron que el dimorfismo sexual era mas marcado en los especimenes

silvestres que en los domésticos. Las dimensiones de la cabeza, indican una reduccién general de

tamaiio de los insectos domésticos.
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Otros estudios con T. infestans, R. prolixus y R. domesticus (32) han asimismo demostrado una
reduccion en cuanto al dimorfismo sexual de triatominos asociados con la transicion de habitat
* patural a artificial. Se ha propuesto a la morfometria como un marcador de las especies de

triatominos que se estan adaptando a ecotopos domésticos (33).

3.8.2 Isoenzimas

La electroforesis de isoenzimas permite detectar especies bioldgicas inseparables
morfolégicamente —especies gemelas o isomorfas-, estimar las relaciones filogenéticas entre
especies o de apreciar los flujos génicos entre poblaciones locales de una misma especie.
Comparada a los métodos que utilizan directamente el ADN, presenta la ventaja del reducido -
costo, de la gran cantidad de genes que pueden estudiarse al mismo tiempo y de la simplicidad de
la interpretacion (12); Desde hace mas de dos décadas, la electroforesis de isoenzimas ha sido la
técnica estindar para analizar la vanacion geogrifica y la estructura de las poblaciones.
Dujardin, Schofield y Panzera (12) estiman que esta técnica no tiene todavia nival, debido a su
capacidad para generar datos para multiples loci y muestras numerosas, de manera rapida y con
costos reducidos. Su desventaja tedrica es sin embargo el ser una técnica indirecta de lectura del
ADN. Recordemos que la variacion isoenzimatica es un indicador de la vanacién nucleotidica,

pero dos isoenzimas con la misma tasa de migracion en el gel pueden ser producto de distintos
alelos (34).

La electroforesis de isoenzimas ha sido aplicada para comparar poblaciones géogrificas al
interior de una especie (Dujardin & Tibareyrenc 1985, Frias & Kattan 1989, Dujardin et.al 1987,
1988, 1990, 1998; Harry etal. 1992; Lopez & Moreno 1995; Garcia et.al. 1995; Breniere 1998;

Noireau 1999) (12).
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3.8.3 Patrones de sensillas

Otro ma:cagior morfoldgico utilizado como método de apoyo para diferenciar poblaciones de
triatominés ha sido el estudio de patrones li&, como el analisis de antenas. Este establece
el “patrén de sensilla”, constituido por el nimero, tipo y distribucién de receptores. En dicho
patron esti involucrada la herencia, como las necesidades particulares de cada especie. En el
Iaboratorio de Referencia para patrones de sensilla en triatominos (Red ECLAT), se presta
especial atencion a la variacion de patrones de sensilla en funcion de 1a adaptacién a los distintos

hibitats y paticularmente, en funcién de Ia domiciliacién de los triatominos. Existen tres tipos

de sensilla:
1° Grupo:
- o Tricobotria: pelos largos y delgados, cara superior del pedicelo, funcién
mecanoreceptora.
e Biristles: cerdas quimioreceptoras y mecanoreceptoras.
e Campaniforme: propioreceptores, monitores de tension cuticular, sensacion
direccional.
2° Grupo:
e Celoconica: termohigroreceptores
3¢ Grupo:
e Basiconica: poroso, responden a temperatura, humedad y dcidos.
e TPF: Tricoide de pared fina: poroso, olfatorios, responden a la respiracion
humana.
e TPG: Tricoide de pared gruesa: no porosos, problablemente solo responden a
las feromonas.
4° Grupo:
¢ Poros y Organo cueva: termoreceptores (15)
20
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3.84 Perfiles de la composicion proteinica de la saliva

La utilizacién de los componentes proteinicos de la saliva por medio de electroforesis en geles de
poliacrilarﬁida ha demostrado ser una herramienta mis en la diferenciacion de poblaciones. Por
ejemplo Barbosa et. al (34) ha trabajado con el triatomino vector de la enfermedad de Chagas
Panstrongylus megistus, en Brazil, encontrando diferencias en la composicién salivar de tres
poblaciones. Los datos obtenidos sugieren que en triatominos la composicion salivar pudiera

estar relacionada con el tipo de hospedero que la chinche encuentra (35).

3.8.5 Marcadores de ADN

Los avances de la biologia molecular durante la década de los 80, han aportado una clase nueva |
de marcadores genéticos que permiten visualizar las diferencias tangibles en el ADN de los
organismos. El problema para manipular las bases moleculares de la herencia era la necesidad de

grandes cantidades de ADN, millones o miles de millones de copias (36).

Sin embargo este problema se vio resuelto por Kary Mullis, quien obtuvo por su trabajo el
Premio Nobel en 1993. Su invencion es el hoy ya ampliamente conocido proceso, “Reaccion en
Cadena de la Polimerasa” o PCR. Esta tecnologia utiliza secuencias de oligonucledtidos que

inician la sintesis in vitro de fragmentos de ADN (36, 37).

Las secuencias iniciadoras pueden ser aleatorias, semialeatorias o especificas, segim Ia
metodologia utilizada: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA o Amplificacion aleatoria del ADN
polimérfico), AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR o Reaccién en cadena de la polimerasa iniciada aleatoriamente),
DAF (DNA Amplification Fingerprinting o Amplificacion de huellas genomicas de ADN), AFLP (Amplified

Fragment Length Polymorphism o Amplifiacion de la longitud de los fragmentos de restriccion polimarficos) (35).
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un procedimiento de sintesis y duplicacion in
vitro mediante el cual fragmentos de ADN mayores de 15 kilobasm de longitud pueden
amplificarse alrededor de 10* veces. Se utilizan oligonucledtidos sintéticos de 10 a 30 bases de
Jongitud complementarios a la secuencia nucleotidica de los dos extremos del ADN blanco y
disefiados para hibridar en direccion contraria. Cantidades en exceso de esos dos nucleétidos se
mezclan con ADN gendmico y se calientan para la desnaturalizacion de los duplos. Durante el
subsiguiente decremento de la temperatura, los iniciadores podrin alinearse a las secuencias
genomicas homologas y extenderse por accion de la enzima ADN polimerasa. Es necesario para
ello una forma termoestable de la polimerasa, porque el PCR involucra pasos de calent’amjento
que inactivarian a las formas termolébiles de la polimerasa (38). Esta secuencia de
desnaturalizacién, alineamiento de iniciadores y extension se repite de 30 veces. Durante el
segundo ciclo, el fragmento de ADN blanco reconocido por los dos iniciadores esti presente
entre los productos de reaccién y sirve como molde para las siguientes reacciones. De este modo,
los ciclos de desnaturalizacién, alineamiento y extension, resultan éu un incremento exponencial

(en cantidad) de copias de la secuencia blanco.

El uso de ADN polimerasas termoestables, provenientes de bacterias terméfilas (ADN pol de
Thermus aquaticus, ADN pol de Pfu, ADN pol Vent™) evitan la necesidad de adicionar nueva
polimerasa en cada ciclo. Con 25 ciclos de amplificacién aproximadamente se incrementa la
cantidad de la secuencia blanco seleccionada y exponencial en un promedio de 10° veces. La
(ltima fase indeseable de un ciclo de amplificacién puede ser la acumulacion de productos

extendidos de manera incompleta (36). (Ver figura 5)



Fig. 5. Mecanismo de PCR

La amplificacion aleatoria del ADN polimorfico (RAPD) consiste en un incremento del niimero
de copias de cualquier segmento de ADN que haya sido amplificado con la técnica de PCR

usando un pequefio oligonucleodtido iniciador de secuencia aleatoria (amplimero).

Este iniciador tiene las caracteristicas de estar formado por 10 pares de bases, lo que aumenta la

probabilidad de union del mismo a la secuencia base, ast como tiene ademis la caracteristica de
tener de 60-70% de las bases nitrogenadas complementarias C v G. Estos se pegan a distintos
sitios en un genoma. La unidén es reconocida por fa enzim#ADN polimerasa, que inicia el
alargamiento del iniciador a partir del extremo 3°. El producto de la amplificacién se acumulari
en un gran nimero de copias (aprox. 10°). Los fragmentos se separan por eleciroforesis en geles

de agarosa y se visualizan por tincion cen bromuro de etidio. (Ver figura 6) (39, 40)
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Fig 6. Gel de agarosa visto en transilominador con patrones de RAPD de 7. dimidiata., producidos con el
primer L1.

St los patrones de amplificaciéon de dos organismos relacionados se comparan, ellos pueden

extubir polimorfismo en sus longitudes. Los polimorfismos detectados pueden usarse como

marcadores genéticos para construir mapas genéticos (36, 41).

Por otro lado también se han desarrollado técnicas con ADN microsatélite, que consisten en
secuencias muy cortas y repetitivas dentro del genoma (GTGTGTGT), gencralmente situadas en
las regiones no codificantes del genoma. E! polimorfismo reside en el cambio def nimero de
repeticiones y puede analizarse por PCR o con sondas especificas (12). Al respecto, se ha estado
trabajando en la identificacion y caracterizacion de microsatélites para T dimidiate, basados en
especimenes de México, Guatemala y Honduras. Se encontrd que ocho primers o cebadores
amplificaban adecuadamente, mismos que podrin en un futuro ser utilizados para brindar

respuestas mas precisas a problemas de dispersién y reinfestacion de viviendas con los vectores

de la enfermedad de Chagas (42).
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Los microsatélites son buenos marcadores porque son: codominantes, altamente multialélicos,

con valores de heterocigocidad mayores a 0.7, abundantes (43).

