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1. RESUMEN

Triatoma dimidiata es el principal vector de la enfermedad de Chagas en Guatemala, y el
primero y segundo en el resto de los paises Centroamericanos (comunicacion personal Ph.D.
Carlota Monroy); se encuentra en un amplio rango de habitats selvaticos (Zeledon 1981,
Zeledon et al 2001, Monroy ef al. 2003) y presenta variabilidad morfoldgica y adaptabilidad a
diversos ecotopos (Lent & Wygodzinsky 1979), lo cual ha provocado incertidumbre

taxonomica.

Estos factores tienen impacto en el control vectorial, ya que es necesario el
conocimiento de la dindamica poblacional del vector para el establecimiento de estrategias de

control regional, que tengan resultados efectivos.

En este estudio se utilizd el marcador molecular ITS 2, para obtener informacion de la
dindamica poblacional de 13 localidades centroamericanas de 7. dimidiata, a través de analisis

Filogeograficos y de Genética Poblacional.

El andlisis de agrupamiento de las secuencias de ADN de 22 especimenes provenientes
de las trece localidades, utilizando los parametros evolutivos propuestos por Kimura (1980) en
el paquete de coOmputo DNAMAN, mostré6 la existencia de tres grandes grupos
Filogeograficos, los cuales al ser sobrepuestos en un mapa con las caracteristicas fisiograficas
del istmo centroamericano, evidenciaron coincidencia en la division de los tres grupos, con la
Falla Polochic- Motagua, el Cinturon Deformado de Costa Rica Central y el Canal de

Panama.

El primer grupo pertenece a la regién norte de Guatemala y estd representado por
especimenes de Quiché y Petén, éste se encontraba separado del segundo y mayor grupo por la
Falla Polochic-Motagua, que se sospecha es la barrera que limita el flujo genético entre los dos
primeros grupos; el segundo grupo esta constituido por especimenes provenientes de Intibuca,
Honduras; Rio San Juan de Nicaragua y Heredia de Costa Rica, este segundo grupo a su vez
se sospecha se encuentra aislado del tercer grupo por la barrera que representa el Cinturén

Deformado de Costa Rica Central.



El tercer grupo observado esta formado por los especimenes de Santa Fe de Panama,
una agrupacion monomorfica, y aunque en Surameérica también se encuentra distribuido 7.
dimidita, se cree que la limitacion al flujo genético de éstos, con los especimenes de Santa Fé,

esta dada por la barrera que representa el Canal de Panama.

Los analisis de agrupamiento fueron comparados con datos provenientes de un analisis
de genética poblacional de las 22 secuencias, en éste se obtuvieron valores de distancia y flujo
genético, asi como se calcularon tanto estadisticos de secuencias (diversidad nucleotidica;
indices de fijacion, Fst, Nst y namero efectivo de migrantes), como estadisticos de haplotipos

(analisis de haplotipos y diversidad haplotipica).

Tanto los analisis filogeograficos, como los de genética de poblaciones, aportaron
informacién que era coincidente, y que ayudo a la formulacion de una hipétesis de dispersion

de las poblaciones centroamericanas de 7. dimidiata.



2. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, fue descubierta en el aiio 1909 por el Dr. Carlos Chagas,
quien en un inicio nombrdé a la enfermedad como Tripanosomiasis americana. La
enfermedad, es causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi, que es transmitido por

vectores hematdfagos, pertenecientes a la familia Triatominae (OMS 1991; Schoefield, 1994).

Esta enfermedad se encuentra restringida a las Américas (Bargues, et al. 2002), afecta
actualmente alrededor de 18 millones de personas, y aproximadamente 100 millones de
personas se encuentran en riesgo de contraer la infeccidbn en las dareas endémicas,

principalmente en Centro y Suramérica (OMS, 1991 en Bargues ez al. 2002, OPS 2007).

Existen varias rutas de transmisidén de la enfermedad entre los huéspedes vertebrados
y humanos. Sin embargo, la de mayor relevancia es la causada por insectos chupadores de la
subfamilia Triatominae. Es por ello que las estrategias de control son directa y principalmente
contra estos insectos vectores, debido a la inexistencia de una vacuna y a que, a excepcion de
la etapa temprana de la infeccion, el tratamiento quimico no es efectivo (OMS 1991 en
Bargues 2002).

T. dimidiata se encuentra en América Central como una especie nativa y esta presente
en un amplio rango de hébitats selvaticos (Zeledon 1981, Zeledon et al. 2001, Monroy et al.
2003); esto lo hace competente para la infestacion y colonizacién de habitats domésticos y

peridomésticos (Monroy et al 1998, Monroy et al. 2003).

Aunque se han realizado controles quimicos a partir del rociamiento de domicilios en
Honduras, Guatemala, El Salvador y Nicaragua, en algunos lugares se ha observado la
reinfestacion de vivienda (Cordon, Rosales 2002). A pesar de los controles quimicos, debido a
las variaciones de comportamiento, de habitats ocupados, y el espacio cubierto por T.
dimidiata, el control de este vector en Centroamérica es dificil; siendo los habitats silvestres
considerados como posibles reservorios para la recolonizacion de las viviendas después de ser
rociadas (Corddn, Rosales 2002, Zeledon 1981, Monroy et al. 2003). Razén por la cudl, la

iniciativa para el control de la enfermedad de Chagas en Centro América, tiene como uno de



sus principales objetivos la reducciéon de la colonizacién domiciliar por 7. dimidiata

(OPS/OMS 1999, Monroy et al 2003).

Ademas de las variaciones en comportamiento, diferentes poblaciones de esta especie
muestran diferencias morfoldgicas: en tamafo, patrones de coloracidn y estructuras genitales
(Llent and Jurberg 1985, Monroy et al. 2003), también ha sido observada diferenciacion
genética en estudios de estas poblaciones utilizando marcadores moleculares como RAPD’S
(informe de Tesis Calderén 2002, informe de Tesis Landaverde 2004) y otros marcadores
genéticos como las proteinas salivares (informe de Tesis Pineda 2006), lo que provoca dudas
sobre las denominaciones de grupos taxondmicos, es decir que no se sabe si se trata de un
complejo de especies o si se estdn dando eventos de especiacion (Comunicacidén personal con
Ph.D.Carlota Monroy). Por ello es necesaria la utilizacion de marcadores moleculares que
permitan conocer la estructuracion genética de las poblaciones y asi acceder al establecimiento

de estrategias de control efectivas.

En este estudio se utilizé el Segundo Espaciador Interno Transcrito del ADN ribosomal
—ITS-2- como marcador molecular para la diferenciacién de poblaciones centroamericanas de
Triatoma dimidiata, ya que este marcador ha probado ser util como reloj molecular para la
estimacion de eventos recientes, proveyendo informacién de taxa que han evolucionado en
los ultimos 50 millones de afios (Mas-Coma 1999 en Bargues et a/ 2000), contando con un
rango de substitucion de bases de 0.3- 0.8% por 1 milldn de afios, esto obtenido para diferentes
organismos (Despres et al 1992 en Bargues et a/ 2000), y ha mostrado ser util en estudios

previos para la diferenciacidn a nivel intraespecifica de Triatoma dimidiata (Bargues et al 2000).

Se selecciond una muestra de 10 especimenes por sitio de colecta, con base en un
andlisis morfométrico previo, se extrajo y amplific6 el ADN de cada espécimen con los
cebadores correspondientes al segmento de ADN ribosomal —ITS 2-, el ADN amplificado fue

verificado a partir de la electroforesis y posteriormente purificado para luego secuenciarlo.

El resultado de la secuenciacidon fueron cromatogramas de lectura en dos direcciones
para cada espécimen, con los paquetes de computo Chromas pro ver 1.41, DNAMAN,

ClustalX y DNASP, las secuencias fueron editadas manualmente y luego se obtuvieron



secuencias consenso para cada espécimen, las secuencias consenso de todos los especimenes
fueron alineadas junto con un grupo externo y a partir de la alineacion se realizo un analisis de
agrupamiento utilizando parametros filogeograficos y se realizaron analisis de genética de

poblaciones.



3. ANTECEDENTES

3.1. Descripcion de la enfermedad de Chagas

3.1.1. Definicion de la enfermedad

La enfermedad de Chagas es una parasitosis hematofila producida por el protozoo
flagelado Trypanosoma cruzi. La enfermedad afecta en grado variable, diversos érganos y

sistemas, especialmente el corazon y tracto digestivo. (Tabaru et. al 1999).

Los vectores de la enfermedad son reduvidos hematofagos que pertenecen a la
subfamilia Triatominae, y debido a que mas del 80% de los casos de Chagas se deben a la via
de transmision causada por vectores, aunque existen otras vias como la transfusion sanguinea,
transmision congénita y trasplante de 6rganos (OPS 2007, WHO 1991; Schoefield, 1994), la
forma mas eficiente de proteccion contra la infeccidén es el control del vector (Tabaru et. al

1999).

Los reduvidos transmisores se infectan cuando pican humanos o animales reservorios
infectados; los tripanosomas que son ingeridos por el insecto se convierten en epimastigotes
cortos (crithidias), los cuales se multiplican por divisién binaria y se desarrollan a formas
largas, que se encuentran en la parte posterior del intestino medio del reduvido. Después de
ocho a diez dias aparecen en el recto del vector, pequefios tripanosomas que se originaron de
las crithidias y son las formas metaciclicas que salen en las heces. Estas formas parasitarias
son las que infectan al hombre y animales cuando éstos se frotan en la picadura causada por el

insecto o cualquier otra lesion de la piel (Aguilar, 1997).