Otro tipo de marcador molecular muy utilizado es ¢l de ADN extranuclear, que oomprcndc al
ADN mitocondrial (ADNm) y al ADN ribosomal (ADNr). El ADNr contiene numerosas
unidades de transcripcion (de aproximadamente 13 kb), cada una separada de la siguiente por un
espaciador no transcrito (de unos 30 kb) y denominadas ITS (Espaciador de transcripcion
interno, por sus siglas en inglés) (44). Usualmente los ITS presentan secuencias repetidas y en
tandem o microsatélites, que son muy buenos marcadores moleculares para diferenciar
poblaciones dentro de una misma especie, pero también han sido utilizados para resolver
relaciones entre taxones de reciente divergencia (< 50 millones de afios) (45). Cabe mencionar
en particular al segmento més variable del ADNT, el ITS-2 que presenta mayor diferencia entre
las poblaciones geograficas de T. dimidiata, que entre las otras especies del compejo Phyllosoma
(12). El estudio de Marcilla y colaboradores (45) indica que el ITS-2 es un buen marcador para
determinar relaciones supraespecificas, especificas y subespecificas en Triatominos. Concluyen
que T. dimidiata es una especie claramente diferenciada del complejo Phyllosoma. Incluye varias
poblaciones que ya muestran divergencias evolutivas en las cuales el aislamiento geografico

pareciera ser el factor de mayor relevancia (45).

Por otro lado, el ADNm constituye otro marcador molecular para genética de poblaciones. Una
caracteristica es que es heredado en via materna, en donde no hay recombinacion entre distintos
clones maternos, mismos que sirven para caracterizar poblaciones locales. La presencia de
dichos clones en sitios alejados de su ambito espacial sugiere la idea de dispersion y de flujo

genético. Asimismo pueden servir para detectar efectos fundadores en una poblacion (46).
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Debido a esta sensibilidad, es posible trazar en mapas la distribucion de la poblacién y su

estructuracion (34).

3.8.6 Utilizacién de marcadores en estudios en genética de poblaciones

Ejemplos de estudios taxonémicos pueden citarse, como el de Ana L. Garcia y colaboradores
(47), quienes compararon 3 pares de especies muy cercanas y morfologicamente similares,
mediante la técnica de RAPD. En ese trabajo se examiné el potencial de los protocolos para
RAPD’s en estudios taxonémicos y epidemiolégicos de poblaciones de insectos triatominos. Los
perfiles de RAPD obtenidos permitieron diferenciar dichos pares de especies, por lo que se puede
sefialar que separan caracteres ¢specie-especificos. Asimismo-detectaron polimorfismos entre
poblaciones domésticas y silvestres de T. infestans, y sugieren que puede la técnica estudiar

migraciones € incluso establecer fuentes de reinfestacion.

Asimismo, Panzera y colaboradores (13) utilizaron marcadores isoenzimaticos y cromosomicos
para diferenciar tres especies del género Triatoma (sordida, guasayana y patagonice).
Sin embargo, los analisis isoenzimaticos no lograron detectar ninguna evidencia de especiacion

entre poblaciones selvéticas y domésticas de 7. infestans (47).

Uno de los primeros marcadores utilizados para realizar estudios de genética de poblaciones
fueron las isoenzimas. Mediante esta técnica, Noireau y colaboradores (49) estudiaron la
estructura genética de Triatoma sordida. Se confirmé una variabilidad genética muy baja (tasa
de polimorfismo: 0.20). Las distancias genéticas entre las poblaciones de 7. sordida se
correlacionan con las distancias geograficas. Esto esta estrechamente relacionado a su vez con el

flujo genético entre las poblaciones y las estrategias de control y de vigilancia entomolégica (49).
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Por otro lado, existen numerosos estudios en los que se compara la variabilidad genética dentro y
entre dos 0 mds poblaciones, mediante distintas técnicas aplicadas simultineamente. En este caso
se puede citar el trabajo de investigacion de Borges y colabori;tiﬁfés (50) en el que 3 poblacioncS
de T. brasiliensis del norte de Brasil fueron comparadas con isoenzimas, RAPD y morfometria.
Los perfiles isoenzimaticos fueron idénticos para las tres poblaciones, sin embargo los patrones
de RAPD y los anilisis morfométrices fueron capaces de discriminar dichas poblaciones. Es
estudio sugiere que la separacion debida a distancias geograficas puede ser un factor influyente
en la estructuracion genética de las poblaciones de 7. brasiliensis (lo cual ya ha sido comprobado
con 7. infestans). Esta estructuracion puede derivar de una serie de eventos de domesticacion a
partir ‘de distintas subpoblaciones silvestres (50). En otro estudio, realizado por Jaramiflo y
colaboradores, (50), se lograron diferenciar dos especies de Rhodnini (Rhodnius prolixus y
Rhodnius colombiensis) mediante la técnica de RAPD. Sin embargo no se han logrado
diferenciar demes o subpoblaciones de la misma especie, especificamente silvestres y domésticas

de T. dimidiata, utilizando 1a técnica de RAPD.

En Guatemala, la Universidad de San Carlos de Guatemala, a través del Laboratorio de
Entomologia Aplicada y Parasitologia (LENAP), se ha dedicado a la investigacion de los
vectores de 1a enfermedad de Chagas, incluyendo entre las metodologias de analisis la de RAPD -
PCR. En colaboracion con la Universidad de Loyola, Nueva Orleans, ha publicado una serie de
articulos en donde se hacen comparaciones entre distintas poblaciones de chinches (41). En el
altimo trabajo de investigacion realizado, se comparo la diversidad genética de especimenes de 3
pueblos vecinos en el departamento de Santa Rosa, se encontraron distancias genéticas muy

pequefias entre las casas muestreadas (D = 0.013 - 0.022) y entre los dos pueblos (D = 0.0199).
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El indice de Fijacién, F , también resulté muy bajo, 0.019+/-0.033, y el ndmero de migrantes

Nm = 9.7 y 12, entre casas y entre pueblos respectivamente. Estos datos sugieren que las
subpoblaciones en las casas y en los pueblos adyacentes no se encuentran reproductivamente

asilados, sino que constituyen mas bien una poblaciéon panmictica (DORN 2002 com. pers, 9).

Otros estudios de este tipo se pueden encontrar en articulos de Anopheles, como €l de Manguin
et. al en 1999, donde mediante isoenzimas, RAPD, ITS y marcadores morfométricos analizaron
la estructura de la poblacion del vector malarico. Se encontraron diferencias genéticas entre los
124 individuos estudiados, provenientes de 13 poblaciones, logrindolos clasificar en dos grupos:
Anopheles darlingi y Anopheles nuneztovari . Sin embargo, marcadores moleculares mas
precisos que el RAPD no han sido wtilizados extensamente en triatominos, como ITS, ADN
mitocondrial o microsatélites. Por ejemplo, no es sino hasta el afio en curso (42) que se publico
un articulo acerca de una serie de primers o cebadores especificos para T dimidiata basados en

especimenes colectados en Guatemala, Honduras y México (42).

Por otro lado existe también la técnica de mapeo citogenético, que provee una forma de
determinar la localizacién de los genes mediante el examen microscdépico de los cromosomas.
Estos pueden diferenciarse por su tamaiio y la posicion del centromero. Posteriormente se tratan
las preparaciones cromosémicas con colorantes especificos, que permiten la observacién de
patrones de bandas para cada cromosoma (38). Los estudios citogenéticos de T. dimidiata, han
presentado resultados conflictivos, como el de los multiples cromosomas X que fueron reportados

por Panzera et. al (52) pero que no fueron confirmados por Schreiber & Pellegrino (53).
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3.9 Genética de poblaciones

391 Definicién
La genética de poblaciones estudia la variacion genética en poblaciones naturales y los factores

que la influencian. La genética de poblaciones es indispensable para el estudio de la biologia de
los vectores, porque provee las bases para comprender el papel del vector en la epidemiologia de

1a enfermedad y los factores que modifican su variacion genética (34).

3.9.2 Diversidad genética

Se refiere a la diversidad de la composicién genética de grupos de organismos, que depende de la

mutacion, seleccion, deriva génica y migracion.

La caracterizacion de la diversidad genética puede ser analizada a nivel individual, poblacional o
especifico. Dentro de poblaciones puede describirse utilizando las frecuencias alélicas o las
frecuencias genotipicas. Se puede calcular Ia heterocigocidad de un locus o la heterocigocidad
media de distintos loci, que se denomina diversidad génica. Cuando se analizan varias
poblaciones se recomienda utilizar el estadistico F. Si las poblaciones son pequefias y no se
encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg (HW), el uso del estadistico F no es recomendable

(54).

Para medir la cantidad de variacion genética para un locus especifico en una poblacion, Godfrey
Hardy, un matematico inglés y Wilhelm Weinberg, un fisico aleman, respondicron a esta
interrogante a través de un modelo matematico concluyendo que la herencia por si sola no

modifica las frecuencias génicas.




Por lo tanto, si no hay mecanismos evolutivos actuando sobre la poblacion, las frecuencias
genéticas no cambiaran y ello se denomina Equilibrio Hardy-Weinberg. Sin embargo como es
practicamente imposible que se cumplan todas las condiciones, Ia evolucion es un resultado
inevitable. Podemos concluir que el Equilibrio Hardy-Weinberg es un balance genético
hipotético que ocurre cuando las frecuencias alélicas permanecen constantes de generacion en
generacion como ausencia de mecanismos evolutivos. La formula matematica es: P +2pq+q

=1 y se explica mas adelante (55, 56).

Mediante el anilisis de los geles, es posible conocer 1a frecuencia del genotipo recesivo, es decir
de q°, puesto que no presentan banda. Aquellos loci en los que haya presencia de una banda,
pueden cormresponder al genotipo dominante - p*-, o al heterocigoto —2pg- . Con l1a ecuacion de
Hardy-Weinberg, presentada mds arriba es posible calcular entonces las frecuencias alélicas.
Una vez obtemidas las frecuencias alélicas —p- y —q- , se puede proceder al calculo de las
distancias y similitudes genéticas. Estas describen las diferencias genéticas entre mdividuos o
entre poblaciones utilizando un solo nimero que tiene un valor entre 0 y 1, en donde 0 significa

que no hay diferencia y 1 equivale a la maxima diferencia (54).

Al pasar los datos numéricos en una matriz binania, se logra de manera sencilla presentar los
datos y constituir una poderosa herramienta para analizar 1a diversidad genética de los individuos
y de las poblaciones. Especificamente, cuando se analizan los patrones de bandas obtenidos por
la técnica de RAPD-PCR, la diferentes bandas producidas por los individuos serin comparadas,

en donde la presencia sera notada como 1 y la ausencia como 0. (54).