La enfermedad de Chagas presenta un curso variable, del cual pueden distinguirse tres
fases (aguda, indeterminada o asintomadtica y cronica), cuyo periodo de duracion también es
variable de persona a persona, ya que este curso sera acelerado o lento dependiendo de
factores inherentes al organismo infectado, como la edad, estado nutricional, carga de parasito

y otros factores relacionados con mecanismos inmunologicos (Rodas, 1994).
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Aunque la enfermedad de Chagas es relativamente desconocida, su impacto socioecondémico
(AVADS) en América Latina, ocupa el cuarto lugar después de las infecciones respiratorias,
enfermedades diarreicas y SIDA (OPS,2007).

La enfermedad de Chagas es una causa importante de mortalidad y pérdida de
capacidad de trabajo en Centroamérica; la Organizacion Mundial de la Salud en 1999, report6d
que 100 millones de personas se encuentran en riesgo de infectarse en América Latina y que
45,000 personas mueren anualmente por la enfermedad (OMS, 1991). Debido a la inexistencia
de una vacuna contra el mal de Chagas, la prevencién de la enfermedad es entonces

dependiente del control vectorial (Paz Bailey G., ez al. 2002).

3.1.2. Situacion nacional

En la Republica de Guatemala se estima que 730,000 personas estan infectadas y la
incidencia anual estimada es de 30,000 casos (OMS, 2000), la organizacion de Médicos Sin
Fronteras, hizo énfasis en que Guatemala tiene la prevalencia mas alta de infeccion por

Chagas en la region centroamericana (MSF 2006).

Triatoma dimidiata (ver Anexo 1) se encuentra en 21 de los 22 departamentos de
Guatemala, y debido a su amplia distribucion es el principal vector en Guatemala, El
Salvador, Nicaragua y Costa Rica, y el segundo en importancia en Honduras, Panama y
Colombia (Comunicacion Personal Ph.D. Carlota Monroy). Existen reportes de T. dimidiata
en mas de 1,900 localidades ubicadas en 21 de los 22 departamentos que conforman el
territorio nacional (a excepcion del departamento de Totonicapan, hasta el momento). En el
afio 2003, Rizzo reporté que la mayoria de las localidades endémicas se encuentran ubicadas
en el oriente del pais, en donde la seroprevalencia en los nifios escolares varia entre 2.7-7.9%
(Rizzo et. al. 2003, citado en OPS 2007).

En el afio 2002 los bancos de sangre detectaron presencia del 7. cruzi en el 1.0% de las
unidades de sangre colectadas, en el 2003 el porcentaje ascendi6 al 1.2% y en el 2004 al 1.6%.
La cobertura en el tamizaje para 7. cruzi también se incrementd: en el 2002 fue de 92.7% y
para el 2003 y 2004 alcanzo el 99.8% (OPS 2007). Ademas la OPS report6é que la mayoria de

los casos detectados por los bancos de sangre son de la fase créonica (OPS 2007).
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3.2. Subfamilia Triatominae, Historia Natural:

La subfamilia Triatominae (Reduviidae) posee numerosas especies que actuan como
vectores o vectores potenciales de la enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi
(Lent & Wygodzinsky 1979). Las especies de Triatominae han sido agrupadas en 17 géneros
formando cinco tribus. De éstas, Alberproseniini, Bolboderini, Cavernicolini y Rhodniini son
consideradas monofiléticas, mientras que Triatomini es claramente polifilética (Dujardin ez al.,

2000 en Bargues et al., 2007).

En el género Triatoma se encuentran incluidas 76 especies, las cuales segun la filogenia de
secuencias de ADN ribosomal, parecen dividirse en dos clados principales, uno
correspondiente a Norte y Centro América y el otro de las especies de Sur América, que se
separaron antes del cierre del istmo de Panamd hace alrededor de 3 millones de afios (Bargues

et al., 2000, 2002, 2007; Marcilla ez al., 2001).

Ademas, las especies de Triatoma son distribuidas en tres grupos, (la mayor parte de
Norte América y El Viejo Mundo, Rubrofasciata; la mayor parte de Mesoamérica y El Caribe
Phyllosoma; y la mayor parte de Sur América Infestans, cada una incluye diferentes complejos
y subcomplejos en clasificaciones que son progresivamente actualizadas de acuerdo con los

datos genéticos y morfométricos nuevos (Bargues 2007).

La principal caracteristica bioldgica de Triatominae es su condiciébn hematofaga
obligada. Todos los estadios necesitan sangre para completar su ciclo de vida, ademds en
algunas instancias las ninfas de triatominos se alimentan de otros insectos en la naturaleza; y

en laboratorio se ha observado canibalismo (Lent & Wygodzinsky 1979).

Los triatominos permanecen inméviles durante el dia, y salen durante la noche en
busqueda de animales domésticos (principalmente perros y gatos) y de areas del cuerpo no
cubiertas de humanos, cuando éstos se encuentran dormidos; aunque algunos insectos
domésticos pueden picar durante el dia cuando se les presenta la oportunidad (Lent &
Wygodzinsky 1979).

Los triatominos se alimentan en un tiempo normal de 20 a 30 minutos, y la victima no

presenta dolor por la picadura, esto, debido a la accidén anestésica de la saliva del insecto; los
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insectos pueden pasar sin alimentase por meses, y sus actividades se reducen en la época fria
del afio, lo cual provoca problemas en cuanto al control vectorial a partir de la utilizacién de
insecticidas, ya que, el individuo puede encontrarse en una grieta profunda donde se encuentra
protegido y al no movilizarse no entra en contacto con el insecticida (Lent & Wygodzinsky
1979).

En cuanto a la reproduccién los triatominos son oviparos y la oviposicion se da diez a
treinta dias después de la copula, y puede continuar por varios meses, el numero total de
huevos puestos en un momento durante el tiempo de vida completo de la hembra, varia con la
especie y por factores externos como la habilidad para alimentase. Una hembra sola puede
producir arriba de 1000 huevos en toda su vida, pero un total de alrededor de 500 es lo mas
usual (Lent & Wygodzinsky 1979).

Depositan los huevos en la tierra o en lugares de refugio; los huevos generalmente son
blancos y operculados, de 1.5 a 2 x Imm. El periodo de incubacioén es variable, dependiendo
de la especie y de las condiciones ambientales; el ciclo huevo-adulto va de 66 a 134 dias
(Aguilar, 1997)

Los miembros de la subfamilia Triatominae se caracterizan por presentar una cabeza
alargada con rostro recto, tri-articulado que durante el reposo se encuentra colocado debajo de
la cabeza, llegando hasta el torax; ademas presentan antenas tetra-articuladas, insertas en la
porcion antero-ocular de la cabeza, junto a los ojos en la mitad de esa porcion o casi en la
extremidad cefélica; los ojos son salientes, grandes, con un par de ocelos. Las alas anteriores
presentan el corio mds oscuro y consistente que la membrana. Las patas son caminadoras, con

tres artejos en los adultos (ver Anexo 2) (Aguilar, 1997).

Los triatominos se encuentran distribuidos por todo el continente americano y
algunas islas del Caribe, entre latitudes 42° N y 46° S. Todas las especies de Triatominae son
de origen selvatico, pero algunas se han adaptado en mayor o menor grado a los ambientes
domésticos y peridomésticos ofrecidos por la actividad humana (Schofield, 1994 en Bargues et
al. 2002). Por su comportamiento y fisiologia similares, todas las especies tienen la
capacidad de ser portadoras del protozoo flagelado Trypanosoma cruzi (Lent & Wygodzinsky,

1979).  De esta manera las especies que forman asociacién cercana con el ambiente del
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humano, actian como importantes vectores del parasito Trypanosma cruzi para los mismos

(Bargues et al. 2002).

3.3. Triatoma dimidiata

3.3.1. Clastficacion Taxonomica de Triatoma dimidiata
Reino: Animalia.

Phylum: Arthropoda.

Clase: Insecta.

Orden: Hemiptera.

Familia: Reduviidae.

Sub Familia: Triatominae.

Género: Triatoma.

Especie: T. dimidiata (Latreille 1811)

3.3.2. Sinonimia de Triatoma dimidiata

Triatoma dimidiata es un artropodo, insecto reduvido hematofago que recibe el nombre
comun de chinche picuda (adulto), talaje y telepate (ninfas) (Comunicaciéon Personal Ph.D.

Carlota Monroy).

3.3.3. Caracteristicas

Los especimenes de Triatoma dimidiata miden de 25 a 35 mm., la hembra es de tamano
un poco mayor. El color es negro, como alquitrdn, con el conexivo y el corio que van de
amarillo palido a anaranjado intenso, las alas anteriores o hemiélitros presentan la porcion
anterior mas gruesa, de coloracién anaranjada con manchas negras y la posterior delgada,
membranosa y de coloracion grisacea; el par de alas posteriores son delgadas, membranosas y

se doblan debajo de las primeras (Aguilar, 1997).
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3.3.4. Distribucion

T. dimidiata posee una amplia distribucién geografica, se encuentra desde la parte norte
de Sur América (Colombia, Venezuela, Ecuador, y Pert), pasando por todos los paises de
Centro América y el Sur de México (Dorn, et al. 2003), en Belice, Colombia, Costa Rica,
Ecuador, Guatemala, Honduras, México (Campeche, Chiapas, Jalisco, Tabasco, San Luis
Potosi, Puebla, Quinta Roo, Veracruz y Yucatan), Nicaragua, Panama, Pert, San Salvador y

Venezuela (Lent & Wygodzinsky 1979) (ver Anexo 3).

3.3.5. Biologia de Triatoma dimidiata
3.3.5.1. Capacidad vectorial

Los especimenes de Triatoma dimidiata son organismos atraidos por la luz,
frecuentemente domésticos y peridomésticos, y han mostrado ser un importante vector del mal

de Chagas en Centroamérica, Ecuador y Pert (Lent & Wygodzinsky, 1979).

T. dimidiata se ha encontrado infectado de forma natural con Trypanosoma cruzi; en el
campo los especimenes se han encontrado en madrigueras de armadillos, y en las casas se ha
observado que las ninfas de 7. dimidiata se cubren asi mismas con particulas de tierra (Lent &

Wygodzinsky, 1979).

T. dimidiata es una especie altamente variable, en patrones cromaticos, extension total

corporal y proporciones corporales (Lent & Wygodzinsky, 1979).

3.3.5.2. Ecotopos de Triatoma dimidiata

Triatoma dimidiata no es estrictamente domiciliar y puede ser encontrando en una
variedad de ambientes (Dumoteil, et a/.2002). Dependiendo de su asociacion con las viviendas

humanas, las poblaciones de triatominos han sido clasificadas en ecotopos:

Intradomiciliares: En este caso los especimenes se encuentran dentro de las viviendas humanas,
donde prefieren la oscuridad y lugares de refugio, como grietas de paredes, respaldo de
muebles, troncos, maletas, cajas con papeles viejos, detras de papeles pegados en las paredes,
entre ropas colgadas en paredes, en camas pegadas a la pared y en varios tipos de materiales

como bajareque y adobe, con los que a menudo se construyen las viviendas en el area rural,
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sobre todo en las regiones donde vive la poblacion de escasos recursos. Los vectores
intradomiciliares colonizan las viviendas humanas, viven, se alimentan, reproducen y

desplazan en el interior de la vivienda (Lent & Wygodzinsky 1979).

Peridomeésticos: habitat intermedio, aqui los individuos son ocasionalmente atraidos hacia
adentro de las casas por la luz, pero no colonizan y se alimentan ocasionalmente de humanos,
y se encuentran en patios, cercanias de las casas, cercos vivos y de piedra (Dumonteil, et al.
2002), en gallineros, perreras, chiqueros entre otros, y se alimentan de animales domésticos
(perros, gatos, gallinas), los cuales constituyen reservorios de alimento para las chinches (Lent
& Wygodzinsky 1979, informe de tesis Landaverde 2004).

Silvestres: habitan en bosques, selvas y cuevas (Dumonteil, ez al. 2002). Se trata del habitat
primario de los triatominos que se encuentra en las cercanias de refugios, madrigueras y nidos
de animales salvajes homeotermos, como marsupiales, edentados, roedores, carnivoros,
murciélagos y aves; también se encuentran entre rocas, muros de piedra, donde se alimentan
de pequenos roedores y en algunos casos de iguanas y otras lagartijas, compartiendo su
héabitat. Ademas también pueden encontrarse en arboles caidos, entre raices expuestas, en

frondas de palmas y en bromelias epifitas (Lent & Wygodzinsky 1979).

3.4. Control Vectorial

El éxito en el control vectorial en Suramérica redujo el nimero de personas infectadas de
16-18 millones (OMS 1991) a 10 -12 millones (Schmunis, 1999 citado en OPS, 2007). En
Centroamérica y México, un total de 2.3 millones personas estan infectadas con una

incidencia anual de 70,000 (OMS 2000).

La Iniciativa de Chagas para Centroamérica (IPCA) ha tenido tres objetivos especificos
que son, la eliminacion de Rhodnius prolixus, disminucion de Triatoma dimidiata y la

eliminacion de transmision transfusional (OPS 2007).

En Guatemala el laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia -LENAP-, en
coordinacion con el Ministerio de Salud ha desarrollado proyectos de control vectorial, que

incluyen fases de laboratorio y de campo. En cuanto a la fase de laboratorio se han
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desarrollado estudios que proveen informacion util para la dilucidacion de la diferenciacion
genética y morfologica de Triatoma dimidiata, a partir de marcadores genéticos y fenéticos, asi
como serologia de los habitantes de las comunidades mas afectadas. En cuanto a la fase de
campo se han desarrollado proyectos multidisciplinarios en la busqueda de la disminucién de
la transmisién vectorial por medio de educacion en las comunidades, capacitacion para la
mejora de vivienda a partir de materiales propios de la region y reforestacion, en busqueda de
que el vector al permanecer en su habitat primario (selvatico) no migre en busqueda de

alimento al ambiente domestico.

3.5. Descripcion de lugares de Estudio

3.5.1. Guatemala

Guatemala se encuentra situada en el extremo noroccidental de América Central siendo
por lo tanto la mas septentrional de las republicas centroamericanas. Limita al Norte y al
Oeste con México al Este con Belice, el mar Caribe, Honduras y El Salvador, y al Sur con el

Océano Pacifico (Atlas Océano 1991).

Su geografia fisica es gran parte montafosa. Posee suaves playas en su litoral del
Pacifico y planicies bajas al norte del pais. Es atravesado en su parte central por la Sierra
Madre del Sur. El pais estd irrigado por dos vertientes, la Atlantica y la Pacifica. Superficie
108 889 km?. Presenta un clima tropical, al que los vientos humedos del Caribe y su orografia
le otorgan caracteristicas propias. El litoral Atlantico es calido (28°C de media), humedo y
presenta lluvias abundantes (aprox. 4 000 mm anuales). En el interior del pais el relieve
montafoso propicia el descenso de las temperaturas, que son frias a partir de los 3 000 m de

altura. La costa Pacifica es menos humeda que la Atlantica (Atlas Océano 1991).

Su topografia hace que posea una variedad de paisajes y climas, por lo tanto una
riqueza de flora y fauna abundante. Guatemala se encuentra organizada en 22 departamentos

y 331 municipios (Ver Anexo 4) (Atlas Océano 1991).
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3.5.1.1. Los Amates, Izabal

Los Amates, municipio del departamento de Izabal. Area aproximada: 1,615 km?.
Colinda al norte con Morales y Livingston (Izabal); al este con Morales y la Republica de
Honduras; al sur con la republica de Honduras y con Gualdn (Zacapa) al oeste con Gualdn y

El Estor (Izabal) (IGN, 1999).

3.5.1.2. La Brea.
Aldea del municipio de Quesada, Jutiapa. En la afluencia de la quebrada El Beneficio
en la quebrada Seca; por rodera rumbo sureste hay 3 Km. a la aldea Santa Gertrudis, de alli

por camino de revestimiento suelto, al sur hay 6 km. a la cabecera municipal. Latitud

14°19°43”, longitud 90°03’50” (IGN, 1999).

3.5.1.3. San Andrés Sajcabaja

Municipio del departamento del Quiché. Categoria. Area aproximada: segln el
Instituto de Estadistica: 476 km2. Colinda al norte con Cunén y Uspantan (Quiché); al este
con Canilld (Quiché.) y Cubulco (Baja Verapaz); al sur con Chinique y Zacualpa (Quiché); al
oeste con San Pedro Jocopilas, San Bartolomé Jocotenango y Sacapulas (Quiché). La cabecera
esta en un pequeno valle en la sierra de Chuacus, al este de la montafia Los Achiotes, rio Agua
Caliente de por medio, en las cabeceras del arroyo Tilojoj y al norte del rio Las Casas, latitud

15°10'31", longitud 90°56'36" (IGN, 1999).

3.5.1.4. San Luis

Municipio del departamento del Petén. No puede indicarse la extensidén, ya que se
cred el antiguo municipio Santa Barbara con el nombre de Poptun, desmembrando su
territorio de San Luis. Colinda al norte con Poptan (Petén); al este con Belice (Belice); al sur

con Livingston (Izabal); al oeste con Sayaxché y Dolores (Petén).Latitud 16°11'55", longitud
89°26'35" (IGN, 1999).

3.5.1.5. Yaxja
(Yaxha) Sitio arqueoldgico en el municipio de Flores, Petén. En la margen norte de la
laguna Yaxja, al oeste de la laguna Sacnab, al estesudeste del sitio arqueologico Tres Ollas.

250 metros sobre el nivel del mar, latitud 17°04’10”, longitud 89°24’00”. Conforme a datos
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obtenidos que no se han verificado, Yaxja es un sitio arqueoldgico del periodo clasico Maya

(Diccionario Geografico de Guatemala).

3.5.2. Honduras

Honduras limita al norte con el Mar Caribe en el cual posee numerosas islas, cayos e
islotes de las cuales las mas importantes son las Islas de la Bahia y las Islas del Cisne, al este
con el Mar Caribe y Nicaragua, al oeste con Guatemala y al sur con el Golfo de Fonseca, El
Salvador y Nicaragua. Honduras se subdivide en 18 departamentos, como se describen en el

anexo 6 (Ver Anexo 5y 6).

Siendo el segundo pais mas grande de Centroamérica (después de Nicaragua), tiene
cuatro distintas dreas geograficas: montafias en el interior, la Costa Caribefia, la Costa de la

Mosquitia, y las llanuras por el Golfo de Fonseca, en la costa Pacifica de Honduras.

El terreno Hondurefio consiste principalmente de montafias (~80%), pero también hay
valles pequefios por las costas y en varios lugares del territorio principal. El clima hondurefio
es tropical, de elevadas temperaturas, y mucho mas humedo en la vertiente Antillana que en la
Pacifica. En las montanas el clima es mas templado, mientras que en la costa norte las
temperaturas son muy altas, sin embargo las brisas marinas y las constantes lluvias de la zona
moderan el calor. La estacion seca abarca de noviembre a abril, mientras que la humeda va de

mayo a octubre. (Universia.net, Latinoamérica).