La variacion genética revelada por la técnica de RAPD’s se debe a 4 tipos de mutaciones: (a)
mutaciones puntuales en los sitios de unién, (b) inversién en uno de los sitios de unidn, (c)

inserciones y deleciones dentro de la region amplificada (51).

Para medir la variacion genética, se utilizan medidas de distancia y de identidad que ayudan a
manejar los datos mas facilmente y a visualizar las relaciones generales existentes entre los
grupos. Las medidas de distancia son analogas a las distancias geométricas, es decir una

distancia nula equivale a tener grupos iguales.

Las medidas de identidad son el complemento de las medidas anteriores, ¢l que no haya

diferencia entre los grupos da como resultado un valor unitario y viceversa (57).

La medida de distancia genética mas empleada es seguramente la de Nel Para maltiples alelos,
como en el presente caso, se realizan los calculos sumando los alelos de todos los loci incluidos
en el estudio. El valor promedio por locus se calcula dividiendo estas sumas por el nimero de
loci. Los valores promedios, J'x (£ Pix Pis)s I'x( Pix) ¥ I’y (€ Piy) se utilizan para calcular la

identidad (I'y) y la distancia genética (D’x) como sigue:

J’x}"
Pz oo D’n= -In(Fn)
( er + J,y ) i
"N tiene un ambito que va desde cero (donde ningim alelos es compartido entre las poblaciones) a

uno (donde las poblaciones tienen frecuencias idénticas).




D’y tiene un ambito que va desde cero (para las poblaciones con frecuencias alélicas idénticas) al

infmito (para poblaciones que no comparten ningin alelo) (57).

El siguiente paso corresponde al anilisis de los indices con el fin de agrupar individuos
genéticamente relacionados. La técmica de Agrupamiento (Cluster Anilisis) con el método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), es el método mas sencillo
para la construccién de dendrogramas, que son la forma visual para identificar la similitud y la
relacion entre individuos o entre poblaciones. Originalmente fueron desarrollados para construir
fenogramas taxonomicos, es decir arboles que reflejan similitudes fenotipicas entre OTU’s
(Unidad Taxonémica Operacional), pero pueden también ser utilizados para construir arboles
filogenéticos. Para este fin, se usa el nimero de cambios nucleotidicos. El método de UPGMA,

emplea un algoritmo de agrupamiento secuencial.

Se identifica en primera instancia entre todas las OTU’s las dos con mayor similitud entre si (los
que tienen la menor distancia) y posteriormente se tratan éstas como una sola OTU.
Subsiguientemente, entre el nuevo grupo de OTU’s se identifica el par con maxima similitud, y
asi sucesivamente hasta quedar con solo dos OTU’s. Si la distancia minima aparece entre

unidades que ya han formado grupos entonces se toma el promedio aritmético no ponderado entre

todos los posibles pares (58).

Otra forma de medir la variacion genética, es mediante el cilculo de los estadisticos F de Wright.
El fundamento de este estadistico es la estructuracion de la poblacion en niveles jerarquicos y la
medicion de la varianza en los distintos niveles (TCHABARNICK & BLACK 1996). Una
poblacién subdividida tiene tres niveles distintos de complejidad: los organismos individuales

(I), las subpoblaciones (S) y la poblacion total (T) (59).

U
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Se tiene entonces que :

Hi = la heterocigocidad de un individuo en una sub-poblacion (o 1a heterocigocidad mqmcdio de
tod;);'los genes de un individuo) |
Hs = la heterocigocidad esperada de un individuo en una sub-poblacién con reproduccién
aleatoria (Hs seria el nivel de heterocigocidad encontrado en una subpoblacion si la misma esta
con reproduccion aleatoria)
Ht = la heterocigocidad esperada de un individuo en una poblacién total con reproduccion
aleatoria (este Ht representa lo que seria la heterocigocidad si se reunieran todas las

subpoblaciones y se reprodujeran al azar) (59).

A partir de las heterocigocidades se puede proceder a calcular los coeficientes de endogamia.

Fis mide la reduccién de la heterocigocidad de un individuo debido a apareamiento no aleatorio
dentro de una sub-poblacion. Los efectos de la divisién de la subpoblacion se miden con el
Indice de Fijacién (simbolizado Fst) que mide la reducciéon de la heterocigocidad de un
subpoblacién debido a deriva génica. El coeficiente de endogamia de un individuo (denotada
Fit) incluye una contribucién debido a la reproduccién no aleatoria dentro de las subpoblaciones

(Fis) y otra contribucién debido a la subdivisién misma (Fst) (59).

A partir del estadistico Fst se puede estimar la migracion (m). Fst se relaciona con m coan la

siguiente formula: Fst = 1/(1+4Nm) 6 Nm = (1-Fst)/4Fst (60).
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4. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas ha demostrado tener un gran impacto médico, social y econémico a
nivel latinoamericano. En Guatemala, 8% de la poblacion esta infectada con Trypanosoma
cruzi, parasito causante de la enfermedad. Asimismo, mis de 300,000 personas viven en areas de
alto riesgo, sin tomar en cuenta las transmisiones congénita y por transfusion sanguinea.  El
problema reside en que se trata de una afeccién basicamente asintomitica, el 70% de los
individuos positivos son asintomaticos, su tratamiento es costoso, dificil y con serios efectos
secundarios, rqsultando efectivq tnicamente en los primeros estadios de la enfermedad. Por otro
lado, los efectos de la enfermedad son severos, en un 21% de las personas infectadas se desarrolla
una cardiopatia crénica, en 6% lesiones digmti\.fas y en 3% desérdenes neuroldgicos, sin
mencionar los casos que llegan hasta la muerte (5). El Banco Mundial, definié el mal de Chagas
como la enfermedad parasitaria de mayor impacto social negativo en América Latina en términos

de afios potenciales de vida perdidos, superando al de la malana.

Una forma de combatir la enfermedad es controlando a los vectores del pardsito. Esto hace
necesario el estudio de su comportamiento y de 1a estructura de sus poblaciones. En Guatemala
" Triatoma dimidiata es el vector de mayor importancia epidemiolégica, por los problemas que
presenta su erradicacion. Esta especie consta con reservorios silvestres y ha logrado adaptarse
adecuadamente a los habitat domésticos y peridomésticos. Esto requiere de la puesta en marcha
de estrategias de control disefiadas de acuerdo a las caracteristicas del vector y de las

comunidades, para realizar un control mas efectivo.
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Es por ello que los distintos paises latinoamericanos se congregaron para hacerle frente a la
enfermedad mediante iniciativas de control regionales (Cono Sur, Pacto Andino,
Centroamericana) (4),_'(‘_[&6‘ generaron la necesidad de inv&sﬁgar los movimientos poblacionales de
los triatominos, la interaccion entre sus poblaciones silvestres, domésticas y peridomésticas, asi
como su estructura genética, para sugerir mejores formas de control e identificar el origen de las

reinfestaciones.

La caracterizacion de las poblaciones de triatominos, ha cobrado gran importancia en el seno de
las instancias de salud, por lo que se ha buscado comprender la estructuracion de las poblaciones,
con la ayuda de distintos tipos de marcadores, entre los cuales estin los marcadores moleculares.
Estos, mediante estudios de la estructura genética de las poblaciones, determinan la presencia o
ausencia de flujo genético. Se revela importante analizar la presencia de dicho flujo entre
poblaciones silvestres y domésticas, debido a que las primeras pueden constituir el origen
potencial de las reinfestaciones. El conocimiento de la estructura poblacional permitiria
finalmente el disefio de programas de aplicacién efectiva de los insecticidas en las comunidades
afectadas por la enfermedad (donde rociar, en qué época, con qué frecuencia, como mejorar las

viviendas) para erradicar al vector.




5. OBJETIVOS

5.1 General

Comparar la variabilidad genética existente dentro y entre seis poblaciones, tres domésticas del
Pacifico y tres silvestres del Atlantico de la Repablica de Guatemala, con el fin de comprender
mejor la dindgmica migratoria y la estructura poblacional de Triatoma dimidiata .

5.2 Especificos

5.2.1 Determinar la variabilidad genética de 7. dimidiata en las poblaciones muestreadas
utilizando la técnica de PCR-RAPD.

522 Calcular las frecuencias alélicas y las distancias génicas entre las distintas poblaciones
muestreadas de 7. dimidiata de Guatemala en base al indice de Nei, infiriendo su estructura y

movilizacion.

5.2.3 Evaluar el flyjo genético entre las seis poblaciones de 7. dimidiata analizadas mediante el
calculo de Fst y de Nm.

5.2.4 Analizar los componentes de la varianza en los tres niveles jerarquicos siguientes: sub-

poblacion (localidad muestreada), vertiente (Atlantico-Pacifico) y poblacion total.

5.2.5 Profundizar acerca del conocimiento de 1a dinimica migratoria y la estructura poblacional
de Triatoma dimidiata para contribuir en el programa de control de la enfermedad de Chagas.
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6. HIPOTESIS

Las seis poblaciones de Triatoma dimidiata estudiadas en la Repiiblica de Guatemala (Yaxha,
Lanquin, Lachud, Escuintla, Santa Rosa y Jutiapa) son diferentes respecto a los alelos analizados
mediante Ja técnica molecular de PCR-RAPD (Amplificacion aleatoria del ADN polimérfico con

la técnica de PCR), debido al aislamiento geogrifico.




7. MATERIALES Y METODOS

UNIVERSO DE TRABAJO:
Se trabajé con una muestra de 78 chinches de la especie Triatoma dimidiata, de seis
poblaciones (silvestres, domésticas y peridomésticas) de la Republica de Guatemala.