3.5.2.1. Intibuca

Departamento del Sur de Honduras, limitrofe con El Salvador; 3,072 Km?®. Capital La
Esperanza. Relieve montafioso. El rio Lempa forma la frontera internacional, al suroeste.

Clima suave (Diccionario Enciclopédico Océano Uno, 1995).
3.5.2.2. Copan

Departamento del oeste de Honduras, en el limite con Guatemala; 3 203 km?. Capital
Santa Rosa de Copan. Atravesado por la cordillera del Merendén y avenado por el

Chamelecon. Clima tropical (Diccionario enciclopédico Océano Uno, 1995).

19



3.5.3. El Salvador

Pais de clima tropical, con una poblacién de aproximadamente 6,7 millones de
habitantes. Debido a su extension territorial (21,041 km?) tiene la densidad poblacional mas
alta de América continental. El Salvador se subdivide en 14 departamentos (ver Anexo 7) y
éstos a su vez en 39 distritos, los cuales se dividen en 262 municipios. Asi mismo, los
departamentos estan agrupados en tres zonas, las cuales son: Occidental, Oriental y Central

(Atlas Geografico Universal y de El Salvador, 1995).

Es el tnico pais centroamericano sin costa sobre el Mar Caribe. El terreno es en mayor
parte montafioso con un cinturén costero estrecho y meseta central. Su litoral se extiende
desde la desembocadura del rio Paz, al Suroeste, hasta la del rio Goascoran, al Sureste. El
Salvador se encuentra ubicado en la zona climatica tropical y ofrece condiciones térmicas
similares durante todo el afio. Sin embargo, debido a su franja costera a lo largo del Océano
Pacifico, ocurren oscilaciones anuales importantes relacionadas con la brisa marina que

transporta humedad y calor (Atlas Geografico Universal y de El Salvador, 1995)

3.5.3.1. Santa Ana

Departamento de El Salvador, ubicado en la zona occidental. Su capital es Santa Ana.
Su poblacién aproximada es de 245,421 habitantes, y su extension territorial es de 2.023. km?.
El departamento de Santa Ana se encuentra a una altitud de entre 500 y 3000 metros sobre el
nivel del mar. Los volcanes mas importantes son: el volcan de Santa Ana o Ilamatepec y el
volcan Chingo. Entre los cerros mas importantes estan: el Cerro de Verde y el Cerro
Montecristo. Los principales rios del departamento son: el rio lempa, el rio Guajoyo (Atlas
Geografico Universal y de El Salvador, 1995)

3.5.4. Nicaragua

Pais limitado al Norte por Honduras y al Sur por Costa Rica, se situa entre el mar
Caribe al Este y el océano Pacifico al Oeste (Ver Anexos 8 y 9). De Este a Oeste esta formada
por cuatro unidades de relieve: la estrecha llanura costera del Pacifico; la cordillera
Centroamericana que cruza el pais en direccion Noroeste-Sureste y presenta actividad

volcanica y sismica en el Eje volcanico nicaragiiense-costarricense (cordillera de Marrabios);
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dicho Eje comprende la fosa ocupada por los lagos Managua y Nicaragua; al Este la meseta
del Escudo central estd cruzada por algunas alineaciones (Isabelita, Dariense, Huapi) y enlaza
con una amplia llanura litoral el Caribe. El clima es tropical, con variaciones pluviométricas

segun la altitud y la influencia de los vientos (Diccionario Enciclopédico Océano Uno, 1995).

3.5.4.1. El Almendro, Rio San Juan

El Almendro es una municipalidad rural del departamento de Rio San Juan en
Nicaragua. Rio San Juan es un departamento de Nicaragua que limita al Sur con Costa Rica,
bafiado al este por el Caribe y al Oeste por el lago Nicaragua; 7,254 Km®. Presenta un clima

tropical (Diccionario Enciclopédico Océano Uno, 1995).

3.5.5. Costa Rica

Pais Centroamericano que limita al norte con Nicaragua, al Noreste por el mar Caribe,
al SE por Panamd y al Oeste y Suroeste por el océano Pacifico. Se encuentra atravesado en
direcciéon Noroeste y Suroeste por varias cadenas de montanas (Ver Anexo 10 y 11). La
depresion tectovolcanica del Valle Central ocupa unos 3 000 Km?. Presenta un clima tropical

modificado por la altitud (Diccionario Enciclopédico Océano Uno, 1995).
3.5.5.1. Heredia

Es una provincia del Norte de Costa Rica, limitrofe con Nicaragua; 2 656 Km?. Abarca
parte de la meseta Central. Clima cdlido, suavizado por la altitud, y muy humedo. Heredia se
encuentra dividida en cantones; el cantén nimero 5 de la provincia de Heredia, es San Rafael

(Diccionario Enciclopédico Océano Uno, 1995).
3.5.6. Panama

Pais Centroamericano que limita al Norte con el mar Caribe, al Sur con el Pacifico, al
Este con Colombia y al Oeste con Costa Rica (Ver Anexo 12). El centro esta dividido en dos
por el territorio del canal de su nombre. El istmo centroamericano presenta en este pais su

minima anchura (65 Km.). Una gran cadena montafiosa (Volcan Chiriqui, 3 478 m) divide las
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dos terceras partes del pais en dos llanuras (Diccionario Enciclopédico Océano Color Uno,
1995)

3.5.6.1. Santa Fé, Veraguas

Es la capital del distrito de Santa Fé de la provincia de Veraguas en Panama

(Diccionario Enciclopédico Océano Uno, 1995).

3.6. Estudios con Marcadores Moleculares como herramientas para el Control Vectorial de

la Enfermedad de Chagas

La gran variabilidad morfolégica que presenta el principal vector de la enfermedad de
Chagas en Centroamérica, Triatoma dimidiata, y su gran adaptabilidad a diversos ecotopos,
provocan un problema en cuanto a la clasificacion taxonomica y la delimitacion de sus
poblaciones; suponiendo esto a su vez dificultades en el control vectorial; por lo que resulta
necesario conocer la dinamica poblacional del vector, para establecer estrategias de control

vectorial regionales que sean efectivas.

Para acceder a dilucidar la dindmica poblacional de 7. dimidiata, €l principal vector de la
enfermedad de Chagas en Centro América, en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y
Parasitologia -LENAP- han sido utilizados marcadores tanto genéticos como fenéticos, entre
los marcadores fenéticos, se han utilizado la morfometria de cabezas, alas, genitalia, y huevos
de chinches, hidrocarburos, analisis de proteinas salivares, sensillas en antenas y asimetrias
en estructuras relacionadas con el movimiento como lo son alas y patas (Comunicacion

personal Licda. Marianela Menes).

Entre los marcadores moleculares inicamente se ha utilizado la amplificacion aleatoria
de ADN Polimorfico (RAPD’S- PCR).  Sin embargo aunque éste ultimo ha brindado
importantes aportes en cuanto al conocimiento de la dindmica poblacional de 7. dimidiata, su
caracter aleatorio limita sus resultados y conclusiones, ademas de implicar posibles errores en

sus deducciones, debido a problemas como:
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- Homologia de bandas (que consiste en analizar como homologas bandas del mismo
tamafo aunque no procedan de una misma secuencia -no homologas-), esto sucede debido a
que en la técnica no se buscan secuencias especificas sino que se buscan secuencias al azar en
todo el genoma)

- Efecto de dominancia entre alelos (lo cual introduce un sesgo en cuanto al calculo de
las frecuencias genotipicas y por lo tanto de las génicas pues en una técnica dominante como
RAPD’S no se puede distinguir a los heterocigotos que contienen enmascarados alelos
recesivos)

- Incertidumbre en la asignacion de pesos especificos (como en el caso de los andlisis de
huellas genéticas (fingerprintings) donde multiples marcas aparecen en el mismo gel, puede

existir incertidumbre en la asignacion a pesos especificos sin un andlisis de pedigri previo).

- Comigracion (posibilidad de que productos de diferente peso tengan pesos moleculares

similares y entonces se conviertan en indistinguibles en un gel por el efecto de comigracion)

- Falta de reproducibilidad de la técnica (lo cual implica que no son comparables los
resultados de estudios que no se llevaron a cabo utilizando exactamente las mismas

condiciones) (Lynch and Milligan, 1994).

Por lo que resulta necesaria la complementacidon con una técnica molecular mas
precisa 'y reproducible, como por ejemplo alguna que implique la secuenciacion de segmentos

informativos no codificantes del ADN.

3.6.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa también conocida como PCR, por sus siglas en
ingles (Ver Anexo 13), es una tecnologia desarrollada para la produccién de millones de
copias de ADN a partir de una pequefia cantidad, a un menor costo y en un proceso mas
rapido que la clonacién genética en bacterias. El proceso se basa en las propiedades de la
enzima polimerasa que se une a una hebra molde de ADN y a partir de ésta, forma una hebra
nueva utilizando la complementariedad de las bases, para que el proceso se lleve a cabo in

Vitro, es necesaria la utilizacién de cebadores oligonucleétidos que permiten la union de una
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enzima polimerasa (que en este caso es la que proviene de la bacteria termofila  Thermus
aquaticus, debido a que ésta resiste los cambios de temperatura necesarios para el desarrollo del
proceso), nucleotidos, un cofactor de la enzima (Cloruro de Magnesio), agua y el ADN
objetivo. Durante el proceso se utiliza un termociclador que produce ciclos de temperatura
que permiten la desnaturalizaciéon del ADN, unién de cebadores y por ultimo la elongacion de
la cadena (Audesirk, 1997).