RECURSOS HUMANOS

Investigadora principal: Claudia Irene CALDERON
Asesores: MSc. Carlota MONROY y Lic. Juan J. CHAVEZ
Supervisor: MSc. Sergio MELGAR

Colaboradores: personal del laboratorio LENAP

RECURSOS MATERIALES

A. PARA LA EXTRACCION DE ADN

Suministros
Tubos eppendorf de 1.5 mL Pistilos Baiio Maria (65°C)
Centrifugadora Duroport Gradillas para tubos
Hieleras con hielo picado Micropipetas Congelador a -20°C
Maiquina para hacer hielo Mechero Fosforos
Papel mayordomo Recipientes plasticos | Material de diseccién
Reactivos
NaCl libre de ADN Sacarosa libre de ADN EDTA libre de ADN
Tris-HCI libre de ADN SDS libre de ADN Agua tridestilada esténl
Agua destilada K-Acetato Etanol al 70 %
Etanol absoluto Acido Clorhidrico Agua jabonosa
ARN asa TE Cloro
B. PARA LA AMPLIFICACION
Reactivos
Termo Buffer 10x MeCl, H>O para PCR |

Primers Oligonucleotidos Taq polimerasa E




Equipo
Micropipetas Tubos eppendorf de 200 pl. | Hicleras
Congelador -20°C. | Termociclador.

C. PARA EL CORRIMIENTO DE GELES

Reactivos
Loading gel | Agua destilada Agarosa
(loading dye)
TBE 0.5X Bromuro de Etidio Marcadores moleculares

D. PARA EL ANALISIS DE DATOS

Programa de analisis de geles, paquetes estadisticos (RFLP scan, PHYLIP, RAPDEST,

RAPDBIOS, BIOSYS-2).

METODOS

Se trabajé con 8 chinches de Lachua (Alta Verapaz), 15 de Yaxha (Petén) y 15 de Lanquin
(Alta Verapaz), obteniendo un total de 38 individuos para la poblacion silvestre de la
vertiente Atlantica. Por otro lado, se trabajé con 15 chinches de Escuintla, 10 de Jutiapa y 15
de Santa Rosa, obteniendo de esta forma 40 individuos para la poblacion doméstica de la
vertiente Pacifica. El disefio del experimento consiste en: tres poblaciones silvestres,
localizadas en la vertiente Atlantica de Guatemala y tres poblaciones domésticas de la
vertiente Pacifica, que fueron comparadas genéticamente entre si. El trabajo de campo
consistié en alcanzar un nimero minimo de n = 30 chinches para cada una de las vertientes,
lo que correspondia a un nmimero de 10 a 15 individuos, por sitio de muestreo. Cada
espécimen fue colectado e identificado adecuadamente ingresandolo a la coleccién de

referencia del LENAP. Las muestras se preservaron en alcohol al 95% con 5% de glicerol a

4° C.




Debido a las diferencias de tamafio segun el estadio en que se encontraban las chinches, se
tomo el siguiente patrén para la extraccion de ADN de las patas, mismo que ya ha sido

utilizado en las investigaciones anteriores del laboratorio:

ESTADIO CANTIDAD DE PATAS A USAR
Adulto hembra o macho
Quinto estadio
Cuarto estadio
Tercer estadio
Segundo estadio

Primer estadio Todo el insecto

o JECTRRVERL S Y 8)

Setenta y ocho especimenes fueron wlw@os ya sea en casas o en regiones silvestres, en las
seis lomlid:;des de interés (Lachud, Yaxha, Lanquin; Puerto de San Jose, Aguazarca y El
Carrizal). Los especimenes vivientes fueron colocados en recipientes plasticos y transportados
al laboratorio LENAP de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Las patas de las
chinches fueron removidas, colocadas en tubos eppendorf con etanol, previa identificacion
Luego fueron colocadas en un nuevo tubo, al que se le agregaron 100 pL de buffer de
extraccion.  Se escogieron las patas de las chinches para aislar el ADN porque proveen

muestras libres de ADN contaminantes (parasitos o simbiontes).

Extraccion del ADN

Las patas de las chinches fueron procesadas para la extraccion de ADN conforme al proceso
RAPD-PCR (61) y amplificacion con 4 primers de la casa Operon: L1(5°CGG CCC CTG G3°), L4

(5°GTG GAT GCG A 3"), L5 (5 AAG AGC CCG T 37), H3 (5" CAT CCC CCT G 37).




El ADN se extrajo de las patas mediante maceracion, utilizando un pistilo y 100 pl de buffer de
extraccion (0.1 M NaCl, 0.2 M sacarosa, 50 mM EDTA, 100 mM Trs-HCI [pH 8.0-9.0], 0.05
% SDS). Se utilizé un pistilo por muestra de ADN. Los pistilos contaminados se remojaron en
icido clorhidrico 1M, se lavaron con jabén, enjuagaron con agua destilada y autoclavearon
antes de utilizarlos de nuevo. Los tubos eppendorf donde se maceraron las muestras fueron
centrifugados brevemente a 14,000 rpm. Inmediatamente se pusieron a incubar en bafio maria
las muestras por 30 minutos a 65°C.  Se agregaron catorce microlitros de acetato de potasio
8M para obtener una concentracion final de IM.

L. / . T
Las muestras se pusieron a incubar por quince minutos en hielo, para precipitar el SDS
(detergente utilizado para romper la membrana celular). Las muestras se centrifugaron en frio
(4°C) a mixima velocidad por 10 minutos y se transfirié el sobrenadante a otm tubo con 200pul
de etanol frio para precipitar el ADN. Las muestras se incubaron en hielo al menos 10 minutos
y se centrifugaron durante 20 minutos mas (14,000 pm a 4°C). La pastilla de ADN resultante
fue lavada con etanol al 70%, y luego al 100%. Se dejé secar para re-suspenderia en 50y de
TE estéril (10 mM Tris-Cl, pH 7.5, 1 mM EDTA, pH 8.0) con 1U ARNasa. Las muestras

fueron por dltimo almacenadas a —20 °C hasta su amplificacion.

Amplificacion aleatoria del ADN polimorfico (RAPD)

El protocolo de RAPD-PCR fue modificado de Garcia et al (47). El Master Mix consiste en
una mezcla de 37 pl que contienen PCR buffer, 10mM Tris-HCI (pH 8.3, 50 mM KCl), 3
mM MgCl,, 40 pmol del iniciador seleccionado, y 200 uM de cada uno de los ANTP’s (A, T,

C. Q).
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A la mezcla de Master Mix se le agregaron 2 ul de ADN plantilla y 2 pl 7aq polimerasa para
un volumen final de 41 pl. El ADN se amplifico en un termociclador (Perkin Elmer, GeneAmp

PCR System 2400) con las siguientes condiciones:

e Paralos iniciadores L1,14 yL5:

80 °C por 15 min., 94°C por 1 min, 30°C por 2 min, 72°C por 1 min (2 ciclos); 94°C por 30
sec, 40°C por 2 min, 72°C por 1 min (32 cidos); 95°C por 30 sec, 40°C por 2 min, 72°C por 5
min, (1 ciclo), posteriormente mantenido a 4°C.

e Para el iniciador H3:

80 °C por 15 min, 94°C por 1 min, 30°C por 2 min, 72°C por 1 min (2 ciclos); 94°C por 30
sec, 42.7°C por 2 min, 72°C por 1 min (32 ciclos); 95°C por 30 szc, 42.7°C por 2 min, 72°C
por 5 min, (1 ciclo), posteriormente mantenido a 4°C.

Se incluyeron dos controles negativos en todas las corridas para detectar 1a presencia de
contaminacién. Posteriormente, 10 pl de amplicones fueron comidos en geles de 1.5% de
agarosa y 0.5X TBE buffer (44.5 mM Tris-base, 44.5 mM acido borico, 1 mM EDTA, pH
8.0), utilizando los marcadores moleculares “100 bp Ez Load Molecular Ruler”, con un
rango de 100-1000 bp , muestra 10 bandas y “ Phi-X 174 RF DNA/Hae 111 Fragments™ con
las bandas -1353, 1078, 872, 603, 310-. Los geles fueron posteriormente tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados en un transiluminador por rayos UV. Luego, se procedi6 a

tomar una fotografia digital que se descargé en la computadora.

Para medir la distancia genética entre dos unidades taxonomicas (OTU’s), es necesario
comparar sus patrones de bandas. Patrones similares significan que los individuos son

genéticamente cercanos, mientras que patrones diferentes indican divergencia genética.
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Esto se realiz0 mediante el programa de analisis de imagenes GENEPROFILER de
Scannalytics. Se elaboraron tablas de presencia-ausencia para realizar las comparaciones
entre poblaciones. Las poblaciones se compararon con base en las frecuencias alélicas. Se
asume que el genotipo dominante presenta bandas especificas de un peso molecular
determinado, mientras que el recesivo no presenta bandas. La ausencia compartida de una
banda provee mas informacion, ya que se sabe que los individuos son homocigotos recesivos,
para el caricter en cuestion, mientras la presencia compartida puede ser ya sea homocigotos o
heterocigotos dominantes (62). Para el anilisis de datos se tomé como punto de partida la
suposicion de que la poblacién se encontraba en equilibrio Hardy-Weinberg (67). A partir de
las frecuencias del alelo dominante - ’se‘ procedi6 a realizar el calculo ponderado de las
frecuencias alélicas. Para ello, se tomd en cuenta el namero efectivo de tndividuos que
fueron amplificados (Cuaciro 1) por primer y por regién geogrifica . De todos los loct
encontrados, se selecciond unicamente aquellos cuyas frecuencias alélicas ponderadas se
encontraban entre 0.1 y 0.6. El indice de Nei (I'y) y la distancia genética de Nei (D’¢) fueron

calculados a partir de dichas frecuencias alélicas.

Se elabor6é un arbol filogenético o dendrograma con el programa Neighbor de PHYLIP-
Phylogeny Inference package-, version 3.5C, con la opcion UPGMA (32, 63). Estos son
graficos de agrupamiento en los que las unidades taxondmicas se encuentran al final de una
rama. Estas se van uniendo entre si hasta quedar sdlo una de ellas. El indice de Fijacion de
Wright (Fsr) entre poblaciones y el nimero efectivo de migrantes (Nm) fueron calculados con
el programa RAPDFST a partir de la formula: Fsr= 1/(4Nm +1). La Gltima version estima el

Teta de Weir y Cockerham y el FST que utiliza la técnica de Lynch y Milligan.




En esta técnica, se utilizan las frecuencias alélicas de las poblaciones para estimar el nivel de
flujo genético. Se utilizé asimismo el programa RAPDBIOS (63), programa que convierte
los datos obtenidos a partir de la técnica de RAPD-PCR en frecuencias alélicas (DATYPE=3)
para subsiguientes analisis con BIOSYS. Biosys continua siendo uno de los programas de

computacién mas utilizados para el analisis de datos de genética de poblaciones.

Se utilizd en el presente estudio la version mejorada de Biosys por el doctor William Black,
denominada BIOSYS-2 (64). Medidas de la variabilidad genética son calculadas con este
programa (heterocigocidad promedio por locus, alélos por locus o porcentaje de loci

polim()rﬁ'cos).. -

Posieﬁomlente, se realizo un analisis jerdrquico, con el cual se pudo comprender como se
distribuian los componentes de la varianza.  En este estudio se subdividié a la poblacion
total de chinches en tres niveles: el de la poblacion total, el de las vertientes
(Atlantico/Pacifico) y el de las subpoblaciones (cada una de las seis localidades). De esta

forma se pudo estimar la contribucién de cada nivel a la varianza total de la poblacién (65).




8. RESULTADOS

Seis poblaciones de insectos triatominos del género T. dimidata fueron comparadas utilizando la
técnica molecular de PCR-RAPD.  Algunos &specimehég uﬁlizados fueron tomados de la
coleccion de referencia, los tros fueron colectados después. Se trabajé generalmente con
especimenes adultos, sin importar el sexo de los mismos, que no afectan en los resultados de los
analisis. Se trabajo con poblaciones provenientes de distintas regiones geogrificas y con distinto

habito ecoldgico como se muestra a continuacion:

SITIOS DE MUESTREO:

Poblaciones Silvestres (Atlantico = 38)
Alta Verapaz (Coban, Parque Nacional Laguna Lachud): 8
Alta Verapaz (Lanquin, cuevas): 15

El Petén (Melchor de Mencos, sitio arqueoldgico Yaxha ): 15
Poblaciones Domésticas (Pacifico = 40)

Escuintla (Puerto de San José): 15
Santa Rosa (Santa Maria Ixhuatan, aldea Aguazarca): 15
Jutiapa (Jutiapa, aldea El Carrizal): 10

De los 78 individuos analizados, no siempre se logré una amplificacién exitosa del ADN. En
ciertos casos se obtenia una amplificacion de todos-los individuos una poblacién, para un
iniciador determinado. En otros casos ocurria lo contrario. Se muestra en el siguiente cuadro el
numero de individuos que fueron efectivamente amplificados por cada'sitio de muestreo y con
cada uno de los cuatro iniciadores (L1, L4, LS, H3), indicando el nimero real de muestras

analizadas. Noétese que con el iniciador H3 se lograron amplificar menos muestras.
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CUADRO 1. Porcentaje de muestras amplificadas por iniciador

| - B 4 5

Petén . 14 11 14 14
Lachua 7 7 8 8
Lanquin 9 4 10 14

Escuintla 12 12 14 13
Santa Rosa 12 11 13 13
Jutiapa 13 13 12 13
TOTAL 67 58 71 5

de mu .
|_amplificadas 85 74 91 96

A partir de los geles analizados y de la matriz binaria generada por el Geneprofiler, se obtuvo un
total de 241 loci. A través de un cdlculo ponderado de las frecuencias alélicas, se obtuvo un &to
umnico por loci. Estos sufrieron un tamizaje: se seleccionaron unicamente aquellos loci cuya
frecuencia del alelo dominante se encontraba entre 0.1 y 0.6. A raiz del conocimiento previo que
se tiene de las poblaciones de Triatoma dimidiata de Lanquin, se decidié realizar dos analisis:

uno con Lanquin y otro sin Lanquin. Para cada uno, se presentan los loci seleccionados y la

frecuencia de -p-.
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CUADRO 2. Frecuencias alélicas de los loci con valores intermedios.
A partir de la matriz de datos binarios obtenida con el programa Geneprofilec, se calcularon las frecuencias alélicas,
mediaate promedios ponderados de seis poblaciones (con Lanquin) o de cinco Gnicamente (sin Lanquin). De todos
los loci iniciales, se seleccionaron para los analisis subsiguientes, Unicamente aquellos cuyas frecuencias alélicas se

encontraban entre 0.1 y 0.6 (frecuencias intermedias). Notar que no son los mismos alelos en cada caso.

Frecuencias
alélicas
lc/ Lanquin
Loci p

H3-11 0.555
H3-12 0.242
H3-14 0.124
H3-19 0.211
H3-22 0.581
H3-25 0.297
H3-27 | 0.369’
H3-28 .12
H3-40 0.23
H3-7 0.272
L1-10 0.155
L1-12 0.386
L1-15 0.135
L1-16 0.442
L1-26 0.341
1.1-28 (.551
L1-41 0.1
L1-49 0.277
L4-15 0.592
L4-29 Q.319
L4-4 0.132
15-13 0.102
L5-14 0.115
L5-17 0.249
£5-19 0.487
L5-22 0.39
L5-25 0.113
L5-27 0.235
L5-29 0.547
1.5-37 0.247
L542 0.288

KFrecuencias
alélicas
s/ Lanquin
Loci P
H3-12 0.254
H3-13 0.148
H3-14 0.124
H3-19 0.260
H3-24 0.105
H3-25 0.350
H3-27 0.398
H3-28 0.112
H3-40 0.233
H3-5 0.105
H3-7 0.315
H3-8 0.120
L1-10 G.150
L1-12 0.378
L1-15 0.152
L1-16 0.405
£1-21 0.106
L1-26 0.353
11-28 0.568
L1-41 0.228
L1-48 0.117
L1-49 0.254
L4-15 0.548
L4-29 0.302
144 0.130
151 0.109
15-13 0121
L1517 Q.215
L5119 0.470
L5-22 0.371
L5-25 0.139
L5-27 0.228
{529 0.545
L5-37 0.245
1 5-42 0.353
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En base a las frecuencias alélicas ponderadas, y tomando en cuenta Gnicamente aquellas que se

encontraban en al ambito de 0.1 a 0.6 (presentadas en el cuadro 2), se procedio a calcular el

indice de Nei y la distancia genética entre las poblaciones. Se realtzo este célculo incluyendo a
Lanquin (cuadro 3) y excluyendo dicha poblacion (cuadro 4) para visualizar mejor el efecto de
esa poblacion que tiene caracteristicas de estar aislada geograficamente (recordemos que los
especimenes provenientes de dicha localidad son colectados dentro de cuevas calcarias). Las

distancias mas pequefias encontradas son entre las poblaciones de Santa Rosa, Jutiapa y Lachui.

CUADRO 3. Indices de Nei y distancias genéticas

Indice de Nei (I'n) |Distancia Genética (Dx)
Escldut 0.919 0.085
EsciLac 0.919 0.084
EsciLan 0.776 0.254
Esc/Pet 0.846 0.167
Esc/SR 0.922 0.081
Jut/ Lac 0.959 0.041
Jut/Lan 0.799 0.224
Jut/Pet 0.882 0.125
Jut/SR 0.951 0.050
Lac/Lan 0.841 0.173
Lac/Pet 0.886 0.121
Lac/SR 0.960 0.040
Lan/Pet 0.828 0.189
Lan/SR 0.808 0.213
Pet/SR 0.889 0.118
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Una forma de visualizar graficamente los resultados presentados en
el cuadro anterior es mediante un dendrograma. Es un arbol que
agrupa las poblaciones segun la distancia que las separa, donde 0 es
la minima distancia, es decir que no existe diferencias entre las
poblaciones comparadas. La figura 7, muestra las relaciones entre
chinches de las seis localidades estudiadas (Escutntla, Jutiapa, Santa Rosa,
Lachui, Peten y Languin), logrando separar ligeramente las poblamom
silvestres de las domésticas.

L

Fig. 7. Dendrograma producido por el método de UPGMA basado en loci
de RAPD-PCR, utilizando la distancia genética de Nei.
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= CUADRO 4. Indices de Nei y distancias genéticas

En base a las frecuencias alélicas ponderadas intermedias. No toma en cuentaala.
poblacion de Lanquin. e

Indice de Nei Distancia
(Pn) Genética (Dy)

Escldut 0.905 0.039

Escl/Lac 0.874 0.135

Esc/Pet 0.792 0.233

Esc/SR 0.897 0.109

Jut/ Lac 0.919 0.085

1 LactPet 0.867 0143

Lac/SR 0.944 0.058

) Pet/SR 0.861 0.150

o005
aer2

0.108

0170

. Fig. 8. Dendrograma producido por el método de UPGMA basado en loci de RAPD-PCR, utilizando la
distancia genética de Net.
(muestra relaciones entre chinches de las localidades estudiadas, sin Lanquin)




Por otro lado, con el programa RAPDFST se calcul6 el indice de fijacion Fst que cuantifica el
efecto de la endogamia causado por la estmctnracmn de las poblaciones, con tres técnicas:
Wright, Weir & Cockerham y Lynch y Milligan, sin observarse mayor diferencia entre ellas.

Asimismo, se obtuvo el cilculo de Nm que da una estimacion del ndmero efectivo de migrantes

de una poblacion a la otra.