3.6.2. Secuenciacion de ADN

Durante la década de los ochenta se desarrollaron maquinas automatizadas que
permiten analizar la secuencia de genes bastante largos (de hasta algunos cientos de miles de
nucleotidos de longitud). Basados en la clonacion de segmentos de ADN vy utilizando diversos
procesos de marcaje de nucle6tidos (Sanger, Maxam-Gilbert), las maquinas automatizadas
proveen un cromatograma que presenta picos de colores que se interpretan como la presencia
de un nucleétido especifico (ver Anexo 17). El proceso no es barato, y 50,000 nucledtidos
representan menos del 10 por ciento de los 60 millones de nucle6tidos en un cromosoma
humano promedio, por lo que es importante determinar el lugar preciso de los genes
(Audesirk, 1997).

3.7. ADN ribosomal (Segundo Espaciador Interno Transcrito — ITS2-) como Marcador

Molecular para el estudio Genético de las variaciones de Triatoma dimidiata

Los organismos eucariotas presentan el ADN ribosomal nuclear organizado en
agrupaciones que contienen las subunidades 18S, 5.8S y 28S. Los genes que codifican para
dichas subunidades son separados por dos espaciadores internos transcritos (ITS):  El ITS1
que se encuentra separando los genes de las subunidades 18S y 5.8S, y el ITS2 separa los genes
de las subunidades 5.8S y 28S (Ver Anexo 14). Estas agrupaciones de genes se encuentran en

bloques repetitivos en todo el genoma (Gomez- Zurita, et al 2000).

Como se menciond los ITSs se presentan usualmente en bloques repetitivos o

microsatélites (Almeida-Artigas, et al., 2000), cuya unidad de repeticion es entre 1 y 5 pares de
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bases y el cual es muy buen marcador molecular polimoérfico para la diferenciacion de

poblaciones entre especies (Jarne and Lagoda, 1996).

La hipétesis de la existencia de un reloj molecular asume que la substitucion de
nucleo6tidos en una secuencia dada ocurre a un rango constante, proveyendo un método como
medida del tiempo de divergencia de las diferencias entre dos secuencias , el cual ha sido
establecido para Triatominae, como un reloj molecular inferido del segundo espaciador
interno transcrito del ADN ribosomal nuclear de estos Reduviidae, siendo estimado este en
alrededor de 0.4%- 1% de cambio en pares de bases en un millon de afios (Bargues, et a/ 2000,
Marcilla, et al. 2001). La regidén de estas repeticiones mas apropiada para comparaciones a

nivel de género y especie es el ITS2 (Bargues, ef al. 2002).

La resolucién provista por la secuenciacion del Segundo Espaciador Interno Transcrito -
ITS2- ha permitido realizar analisis de especies cercanamente relacionadas como las del
complejo Triatoma phyllosoma. (Bargues 2002). Ademas, dicha técnica presenta muchas
ventajas sobre el marcador molecular anteriormente utilizado en el LENAP (RAPD’S- PCR),
por ejemplo: la falta de aleatoriedad respecto a los segmentos amplificados del ADN que
elimina errores en los analisis como la homologia de bandas, el proceso es reproducible y por
lo tanto comparable con resultados provistos por otros estudios con el mismo marcador,

ademas de ser un marcador codominante.

Estudios previos indicaron que el ITS2, muestra que Triatoma dimidiata se encuentra en
proceso de especiacion en diferentes regiones de su distribucion geografica (Marcilla et al,
2000). La capacidad del ITS2 para diferenciar entre poblaciones de una especie dada de
Triatominae, se ha presentado como una herramienta muy util para estudios en regiones en
donde el mal de Chagas es endémico; de esta manera el ITS-2 es un marcador sensible para ser
utilizado en la clasificacion de especies, subespecies, hibridos, variedades y poblaciones de

triatominos (Marcilla et al, 2000).
Segin Young (2004) el El ITS-2 presenta una longitud tipica de 200 a 400 pares de

bases y puede ser amplificado por la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa a partir de una

pequena cantidad de ADN y posteriormente ser secuenciado. (Young y Coleman, 2004).
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Otro aspecto importante de la técnica es que puede ser util para resolver problemas
taxondmicos como el que se observa en el complejo de especies T. phyllosoma que ha
presentado cruces entre especies en condiciones de laboratorio, y cuya descendencia (F1) ha
resultado viable (Mazzoti y Osorio, 1942). Por lo que, estudios que utilicen herramientas
moleculares para clarificar la validez de las designaciones de especie/subespecie, y para
estudios eco-epidemioldgicos de la importancia de los diferentes miembros del complejo en la

transmision de la enfermedad de Chagas, se hacen necesarios (Marcilla et a/.2000).

De hecho, la relacién entre las subpoblaciones de triatominos de diferentes ambientes
no es siempre completamente entendida, aun pensando que esto tiene implicaciones
considerables en la transmision del parasito (Dumonteil et al., 2002).La secuenciacidén de solo
uno de los marcadores resultantes de los espaciadores intergénicos es suficiente para el

desarrollo de los estudios mencionados (Marcilla et al, 2001).

3.7.1. Ventajas de la utilizacion del ITS-2 frente a RAPD'S y Técnicas Fenotipicas en el Estudio de

Triatoma dimidiata

Debido a que la secuenciacion de solo uno de los espaciadores es suficiente para el
desarrollo de los estudios filogenéticos y de genética de poblaciones, esto presenta al ITS 2
como un marcador muy confiable; y debido a su cardcter no aleatorio, es claramente ventajoso
respecto a la técnica utilizada anteriormente en el LENAP, de la Amplificacién de ADN
Aleatorio (RAPD’S, PCR), ya que la secuenciacién de la seccion del ITS 2 que, no solo ha
probado ser util en estudios previos para Triatoma dimidiata (Marcilla et al, 2001), sino que,
ademds presenta la gran ventaja de evitar los errores supuestos en el marcador utilizado

anteriormente, por la implicacion de la homologia de bandas .
Otra clara ventaja del andlisis del ITS-2 frente a RAPD’S, es el hecho de que el

primero se trata de un marcador codominante, permitiendo diferenciar organismos

heterocigotos dominantes de los homocigotos dominantes, mientras que RAPD’S por tratarse

26



de un marcador dominante, reduce la percepcion de la variabilidad real por considerar a los

heterocigotos dominantes y los homocigotos dominantes como lo mismo.

Ademas el nuevo marcador molecular presenta reproducibilidad, caracteristica de la
cual carecia el marcador anteriormente utilizado, lo que permite el intercambio de
informacién entre diferentes laboratorios, y de esta forma la posibilidad de desarrollar
estrategias de control vectorial regionales y lo cual implicaria la justificacion del costo del
desarrollo de la técnica; ya que no es necesario el intercambio de material bioldgico, pues una
vez conocidas las secuencias, los resultados pueden enviarse facilmente por correo electronico.
Ademas de la ventaja que representa el que otras secuencias ya se encuentran disponibles en
el Banco electronico de secuencias genéticas (GeneBank) y esto permite hacer alineaciones

(“Blast”) con las secuencias mas semejantes de otras especies del mismo género.

Por otro lado el método presenta ventajas respecto a los marcadores fenéticos, ya que
la especie presenta variabilidad fenotipica en diferentes aspectos, lo cual puede hacer incurrir

en conclusiones falsas cuando unicamente se considera el fenotipo (Marcilla, et a/ 2001).

Aunque se han descrito ventajas sobre otro tipo de marcadores, su complementacion
con marcadores fenéticos como la morfometria y proteinas salivares es de gran importancia,

para el desarrollo de modelos de la dinamica poblacional de los organismo estudiados.

3.8. Analisis Filogeograficos

3.8.1. Parametros Evolutivos de Kimura

Los parametros de Kimura permiten a partir de una simple férmula, la estimacion de las
distancias evolutivas, en términos del nimero de substituciones nucleotidicas (y también los

rangos evolutivos cuando el tiempo de divergencia es conocido) (Kimura, 1980).

Cuando se compara un par de secuencias nucleotidicas es posible distinguir entre dos
tipos de diferencias encontradas; si los sitios homologos son ocupados por diferentes bases
nucleotidicas, pero ambos son purinas o ambos son pirimidinas, estas diferencias se conocen

con el nombre de trancisiones; mientras que si el cambio es de purina a pirimidina o de
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pirimidina a purina, las diferencias se conocen con el nombre de transversiones (Kimura,
1980).

Dejando a P y Q respectivamente como la fraccion de sitios nucleotidicos que
muestran trancisiones y transversiones, entre dos secuencias comparadas, la distancia
evolutiva por sitio es K= (1/2)In{(1-2P-Q V1-2Q}. El rango evolutivo por afio esta dado por
k=K/(2T), donde T es el tiempo desde que divergieron dos secuencias (Kimura, 1980).

3.8.2. Estimadores e Indices de Diversidad Genética

La diversidad genética y el flujo genético dentro y entre poblaciones puede ser evaluada

utilizando los siguientes indices y estimadores:

3.8.2.1. Analisis de Haplotipos

Diversidad de secuencias y su varianza de muestreo (Nei 1987; ecuaciones 8.4 y 8.2

pero reemplazando 2n por n).