CUADROS. Indice de fijacion (Fst) y nimero efectivo de migrantes (Nm)

; Indice de fijacion (Fst) y Wright Weir y Cockerham | Lynch y Milligan

Nilinem, efeelive. de Fst Nm Fst Nm Fst Nm
migrantes (Nm) segin:

A partir de las 6 poblaciones | .246 8 .239 8 .500 2
estudiadas (con Lanquin)
A partir de las S poblaciones|.171 12 185 1.1 187 1.1
estudiadas (sin Lanquin)

Finalmente, se realiz6 un analisis jerarquico con el programa BIOSYS-2 , para estimar los
componentes de la varianza en tres niveles: Poblaciones (de mes), Vertientes y Poblacion Total.
Se realizo el analisis con y sin Lanquin, sin obtenerse mayor diferencia entre ambos analisis. En
los cuadros 6 y 7 se observa que la mayor parte de la varianza se da entre poblaciones dentro de

las vertientes.

wh
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CUADRO 6. Componentes de la varianza y estadistico de F entre los loci
(6 poblaciones) (Analisis Jerarquico)

Combéracién :
e e Componente de la F
X Y varianza XY
POBLACION - VERTIENTE 2.43191 .211
POBLACION - TOTAL 2.23208 -.197
VERTIENTE - TOTAL -.19983 ~-.018
CUADRO 7. Componentes de la varianza y estadistico de F entre los loci

(5 poblaciones) (Analisis Jerdrquico)

Comparacién ! S
—————————————————————— Componente F
X Y de Varianza XY
POBLACION - VERTIENTE 2.01037 .174
POBLACION - TOTAL . 1.61096 .145
VERTIENTE - TOTAL -.39942 -.03%

n
[S9]




9. DISCUSION DE RESULTADOS

. Dado que I. dimidata es en Guatemala el principal vector del parasito 7. cruzi, agente causal de
B la enfermedad de Chagas, y que para desarrollar estrategias de control es indispensable
comprender el comportamiento del vector, se decidié realizar un estudio sobre la variabilidad
genética de seis poblaciones de chinches picudas y sobre su tasa de migracion. Los estudios
epidemioldgicos detallados por poblaciones individuales, revisten de una gran importancia para
efectos de control porque informan sobre la estructura poblacional, sobre la presencia o ausencia
de movimiento entre las poblaciones, sobre las diferencias en el comportamiento de los
especimenes, que regiran las futuras decisiones en los programas de emadicacion de los vectores

de la enfermedad de Chagas.

Por la importancia acerca del origen de las reinfestaciones, se seleccionaron poblaciones de
habito doméstico, las del Pacifico, y de habito silvestre, las del Atantico. Estudios anteriores
realizados en el LENAP, habian utilizado otro tipo de marcador, el morfométrico, para
caracterizar a las poblaciones, describiendo sus propiedades métricas, comparando la vanabilidad

de sus caracteres y estableciendo si era posible diferenciarlas en base a dichos parimetros.

Investigaciones previas han mostrado que las poblaciones de 7. dimidiata presentan una gran
variabilidad morfologica y cromatica a lo largo de su rango de distribucién, que va desde México
hasta la regién norte de Sudamérica (18). Inctuso dentro del pais, las poblaciones presentan una
extensa variabilidad: por ejemplo los especimenes traidos de El Petén y de Lachui son mas
pequeiios (~3 cm), con coloracién oscura mientras que los de Lanquin son mas grandes (~ 4 cm)

y de tonalidad clara.
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Estudios morfométricos realizados por el LENAP han separado las chinches de Petén v las de
Lanquin (66). Una forma de caracterizar la estructura de una poblacién, es estudiarla con
distintos marcadores, para tratar de explicar los patrones observados. En este proyecto se decidio
utilizar un ‘marcador genético y no fenético, para determinar, si a nivel del ADN existian
vanaciones significativas que mostraran una divergencia entre las poblaciones. Una técnica que
ya habia sido implementada en el laboratorio con anterioridad, la técnmica de PCR- RAPD
(Amplificacion Aleatoria del ADN polimérfico, variante de la técnica de Reaccion en Cadena de

la Polimerasa) fue utilizada con ese fin.

El procedimiento del RAPD es relativamente rapido, no requiere de grandes cantidades de ADN,
no involucra radioactividad ni requiere la transferencia tipo Southern blot (36). En el RAPb-
PCR, el polimorfismo se segrega independientemente, sugiriendo que cada banda representa un
locus individual (67) y que los alelos son dominantes, ya que los polimorfismos se detectan
mediante la presencia o ausencia de bandas (datos binarios). Cabe seifialar que los polimorfismos
son heredados de manera mendeliana (68) La wtilizacion de las patas como fuente de ADN evita
la contaminacion con ADN de simbiontes y de parasitos como 7T cruzi. Un control negativo, que
lleva casi todos los componentes de la reacciéon excepto ADN, que es manipulado al mismo
tiempo y de idéntica manera que los tubos que tienen el ADN, es incluido poniendo en evidencia

si hay contaminacién en el Master Mix alicuotado, para darle mayor confiabilidad.
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Sin embargo, uno de los defectos del RAPD es la dificultad para reproducir sus patrones. Los
factores que afectan a esta técnica son: la concentracion y la calidad del ADN; la concentracion
de los iniciadores, la concentracion de la Taq polimerasa, la concentracion de los NTPs (bases
nitrogenadas) y del MgCl, ajuste del termociclador, y debe por lo tanto optimizarse las

condiciones de trabajo y aplicarlas con rigor a lo largo del estudio (40).

Se asumi6 en este estudio que los fragmentos de ADN que comigraron en el corrimiento de geles,
derivaban de alelos idénticos. Posteriormente, las frecuencias de los alelos en cada poblacion

fueron estimadas.

)
4

Al respecto podemos observar el cuadro 1 de los resultados, en la que se presenta el porcentaje de
muestras amplificadas por iniciador. Se puede observar que fue con el primer H3 con el cual se
tuvo mas dificultad en la amplificacion de las muestras (74% de muestras efectivamente
amplificadas). Este tipo de resultados se ha repetido en estudios anteriores, como el de

“Comparacién de poblaciones silvestres y domésticas de Triatoma dimidiata™ (66) y puede

deberse a la secuencia del primer.

Lynch en 1988 demostré que al utilizar técnicas moleculares para determinar el grado de
semejanza era necesario establecer las frecuencias de alelos en la poblacion estudiada, para evitar
sesgos en los analisis. Apostol et al. (62, 69) avalé este hecho indicando que los valores
discriminatorios para determinar semejanza genética dependeran de Ia frecuencia de los alelos en
la poblacién estudiada. En este caso no se utilizaron las frecuencias extremas porque son menos
informativas, y se seleccionaron anicamente aquellas cuya frecuencias se encuentra entre 0.1 v

0.6. No se utilizaron las frecuencias extremas que son menos informativas.

(A
1%
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Esto se realizd con el fin de no sobreestimar o subestimar el grado de semejanza entre las
poblaciones, por lo que el nuevo conjunto de loci trabajados, fue denominado como “Frecuencias

Depuradas™ (Ver Cuadro 2).

A partir de‘las frecuencias alélicas depuradas se calculo el indice de Nei, medi&a de distancia
genética mas ampliamente utilizada, comparando por pares las seis poblaciones estudiadas (Ver
Cuadros 3 y 4). El calculo del I'n y de la Distancia Genética de Nei (D’N), se realizaron con y sin
Lanquin. Esto iltimo se debe al hecho que las chinches de Lanquin provienen de cuevas, y por
su apariencia fenotipica (especimenes grandes y de coloracion clara), por los resultados obtenidos
en morfometria y en patrones de sensillas,! pareciéran estar aisladas geograficamente de las
demdés. Se puede apreciar entonces en los cuadros 3 y 4 que el valor de I'y es va de 0.776 a
0.960 y de 0.792 a 0.944, r&spectivaéncntc. Recordemos que el indice de Nei tiene un rango que
va desde 0, donde ningiin alelo es compartido entre las dos poblaciones, hasta 1, donde las dos
poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas. Los resultados encontrados se acercan a la
unidad, y puede deberse a distintas razones: hubo una reciente separacion de las poblaciones por
lo que aun no se diferencian entre si; existe un flujo migratorio entre las mismas que las mantiene
homogéneas; existe poca deriva génica por ser grandes poblaciones que ha evitado procesos de
fijacion alélica (57). En este caso especifico, la segunda razon pareciera ser la mas acertada

aunque las otras no deben descartarse.
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Incluso, durante las giras de campo, se han puesto trampas de luz cerca de las cuevas y las
chinches que se colectan de esta forma difieren notoriamente de las que son colectadas dentro de

las cuevas (Monroy 2002 com. pers).

Las poblacibnes de Lanquin y Escuintla aparecen como las dos poblaciones genéticamente mas
distantes, con un D’ N = 0.254. El valor de D’n, va desde 0, en poblaciones con frecuencias

alélicas idénticas; hasta el infinito, para poblaciones que no comparten ningim alelo.

Estudios de distancias genéticas calculadas entre especies y poblaciones de los géneros Triatoma
y Rhodnius, (12) seﬁalan los siguientes datos:/

D’ N = 0.504 entre dos especies distintas y D’ v = 0.013 entre dos poblaciones de Ia misma
egpecie. Asimismo, en el estudio realizado por Do y colaboradores (publicacién en prensa),
encontré muy pequefias distancias genéticas (D = 0.013 — 0.022) entre tres subpoblaciones de T.
dimidiata en una misma aldea. En nuestros resultados el D*~ va desde 0.040 hasta 0.254, por lo |
que se podria sugerir que todas la poblaciones muestreadas pueden estar diferenciandose entre si,

pero pertenecen ain a una misma especie.

Una forma de visualizar graficamente las relaciones genéticas entre distintas poblaciones es a
través de los dendrogramas, construidos con el método de UPGMA y el graficado con el

programa PHYLIP (Ver figuras 7 y 8). Los dendrogramas sefialan entonces las relaciones

genéticas entre las poblaciones.
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En general se aprecia una separacion entre habitats, con excepcion de Lachua (silvestre) quien se
asemeja mas a las poblaciones domésticas de la vertiente Pacifica que a las otras poblaciones
silvestres. Este punto podria explicaré'e.. ‘debido a la existencia de un flyjo entre dichas
poblaciones, a través de movimientos pasivos de las chinches (mediante acarreo en troncos, la
zona de Laéhué es explotada por su riqueza maderera), o bien por la existencia de poblaciones
intermedias que sirven de puente hacia las poblaciones domésticas.

Ademds, cabe sefialar que la muestra de Lachui es la menos representativa cuantitativamente
hablando, por lo que no se puede dar una explicacion segura de la situacion en cuestion.

Entre las poblaciones domésticas de Jutiapa,,Santa Rosa y Escuintla existe una correlacion entre
las distancias genéticas y las distancias geograficas. La poblaciéon de Lanquin es separada por
esta técnica de las demas poblaciones, a pesar de su cercania geografica con Lachuid. Quiz solo

~ se pueda inferir que se esté dando algim proceso incipiente de especiacion.

Por otro lado, aunque a menudo nos referimos a los individuos de una region geografica
especifica como miembros de una poblacién, frecuentemente observamos que muchos tienden a
agruparse, y por lo tanto a crear subestructuras. Una forma de determinar esa “particion” de la
poblacion en distintos niveles y de estimar el flujo migratorio, es a través de los estadisticos F
(Fst) y del calculo de Nm, mimero efectivo de migrantes que van a reproducirse por generacion,
dando una idea sobre la presencia o ausencia de flujo genético entre las distintas poblaciones
analizadas. Dentro de una poblacion subestructurada, dos subpobla}:iones pueden no estar
aisladas completamente por la presencia de migrantes entre las mismas, que permiten el
intercambio genético Asi se mantienen heterocigotos en las poblaciones y se evita la pérdida de

alelos por procesos de deriva génica.




Las migraciones dependen directamente de la movilidad de los individuos analizados, en este
caso dc'j_lz;é chinches, cuya capacidad de- vuelo es relativamente limitada. A través de los
estadisticos empleados, se obtuvieron resultados que sugieren €l no desplazamiento de los
individuos &e Lanquin. Esto fue una de las razones por las que se decidio hacer los analisis con 'y

sin Lanquin.

El cuadro 5 y los anexos 1-2 muestran los Fst y los Nm calculados en base a los estadisticos de
Wright, Weir & Cokerham, Lynch & Milligan., con Lanquin y sin Lanquin. Alli se observa una
diferencia al comparar los resultados obtenidos con Lanquin (Nm = 0.8) y sin Lanquin (Nm =

1.2).

Al no incluir a Lanquin en el analisis, el Nm aumenta, esto podria interpretarse como el que
efectivamente las chinches de Lanquin no se estin desplazando, como lo sugieren las asimetrias

estudiadas en morfometria, que la poblacion es altamente endogamica.

Estudios similares realizados en Guatemala han encontrado Nm = 1.2, como el que compard
chinches de 7. dimidiata de Chiquimula con chinches de la misma especie de Santa Rosa (70).
Asimismo, se encontré un Nm = 9.7 al estudiar la genética de poblaciones de 7. dimidiuta entre
tres casas de uno de los pueblos que también fue estudiado en la presente investigacion (Santa
Maria Ixhuatan) (DORN er. al. en prensa). Se dice que solo se requiere de una migracion

reducida (Nm = 1) para mantener la homogeneidad genética entre las subpoblaciones (34).




Por lo tanto el 0.8 obtenido tomando en cuenta a Lanquin pueda estar sefialando que la migracion
no es suficiente para mantener la homogeneidad entre las otras poblaciones y Lanquin, y que
paulatinamente se estén sometiendo a procesos de deriva génica, que podrian Hegar en

determinado momento a la fijacion de alguno de los alelos.

Esto puede ser un esbozo de lo que ocurrird con la poblacion de Lanquin. Ademas se ha
intentado reproducir especimenes traidos de Lanquin con otros (domésticos o silvestres) sin éxito
(Rodas 2002 com. pers). Sin embargo, los Nm son superiores a 1 al excluir a Lanquin del
andlisis, lo que se puede interpretar como la presencia de un flujo (minimo pero presente) entre

las otras poblaciones.

Se debe tomar con precaucion estos resultados, porque entre las poblaciones silvestres y las
domésticas existen barreras geograficas como macizos montafiosos que puedan estar frenando de

alguna u otra manera las migraciones.

(Como explicar entonces la variabilidad fenotipica —color, tamafio, comportamiento- encontrada
en Jas distintas poblaciones? La variabilidad morfolégica podria aparecer previo al
establecimiento de barreras reproductivas o genéticas, como lo habia planteado Usinger y
colaboradores en 1966 (32). Los rapidos cambios morfoldgicos, asociados con la adaptacién
ecologica, explica la discordia entre la diferenciacion genética y la fenética De alli el
surgimiento del concepto de “especies ecoldgicas™, donde dos poblaciones se diferencian al pasar
por distintas presiones evolutivas. Esta idea sugiere que recientes umdades evolutivas estarian

muy cercanas genéticamente (como se observa en este estudio) pero con tendencias eveolutivas
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diferentes. En efecto, distintos factores ecologicos como ¢l habitat —selva, cuevas, viviendas- 0
como el clima, han puesto en evidencia la plasticidad fenotipica de los triatominos, con sus

diferencias morfologicas y cromaticas, aunque el trasfondo genético permanezca similar.

El indice de fijacion, Fsr, cuantifica el efecto de endogamia (67), es decir que calcula la
reduccion en la heterocigocidad promedio debida a la estructuracion de las poblaciones. Wright,
en 1978, sugiri las siguientes guias cualitativas para la interpretacién de los Fsr:

e El rango de 0 a 0.05 puede ser considerado como indicador de poca diferenciacién
genética.
e FElrango de 0.05 a 0.15 indica una diferenciacion genética moderada.

4

¢ Elrango de 0.15 a .25 indica unia diferenciacion genética grande.

o Los valores de Fgsr superiores a 0.25 indica una diferenciacion genética muy

grande. - : (67)

Los Fgr obtenidos, 0.246 (con Lanquin) y 0.171 (sin Lanquin) indican que fa heterocigocidad
promedio se redujo en un 24.6% y en un 17.1% respectivamente, debido al efecto de la sub-
estructuraciéon de las poblaciones. Es decir que no existe una reproduccion completamente
aleatoria dentro de la poblacion total, por lo que en cada localidad se dan procesos de endogamia
que reducen la heterocigocidad esperada. Se puede sefialar también que sus valores caen en el
tercer y segundo rango respectivamente, interpretindose segin Hartl & Clark, como una
diferenciacion genética grande o moderada que subraya claramente la subestructuracion de las
poblaciones. Entonces, si Fst = 0 indica que la frecuencia en las subpoblaciones es igual a la
frecuencia de la poblacion total, que implica por lo tanto la presencia de un flujo genético entre
las poblaciones, un Fst > 0 indica el que no se estd dando un fluyjo genético suficiente para

mantener la homogeneidad genética de las poblaciones. Esto se puede explicar por algiun proceso

de deriva génica.
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Finalmente, a partir de los resultados obtenidos con el analisis jerérqﬁico (ver cuadros 6y 7, y
Anexo 4) se puede comprender como se distribuyen en general los componentes de la varianza.
Se observa que la mayor proporcién de la varianza se encuentra entre poblaciones dentro de
vertientes (F = 0.21‘1 y F = 0.174). Los valores negativos obtenidos entre vertientes se
interpretan como valores que estin muy cercanos a 0, es decir que las poblaciones no se pueden
separar por su ubicacion segun la vertiente. El hecho que el componente de la varianza que mas
contribuye en la diferenciacion genética provenga de las poblaciones indica que existe deriva
génica y poco flujo genético entre ellas. Sin embargo, el grado de aislamiento entre las
poblaciones no es absoluto y existe un grado de migracion entre las mismas. El hecho de que no
exista un componente de varianza entre vertientes significa que estan presentes los mismos genes
a esa escala, y que la migracion no se encuentra especialmente limitada por las vertientes. A
pesar de que las poblaciones estan diferenciadas entre si, los mismos genes estan representados

en distintas poblaciones distribuidas en las dos vertientes. También indica que la divisoria de

vertientes no representa una barrera especialmente importante para la migracion de T. dimidiata.
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CONCLUSIONES

La comparacion de la variabilidad genética dentroy entre las sets poblaciones
estudiadas, mediante la técnica de PCR-RAPD’s sefiala que a mivel genético, éstas
han divergido moderadaménte sin-haber llegado atn a mnf@ €OImo especies
diferentes por un proceso de especiacion.

El Indice de Nei, basado en las frecuencias alélicas intermedias (I'x = 0.776-
0.960) cercano a la unidad, la Distancia Genética (Dn = 0.040 — 0.254) cercana a
cero y el indice de fijacion, Fst = 0.246, indican que las poblaciones son similares
gencticamente, que no tienen una variabilidad marcada.

Existe flujo genético entre las poblaciones (Nm = 1.1), por lo que éstas no.se
encuentran del todo aisladas, se mantiene la homogeneidad en las frecuencias
genéticas y se evita la fijacion de los alelos .

A raiz de los analisis hechos con Lanquin, se infiere dicha poblacion se encuentra
mas distanciada genéticamente de las demis poblaciones, que no existe el flujo
genético necesario para mantener las frecuencias alélicas homogéneas entre los
distintos demes de 1a poblacion total.

La poblacion de Lanquin aporta menos genes y es mas endogamica que las demas,
por lo que tiene poca importancia para el control de 1a enfermedad de Chagas.

Las poblaciones selvaticas de Petén y Lachua, tienen tma’endogamia, moderada y

aportan genes a través de la migracion, por lo que tienen mayor importancia en €l

control.
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10.8

109

e

El analisis jerarquico mostré que el componente que agrupa la mayor parte de la
varianza se da a nivel de las poblaciones

No se encontr'(;)_’&iferencia entre las vertientes con el andlisis jerarquico, lo cual
corresponderia a diferencias entre las poblaciones silvestres y domésticas.

Las seis poblaciones analizadas pueden diferenciarse entre si porque estan
sufriendo cambios paulatinos pero no son tan extremos por la presencia de un

cierto flujo genético.