Diversidad Haplotipica
La diversidad haplotipica es un parametro que indica la probabilidad de que dos

haplotipos seleccionados al azar en una poblacién sean diferentes, y puede estimarse a partir
de:

h= ”l [1—2 pf} Nei y Tajima (1981)
n— "

Donde 7 es el numero de copias génicas en la muestra, £ es el nimero de haplotipos y p; es la
frecuencia del haplotipo 7 en la muestra. La diversidad haplotipica da una medida de
diferentes tribus matriarcales en una poblacién, y en una poblacion monomoérfica su valor es

cero (Nei y Tajima, 1981 citados en Vera 2006).
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3.8.2.2. Diversidad Nucleotidica Pi

Es el promedio del nimero de diferencias nucleotidicas por sitio entre dos secuencias
(Rozas, 2006). La diversidad nucleotidica es un indicador del grado medio de divergencia

nucleotidica entre los individuos presentes en la poblacion y se pueden estimar como:

k
glz Pi P; dij

L

d Nei (1987)

Donde d; es una estimacion del numero de sustituciones nucleotidicas entre los haplotipos 7'y
J, mientras que % es el numero de haplotipos, p; es la frecuencia del haplotipo 7, y L es la

longitud en pares de base de la secuencia analizada (Nei, 1987; Rozas, 2006).

Diversidad Nucleotidica (Jukes and Cantor) Pi (JC)

El promedio del nimero de substituciones nucleotidicas por sitio entre dos secuencias

(Lynch and Crease 1990, ecuaciones 1-2).

VAN
3 411,
Sy=-o (1. 4k
4 3
2

\?.: ——— >n, n, o
i ni(ni—l) Xay ix iy “xy

A diferencia de las estimaciones previas (Nei 1987, ecuaciones 10.5 o 10.6), esta ha sido
obtenida utilizando las correcciones de Jukes and Cantor (1969). La correccion ha sido
desarrollada en la comparacion de cada par, el Pi (n) estimado fue obtenido como el promedio

de los valores para todas las comparaciones.

3.8.3. Andlisis de Flujo Genético

La informacion de flujo genético puede ser accesada con el cdlculo de las siguientes

medidas de la informacion provista por los datos de la secuencia nucleotidica:

Hudson et al. 1992b:

Fst (ecuacion 3) y Nm (ecuacion 4).
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Lynch and Crease1990:

Nst (ecuacion 36) y Nm.

El estimador Nst es casi el mismo que el Fst (Hudson et al. 1992b). La diferencia es que el Nst

utiliza la correccion de Jukes and Cantor (1969).
3.8.3.1. Estadisticos de Secuencia

Indices de F: ijacion Fgry Ngr

Wright (1943, 1951, 1965) mostré que la variacion en la frecuencia génica entre

subpoblaciones podia ser analizada por indices de fijacidén o estadisticos F; y derivé la férmula:

1-Frr= (1-Fis) (1- Fsr) ()

Donde Fir y Fis, son correlaciones entre dos gametos unidos para producir los individuos
relativos a la poblacion total y relativos a las subpoblaciones, respectivamente, mientras que el
Fsr es la correlacion entre dos gametos arrastrados al azar de cada subpoblacion (Nei 1973).
De esta forma el grado de diferenciacidén genética entre subpoblaciones puede ser medido por

el estadistico Fisr
Desde el desarrollo de este estadistico F, multiples correcciones o variaciones del

mismo han sido desarrolladas para acoplarse a las caracteristicas de los datos a utilizar (Weir

and Cockerman, 1984; Lynch and Crease, 1990; Jukes and Cantor, 1969; Nei, 1973,1982).
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Debido a las caracteristicas de los datos a partir de los cuales se obtuvo la informacién genética
en este estudio (secuencias de ADN ribosomal, de un organismo diploide), utilizando el
programa DNAsp se calcul6 el valor del Fsr a partir de la formula desarrollada por Hudson y

su colaboradores en 1992.
(FST) =1- HW/Hb b)

Donde, H, es la media de las diferencias, entre diferentes secuencias muestreadas de la misma
subpoblacion, y H, es la media de las diferencias, entre secuencias muestreadas de dos

diferentes subpoblaciones muestreadas.

El supuesto de la formula desarrollada por Hudson es el mismo que el é de Weir and
Cockernham (1984), para el caso de la union aleatoria de gametos con iguales tamafios de
muestras de cada subpoblacion, y donde la informacion de cada sitio polimérfico es
combinada como Weir y Cockerham recomiendan para informaciéon combinada de diferentes
loci; lo que varia es la forma de calcularlo, ya que en la formula de Hudson, esta se acopla a

datos provenientes de secuencias.

También, el estimador de Hudson es casi el mismo que el Nsr de Lynch and Crease
(1190), diferenciandose s6lo en que no se desarrolla la correccion de Jukes and Cantor, porque
Hudson asume un modelo de sitios-infinito, el cual no requiere ninguna correccién para
uniones multiples (Hudson, 1992b). El estimador de Hudson es levemente diferente del ysr de
Nei's (1982) porque en el valor Hy, no se incluye una comparaciéon de la secuencia muestra con
ella misma, ambos estimadores, Nei's y Takahata and Palumbi’s difieren de la ecuacion de
Hudson en términos de 1/n donde n es el numero de secuencias muestreadas para cada

subpoblacion (Hudson, 1992b).

En 1978 Wright sugiri6 rangos para la interpretacion de los valores de Fsr obtenidos:
De 0 - 0.005— Indicador de poca diferenciacion genética.

De 0.005 — 0.15 Indicador de diferenciacién genética moderada.

De 0.15 - 0.25 — Indicador de diferenciacién genética grande

Valores superiores a 0.025 — Indicador de diferenciacion genética muy grande
(Wright, 1978 en Landaverde, 2004).
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Numero Efectivo de Migrantes

Ademas de los Fsr otro método para estimar los niveles promedio de flujo genético a
partir de datos de secuencias de ADN, es el que se basa en el computo del nimero minimo de

eventos de migracion consistente con el arbol genético inferido de sus secuencias.

1 H
N =--__ w
e ™, —H,

Donde H, es una estimacién del promedio del tiempo de divergencia de pares de genes
muestreados dentro de la subpoblacién, y H, es una estimacion del tiempo promedio de
divergencia de los genes muestreados de diferentes subpoblaciones. Si H,es menor o igual que
H,, entonces (Nm)r es negativo o infinito, en este caso el estimador es indefinido para la

muestra.
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4. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas continua siendo un serio problema en América Latina,
cerca de 18 millones de personas se encuentran infectadas con el pardsito causante de la
enfermedad, Trypanosoma cruzi, y alrededor de 120 millones de personas (lo que significa
aproximadamente el 25% de la poblacién de América Latina) vive en condiciones que las

colocan en riesgo de contraer la infecciéon (Moncayo, 1999, Dorn., et al. 2003).

Los principales vectores de la enfermedad en América Central son Rhodnius prolixus y
Triatoma dimidiata (Tabaru et al. 1999, Dorn et al., 2003). Sin embargo, a partir de los esfuerzos
realizados para controlar la transmision de la enfermedad en Centro América, ha resultado
mas sencilla la erradicacion de R. prolixus, por ser éste un vector unicamente del domicilio, no
conociéndose reinfestacion por éste después del rociamiento. En este aspecto existe un
contraste remarcado con 7. dimidiata, que presenta un gran reservorio selvatico, y los insectos
de dicho reservorio podrian actuar como una fuente de recolonizacion de viviendas después de

la aplicacién de pesticidas (Corddn- Rosales ez al. 1999).

En Triatoma dimidiata se han encontrado diferencias significativas en la respuesta al
rociamiento con insecticidas y la capacidad de colonizacidén, para Guatemala, en el
departamento de Zacapa después del rociamiento, el insecto desaparecid de las viviendas
(Nakagawa, 2003); en Jutiapa se ha observado re-infestacion tres meses después del
rociamiento (Hashimoto, 2006), y en la regién del Petén el insecto no tiende a colonizar las
viviendas (Monroy ez al 2003), mientras que en Costa Rica se ha observado una preferencia del

vector por la region peridomiciliar (Zeledon, 2006)

Debido a lo anterior y a la variabilidad morfologica, conductual y de hébitat que T.
dimidiata presenta, este se convierte en el mayor vector de Chagas en México y Centroamérica,

y representa un reto importante en los esfuerzos de control (Cordon- Rosales ef al. 1999).
Ademas del conocimiento de la historia evolutiva del vector, preferencia de habitats,

ciclo de vida, entre algunos aspectos, es importante conocer acerca de la estructuracion

genética de las poblaciones del vector (Dorn et al., 2003).
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El conocimiento de la estructura genética puede llegar a mostrar, si se trata de
distintas subpoblaciones de 7. dimidiata, que pueden diferir en la competencia o sensibilidad a
los insecticidas. El analisis de la estructura poblacional entre las poblaciones puede darnos
una idea de la dinamica poblacional entre subpoblaciones, y el area geografica que es

necesario cubrir para un control vectorial efectivo (Dorn et al. 2003).

Los esfuerzos focalizados de control en las localidades con mayor incidencia de la
enfermedad, resultan inutiles si las poblaciones no se encuentran diferenciadas genéticamente;
y debido a que la delimitaciéon politica de los paises no corresponde con las fronteras
biolégicas de los organismos, es necesario conocer la dindmica poblacional de los vectores de
enfermedades de importancia, para poder establecer estrategias de control vectorial regionales

que permitan efectivamente la interrupcion de la transmision de la enfermedad.

Las aproximaciones moleculares en comparacion con las técnicas tradicionales pueden
contribuir sustancialmente al entendimiento de la historia evolutiva de Triatominae (Bargues et
al. 2002), y los datos provistos por la genética de poblaciones son necesarios para la
optimizacion de programas de control que se dirigen a la reduccidon del riesgo de la

transmision natural de la enfermedad de Chagas (Dumonteil, ez al. 2002).

Recientemente, analisis de la secuencia completa de los genes del ADN ribosomal y sus
espaciadores, han provisto de informacion significativa a niveles elevados de taxones como,
género, especie, subespecie, hibridos, variedades y poblaciones (Bargues et al, 2001 en

Bargues, et al. 2002).

Los resultados obtenidos de la utilizacion del analisis de la secuencia del Segundo
espaciador del ADN ribosomal para el estudio y diferenciacién genética de poblaciones de
Triatoma dimidiata, sugieren que el ITS 2, puede convertirse en el marcador de ADN por
excelencia para estudios de Triatominae a niveles especificos y subespecificos, que ayude a la
dilucidacion de historicos problemas en cuanto a la denominaciéon taxondémica de Triatoma
dimidiata y el flujo genético entre poblaciones (Remigio & Blair, 1997 citado en Bargues, et al.
2002).
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5. OBJETIVOS
5.1. General
Comparar la variabilidad genética de trece poblaciones centroamericanas de Triatoma
dimidiata (Latreille, 1811) por medio del andlisis de las secuencias del segundo espaciador
interno transcrito del ADN ribosomal-ITS2- y observar su relacion geografica.

5.2. Especificos

5.2.1. Analizar las secuencias de los fragmentos de ADN producidos por amplificacién del

Segundo Espaciador Interno Transcrito del ADN ribosomal -ITS2-, para cada poblacion.

5.2.2. Determinar relaciones genéticas de los grupos estudiados.

5.2.3. Determinar la existencia de grupos filogeograficos a través de la informacidén provista

por el analisis de agrupamiento y de haplotipos.

5.2.4. Determinar la existencia de flujo genético entre las poblaciones estudiadas y los grupos

filogeograficos formados.
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6. HIPOTESIS

Existe variacidon genética entre las poblaciones de Triatoma dimidiata, evidenciada a partir del

segmento correspondiente al segundo espaciador interno transcrito del ADN ribosomal —ITS2-
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7.1. Universo

7.1.1. Poblacion

7. MATERIALES Y METODOS

Poblaciones de 7. dimidiata de Centroamérica.

7.2. Muestra

Especimenes de T. dimidiata de 13 poblaciones de Centroamérica.

7.2.1. Descripcion de la muestra

Tabla 1: Descripcion de los especimenes de la muestra y sitios de colecta

Tamaifio
muestra
No | Pais Departamento | Localidad | Ecotopo Inicial
1 | Guatemala | Jutiapa La Brea Intradomiciliar 10
San Andrés
2 | Guatemala | Quiché Sajcabaja Domiciliar 10
Sitio
Arqueoldgico
Yaxja-Nakum- | Silvestre,
3 | Guatemala | Petén El Naranjo palmera 10
Silvestre,
4 | Guatemala | Petén San Luis Palmera 10
Silvestre,
5 | Guatemala | Izabal Los Amates Palmera 10
6 | Guatemala | Alta Verapaz Lachua Silvestre 10
7 | Nicaragua | Rio San Juan El almendro | Intradomiciliar 10
8 | Nicaragua | Carazo Introdomiciliar 10
San Marcos
9 | Honduras | Intibucé Sierra Intradomiciliar 10
El, Masical,
10 | Honduras | Copan San Antonio | Intradomiciliar 10
Cantdn San
Rafael y
Costa cantén Santo
11 | Rica Heredia Domingo Peridomiciliar 10
12 | Panama Santa Fé Veraguas Intradomiciliar 10
El
13 | Salvador | Santa Ana Intradomiciliar 10

Fuente: Datos experimentales.
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7.2.2. Seleccion de la muestra

Las poblaciones analizadas en este estudio fueron elegidas en base a los intereses para

el desarrollo de estrategias de control vectorial regional.

Cinco hembras y cinco machos de cada localidad, la muestra fue seleccionada a partir
de un tamizaje realizado en otro estudio, a partir de analisis morfométricos y que permite la
seleccidon de los individuos encontrados en el centroide (asi se denomina el area encontrada
dentro de una grafica de dispersion, donde confluyen el mayor nimero de puntos, que en este
caso representan los especimenes estudiados) y que constituyen los individuos con las
caracteristicas morfoldgicas mas representativas de la poblacion (comunicacion personal Licda

Marianela Menes).

La técnica del andlisis de ITS 2, ha reflejado ser lo suficientemente sensible con la
utilizacion de muestras pequefias (hasta un individuo). Por esta razén y por tratarse de una
técnica costosa, la fase inicial, es decir el aislamiento de ADN, se realizdé con una muestra de

no mas de 10 individuos por localidad (Marcilla et al. 2001, datos no publicados Dorn).

A pesar de que el tamafio inicial por sitio de colecta, como se menciond era de 10
especimenes, a través de todo el proceso de tratamiento de ADN, hasta el analisis de
secuencias, el tamafio muestral fue reduciéndose hasta quedar cada localidad con una muestra
de tamafios desde tres, hasta un espécimen por localidad (en algunos casos quedd hasta

eliminada la localidad). Las causas de reduccion en el tamafio muestral son las siguientes:

El resultado de las amplificaciones: positiva o negativa (no todos los ADN extraidos
presentaron amplificaciones positivas.

Secuenciacion: Cuando fue posible se envido a secuenciacion el ADN de cuatro
especimenes que presentaron una amplificacién positiva para el ADN blanco.

Legibilidad de Cromatogramas: Cuando se recibieron los cromatogramas (graficas de
contenido nucleotidico de las secuencias), no todos eran legibles, algunos por problemas
presentados durante el proceso de secuenciacidn; y en otros casos como se vera mas adelante
la lectura de los cromatogramas de las secuencias es indescifrable, lo cual puede ser provocado

por caracteristicas inherentes a los especimenes de la localidad (como fue el caso de las
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secuencias provenientes de Santa Ana, El Salvador; Carazo Nicaragua y Lachuta, cuyas
secuencias de ninguno de sus especimenes presentaba un patrén convencional para la region)

o puede ser causada por contaminacion del segmento secuenciado.

Los problemas que ocasionaron la reduccion del tamafio muestral, son caracteristicos
de los analisis de ITS, y se debe a que en algunos casos para ciertos especimenes no se presenta

amplificacion en la region de interés del ADN.

7.3. Recursos Humanos e Institucionales

Investigadora: Elizabeth Solérzano Ortiz

Asesoras: Licda. Patricia Landaverde, Licda. Barbara Moguel.

Revisora: Licda. Antonieta Rodas.

Instalaciones y Personal Escuela de Biologia

Instalaciones y Personal Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia.

Instalaciones e Investigadores: Licda Claudia Irene Calderén y el MsC. Sergio Melgar del

departamento de Horticultura de la Universidad de Madison Wisconsin.

7.4. Recursos Materiales

Tabla 2: Equipo

pHmetro

Autoclave

Congelador -20 C

Termociclador de 24 pozos

Campana de flujo laminar

Transiluminador

Centrifuga

Refrigeradora

Balanza analitica

Estufa con mezclador

Camara electroforética
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Tabla 3: Reactivos

ARNasa
kit de purificacién de ADN

Spray DNA free
1 Litro de Agua grado
molecular

Tinte para montaje

Agarosa grado molecular

Galon de alcohol isopropilico
Galon de alcohol etilico

Frasco de bromuro de etidio
Cebadores 1 y 2
Dodecil sulfato de sodio

NacCl

EDTA
Tris
HC1

Acetato de potasio
Enzima Taq polimerasa
Recombi-

Nante

dNTP’s

Cloruro de Magnesio
Buffer de PCR
NaOH

Sucrosa

7.5. Instrumentos para registro y medicion de las observaciones

Para los datos de los individuos que se amplificaron y se corrieron por electroforesis, se
utilizaron boletas en las cuales se coloco el coddigo de identificacién de cada individuo de la
poblacién en la coleccidon entomolégica del Laboratorio, ademas en las boletas se coloco el
nombre de la persona que realizd el procedimiento, la fecha, hora y observaciones si las

hubieron (ver Anexo 15).
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7.6. Métodos

El método implica la colecta y preparacion del material bioldgico (las chinches). Sin
embargo en la entomoteca del laboratorio se contaba previamente a la elaboracion de este

trabajo con los especimenes que serian utilizados.

Los especimenes fueron colectados en diferentes afios previos a la elaboracidon de este
trabajo y la colecta fue realizada por diferentes instituciones; los especimenes provenientes de
Guatemala fueron colectados por personal del LENAP y El Ministerio de Salud, en el caso de
los especimenes que no provienen de Guatemala, estos fueron adquiridos por donaciones o

intercambios hechos por las instituciones que se mencionan a continuacion:

Honduras: Médicos sin fronteras, Doctor Carlos Ponce, MSP.
El Salvador: Ministerio de Salud, Curso sobre colecta de Vectores de la Enfermedad de
Chagas.
Nicaragua: Ministerio de Salud Nicaragua (MINSA), Doctora Francisca Marin.
Costa Rica: Instituto Nacional de Biodiversidad de Costa Rica (INBio).
Panama: Instituto Conmemorativo GORGAS de Estudios de la Salud en Panama, Doctor
Azael Saldafia.