11. RECOMENDACIONES

- 11.1 Los estudios de genética de poblaciones de Triatoma dimidiata en Aménca Central y en

Guatemala han sido muy escasos, especialmente con técnicas moleculares, como la del PCR-
RAPD. Sin embargo la enfermedad de Chagas sigue siendo un problema serio de salud. Este
trabajo presenté un intento de comprender la estructuracién poblacional de la chinche en

Guatemala y las diferencias genéticas entre cada una de seis poblaciones analizadas.

11.2  Se sugiere que en estudios subsiguientes se tome un nimero de n = 30 como unidad
muestral por poblacién, que corroboren los‘ resultados obtenidos en esta investigacion y que
aclaren el aporte individual en el flujo genético de las poblaciones silvestres de Petén y Lachud.
Asimismo se recomienda realizar estudios con la ayuda de otros marcadores genéticos, mas
sensibles, como ADN mitocondrial o microsatélites, con el fin de diferenciar las poblaciones de
T. dimidata en el pais. Estos estudios servirian para monitorear los movimientos poblacionales,
infenir el origen de las reinfestaciones y contribuir en el programa de rociamiento con insecticidas
para la erradicacion de dicho organismo - dénde rociar, en qué época, con qué frecuencia-.
Deben priorizarse aquellos estudios que determinen el flujo genético de las poblaciones silvestres

a las domésticas y que analicen la estructura poblacional en relacion a su grado de endogamia

para efectos de control.

11.3  Por otro lado, se sugiere a las autoridades encargadas de la salud en Guatemala que

pongan especial interés en este tipo de investigaciones, que las apoyen tanto financiera como

logisticamente.




11.4 El personal del ministerio debe capacitarse en la determinacion de especimenes, en la
aplicacion adecuada del tratamiento quimico, en la priorizacion de las aldeas segun los indices de
infestacion y de infeccion. Se recomienda analizar las propiedades de distintos materiales que
funcionen como emplastos de las paredes de las viviendas y reduzcan al maximo el desarrollo de
los vectores. Asimismo, se deben adjudicar los recursos necesarios a las instancias de salud en el
interior del pais, para que puedan detectar eficientemente los casos positivos de Trypanosoma
cruzi y que puedan tratar las infecciones en su fase inicial.

11.5 Por dltimo, se sugiere que no dejen l;\ parte de educacion relegada a un segundo plano,
puesto que es necesario que la poblacion sepa cuiles son los riesgos de contraer 1a enfermedad,
como deben combatirla, como pueden mejorar su vivienda para reducir los n'mgosfy queé deben

hacer en caso de estar afectado con esta enfermedad.
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13. ANEXOS

ANEXO 1. Diversidad genética de Triatoma dimidiata en seis localidades (Petén,
Lachuéd, Lanquin, Escuintla, Santa Rosa y Jutiapa)

2002

- ittt bttt b | |
LOCUS | FST Nm Prob. | Theta Nm (Theta) { FST(Lynch) Nm(Lynch)
—————— | ————— e | - i
L1-10 | .134 1.6 .0088 | .107 2.1 I .574 .2
L1-12 | .188 1.1 .0005 | .1i72 1.2 I .348 .5
L1-15 | .136 1.6. .0078 | .11¢0 2.0 i .545 .2
Li-16 | .091 2.5 .0700 | .055 4.3 { .243 .8
L1-21 | .210 .9 .0002 | L1977 1.0 { .652 .1
L1i-26 | .114 1.9 .0232 | .083 2.8 i .325 .5
L1-28 | .346 .5 .0000 | .354 D i .499 .3
L1~-41 | .587 .2 .0000 | .e609 .2 | .768 .1
L1-48 | .464 .3 .0000 | .482 o3 i .691 .1
L1-49 | .205 1.0 .0002 | .192 1.1 I .451 .3
H3-05 | .235 .8 .0002 | .220 .9 “+,718 .1
B3~-07 | .255 .7 .0001 | .244 .8 f .436 .3
H3-08 | .240 .8 .0002 | .227 .9 I .578 .2
H3-12 | .107 2.1 .0677 | .065 3.6 ! .465 37
H3-13 | .490 .3 .0000 | .506 - .2 i .805 .1
H3-14 | .1e68 1.2 .0052 | .140 1.5 | .658 « 1
H3-19 | .444 .3 .0000 { .457 e | t .705 .1
H3-24 | .235 .8 .0002 | .220 .9 1 .718 .1
H3-25 | .346 .5 .0000 | .348 5 { .595 .2
H3-27 | .110 2.0 .0594 | .069 3.4 f .353 .5
H3-28 | .327 .5 .0000 | .328 .5 | 727 .1
H3-40 | .247 .8 .0001 | .234 .8 I .531 .2
L4-04 | .278 .7 .0000 | .279 .6 f .584 .2
L4-15 | .366 .4 .0000 | .378 .4 i .518 . 2
L4-29 | .464 .3 .0000 | .484 .3 I .668 .1
L5-01 | .183 1.1 .0002 | .171 1.2 { .611 .2
L5-13 [ .108 2.1 .0162 | .082 2.8 { .613 .2
L5-17 | .226 .9 .0000 | .221 .9 I .502 .2
L5-192 | .130 1.7 .0047 | .1l08 2.1 H .267 .7
L5-22 | .077 3.0 .0843 | .044 5.5 i .275 7
L5-25 | .115 1.9 .0111 | .0%0 2.5 i .572 .2
L5-27 | .401 .4 .0000 | .418 . 3 { .642 sl
L5-29 | .253 .7 .0000 | .253 .7 H -436 =3
LS-37 | .089 2.5 0450 | .05% 4.0 i .416 .4
L5-42 | .224 .9 .0000 | .219 .9 | .408 .4
—————— e ] Ent i 7 -
Avg. | .246 .8 .0000 | .239 ( .239) .8 l .500 .2
St.pv.| .133 i .151 ( .028) | .150

| 1 {Jackknife) 1

| t

(* Resultados obtenidos mediante el programa RAPDFST)
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ANEXO 2.Diversidad genética de Triatoma dimidiata en cinco iocalldddes {Petén,
Lachua, Escuintla, Santa Rosa y Jutiapa)
20602
—————— R e e et (o ——mif -
LOCUS | FST Nm  Prob. | Theta Km (Theta} { FST{(Lynch]) Nm(Lynch)
—————— R et A S -
L1-10 | .063 3.7 .1448 | .034 7.2 i .055 4.3
Li-12 | .192 1.0 0003 | .194 1.0 { .21% .9
L1-15 | .069 3.4 .1141 | .041 5.9 H .025 9.9
L1-16 | .029 8.4 .5359 | -.011 -23.1 ] -.169 -1.7
Li-26 | .108 2.1 .0204 | .090 2.5 i .142 1.5
L1-28 | .384 .4 .0000 | .414 .4 ] .516 .2
L1-41 | .073 3.2 .0950 | .04e 5.2 i .030 8.0
L1-49 | .1l67 1.2 .0012 | .l64 1.3 | .191 1.1
H3-07 | .243 .8 .0001 | .250 .8 i .305 .6
H3-11 | .286 .6 .0000 | .300 .6 ] .355 .5
H3-12 | .032 7.5 .5203 | -.0131, -23.° | -.062 -4.3
H3-14 | .048 5.0 %3104 | .010 25.7 { -.002 -115.3
H3-19 | .260 .7 .0000 | .270C .7 | .348 .5
H3-22 | .036 6.6 .4587 | -.005 -46.8 [ -.065 -4.1
H3-25 | .214 .9 .0003 | .21& .9 ! .255 1
H3-27 | .067 3.5 .1551 { .034 7.1 i .052 4.5
H3-28 | .221 .9 .0002 | .224 .2 § .320 :5
H3-40 | .181 1.1 .0012 | .177 1.2 | .152 1.4
L4A-04 | .243 .8 0000 | .256 oy { .291 .6
L4-15 | .254 .7 .0000 | .269 =7 ] .334 .5
L4-29 | .497 .3 .0000 | .536 2 { .660 .1
L5-13 | .006 39.0 .9480 | -.038 -6.8 } -.154 -1.9
L5-14 | .235 .8 .0000 | .246 .8 { .354 5
L5-17 { .177 1.2 .0005 { .177 1.2 £ .168 1.2
L5-19 | .139 1.5 .0033 | .131 1.7 i .140 1.5
L5-22 | .060 3.9 .1441 | .032 7.6 i -.029 -8.9
L5-25 { .023 10.5 .6165 | -.01e6 -16.1 i -.094 -2.9
L5-27 | .453 .3 0000 | .489 .3 | .565 .2
L5-29 | .305 .6 .0000 | .327 ) ¥ .455 .3
L5-37 | .08&3 3.7 .1259 | .03s& 6.7 ! .020 12.4
L5-42 | .177 1.2 .0005 | .177 i.2 1 .209 .9
------ R i e R
Avg. |} .171 1.2 .0000 | .185 { .185) 1.1 i .187 1.1
st.bv.| .128 | .152 { .030} 1 212
! | {(Jackknife) !
| | [

(* Resultados obtenidos mediante el programa RAPDFST)




ANEXO 3. Analisis jerarquico realizado con BIOSYS-2 (W.C Black)

Variabilidad genética de los 30 loci en las seis poblaciones

Heterocigocidad Media

Promedio Porcentaje
de alelos de loci Conteo BdyWbg
Poblacién por locus polimérficos* directe esperado**
1. PT 1.9 80.0 *okk . 305
2. SR 1.8 73.3 A .287
3. LY 1.8 76.7 Fkik .280
4. ES 1.§ 83.3 ' *h .308
5. JT 1.9 » 86.7 ik & .317
6. LR 2.0 100.0 fadiald .332

* Un locus se considera polimdérfico si la frecuencia del alelo m&s comin no
excede .95

Variabilidad genética de los 30 loci en las cinco poblaciones

Heterocigosidad Media
Promedio de  Porcentaje - —_ —

alelos de loci Conteo HdyWbg
Poblacidén por locus polimérficos* directo esperado**
1. ES 1.9 80.0 : KL .308
2. 3T 1.8 83.3 * Ak .317
3. LA 2.0 96.7 Tk . =351
4, PT 1.9 80.0 ek 2315
5. SR 1.9 80.G "ok .310
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