Una vez colectadas, las chinches fueron introducidas a una base de datos dentro de la
coleccion de referencia del LENAP. De manera que los especimenes se encontraban

clasificados segtin la especie de triatomino y el pais de procedencia.

Los especimenes tomados de la entomoteca fueron, como se mencion6 anteriormente,
sometidos a un estudio fenético (Morfometria de cabezas), realizado por los investigadores del
LENAP, Licda Marianela Menes y Mauricio Garcia, este estudio fenético permitid
seleccionar a los especimenes mas representativos (fenéticamente) de cada poblacion.
Posteriormente se realizé la extraccion de ADN a partir de las extremidades de los

triatominos.
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7.6.1. Aislamiento de ADN

Para realizar el aislamiento del ADN de los especimenes de estudio, primero fue
necesario preparar una serie de soluciones que se utilizaron en el proceso y para la elaboraciéon

de un buffer de extraccion (ver Anexo 16).

El proceso de extraccion de ADN implicé la remocion de las extremidades de los
especimenes, desde la coxa hasta la punta, intentando obtener la mayor cantidad de musculo
posible, posteriormente la maceracion de las patas en un tubo de microcentrifuga, con ayuda
de un pistilo y utilizando los reactivos y las temperaturas (descritas abajo). Este proceso
permite la liberacion del ADN de las células y su separacién y eliminacidn de otras sustancias

que se encuentran en la misma.
El protocolo de extracciéon que se utilizd para aislar el ADN de las chinches es el
mismo que fue previamente desarrollado por Cohen en 1982 y descrito por Dorn ez al. (2003),

con las modificaciones descritas en Calderdn et al. (2004).

Se tomaron las muestras de las chinches a estudiar, de la siguiente manera:

Adultos y 5° Estadio: 2 patas.
4 y 3° estadio: 3 patas.
2° estadio: 4 patas.

1° estadio: el individuo entero

En este caso solo se utilizaron individuos adultos, por requerimientos de la técnica fenética
previa (ver Anexo 1)

-Las patas se extrajeron del espécimen con pinzas estériles (las pinzas se flamearon entre cada
muestra, con ayuda de etanol y un mechero).

-Se realiz6 un lavado de las patas con 500 ul etanol y luego con agua.

-Las patas se colocaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml, debidamente identificados.

-Se agregd 100ul del buffer de extraccion.

-Se maceraron las muestras con pistilos estériles.
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-Se centrifugaron momentaneamente para homogenizar todo al fondo del tubo de ensayo.

-Se incubaron las muestras a 65° C durante 15 -30 minutos.

-Se agregaron 14ul de K-Acetato 8M frio para una concentracién final de 1M.

-Se mezclaron e incubaron en hielo durante 15 minutos.

-Se centrifugaron en frio 10 minutos a maxima velocidad (a 14,000rpm).

-Se alicuotaron 200ul de etanol frio al 95%.

-Se transfirid el sobrenadante para cada muestra al tubo con etanol frio al 95%, en ese
momento se observo la formacidn de una sustancia blanquecina como un halo, el cual
correspondia a los fragmentos de ADN.

-Las muestras se agitaron suavemente.

-Se incubaron en hielo 10 min., luego se centrifugaron 20 min. en frio a maxima velocidad
(14,000 rpm). Después de esto se observo la formacion de un precipitado blanquecino, en el
cual se encuentra el ADN aislado.

- Se descarto el sobrenadante.

-Se lavo el precipitado (hebras de ADN) en 100 ul etanol al 70 % y después en etanol al 95%.
-Se dejo secar el precipitado por 12 horas.

-Se disolvio el precipitado en 50 ul de TE estéril con 1U ARNasa.

-Las muestras se almacenaron a -70°C.

7.6.2. Amplificacion de ADN

Una vez extraido el ADN de los especimenes de estudio se realiz6 la amplificacion del
ADN objetivo, esto a partir de la preparacion de una mezcla maestra que debia contener todos
los reactivos para que la Reaccion en Cadena de la Polimerasa se llevara a cabo. La
amplificacion se realizé utilizando los cebadores del ITS2 Cebador 1 (delantero o como es
comunmente conocido, por su nombre en ingles “forward”)= 5'"CTA AGC GGT GGA TCA
CTC GG3") y el ITS2 Cebador 2 (reverso 0 como se conoce comunmente por su nombre en
ingles “reverse”)= 5"GCA CTA TCA AGC AAC ACG ACT C3’).
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Ambos cebadores son complementarios a los segmentos adyacentes a la region de
interés (cuya secuencia fue obtenida de: Marcilla et al. 2001), y a partir de las condiciones de

los ciclos térmicos, previamente descritos en el mismo.

Las muestras se amplificaron en un termociclador Applied Bio Systems, segun la
programacion de los ciclos de temperaturas necesarias para que el proceso se desarrollara, el

producto fue clonado para el ITS 2 completo, como se describe a continuacion.

7.6.2.1. Preparacion de Mezcla Maestra

La mezcla maestra se realizdé como fue previamente descrito por Marcilla en el 2001,

con las modificaciones descritas en el Informe de EPS de Solorzano, 2006.

Tabla 4: Mezcla Maestra

Volumen para 1
Reactivo reaccion Concentracion Final
Agua ultrapura libre de
ADNasas 16.6 microlitros --
MgCl12 1 microlitros 2.22mM
Termo buffer 2.5 microlitros 1.11X
Dntp’s 0.1 microlitros 0.44mM

0.1 microlitros (de c/u,
Cebador P1yP2) 100pmol/ul
Taq Polimerasa
Recombinante 0.2 microlitros 1 unidad/ul
ADN (producto de
extraccion) 2 microlitros

Receta de Mezcla Maestra para amplificacion de ITS2 de Triatoma dimidiata, nombre del reactivo,
Volumen utilizado y concentracion final de cada reactivo en la solucién.

Fuente: Datos experimentales.

Las mezcla se realiz6 en una campana de flujo laminar para evitar contaminaciones;
posteriormente se alicuoté en unidades de 20.5 microlitros en tubos PCR y luego a cada
alicuota se le agregaron 2 microlitros de cada uno de los productos de extraccién del ADN de

la muestra.
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Mas tarde se realizd el proceso de amplificacion en un termociclador (Gene Amp PCR
Systems 2400 de Applied Biosystems) utilizando los siguientes ciclos como fueron descritos en

el protocolo de amplificacién elaborado por Marcilla en el 2001.

7.6.2.2. Ciclos de temperatura de Amplificacion

94 °C 2 minutos

25 ciclos de:

94 °C — 30 segundos
58 °C — 30 segundos
72 °C — 30 segundos

Y por ultimo 72 °C — 7 minutos

7.6.3. Montaje y Corrimiento de Geles

Luego se realizé el montaje de los productos de amplificacidén en geles de agarosa para
su corrimiento electroforético y lectura en un transiluminador, para comprobar la presencia de

la banda de ADN de interés, como se detalla a continuacion:

7.6.3.1. Preparacion de los geles

-Se mezclaron 1.5 g. de agarosa 'y 150 ml. de TBE (1% de agarosa)

-Se calent6 la solucion hasta que la agarosa se disolvio.

-Se enfrio mas o menos a 60° C, se le agreg6 una gota de bromuro de etidio (10mg/ml), se
mezclo y se vertid en el molde.

Para trabajar con bromuro de etidio debi6 utilizarse guantes, bata, y tener sumo cuidado en
su manipulacion, ya que se trata de un agente cancerigeno

(Dorn, 2003).

7.6.3.2. Montaje de Geles

-Se cubri6 el gel con una pelicula fina de TBE 0.5X.
-Se mezclaron 2ul de colorante, se cargd en la micropipeta y se mezcld con 2ul de muestra de

ADN amplificado y se vertid en el pozo del gel.
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-Se corri6 el gel en la cdmara de electroforesis, a 110 voltios hasta que la marca de la muestra
llegd a 2 dedos del final del gel, esto fue aproximadamente por 1 hora.

-Al tercer y ante penultimo pozo del gel se les colocod el marcador molecular; en este caso se
utilizé el Phi (100bp) (Dorn, 2003).

7.6.4. Lectura y Fotografiado de Geles

-Los geles fueron revelados en un transiluminador a una longitud de onda de luz UV de
256nm., para observar si se habia obtenido la banda de ADN de interés.

-Se tomo una fotografia digital con una camara Nikon de 7.2 mega pixeles que posteriormente
se analizo en la computadora.

-Las observaciones fueron descritas en las boletas de registro de la electroforesis.

Las imagenes digitales fueron importadas a una computadora y posteriormente fueron
analizadas utilizando el paquete de computo Gene Profiler V 4.1, para comprobar que la
banda obtenida presentaba el peso molecular esperado, al ser comparada y alineada con una

regla o marcador molecular.

7.6.5. Purificacion de Productos de PCR

Después de haber obtenido el producto de la PCR, se realiz6 una purificacion del ADN
presente en los amplicones, esto se realizo utilizando un kit comercial de purificacion de
productos de PCR, el cual utiliza un proceso de purificacion por medio de arrastre a través de

columnas.

La purificacién de ADN se realiz6 siguiendo el protocolo de manufactura contenido en
el kit de purificacion para productos de PCR PureLink, Invitrogen ®, como se describe a
continuacién:
-Se afiadieron 10 ml. de isopropanol al 100% a 54 ml. de un buffer de union.
-Se anadieron 32 ml. de etanol 96-100% a 8 ml de un buffer de lavado.
-Se afiadieron 4 volumenes del buffer de unién con isopropanol a 1 volumen de producto de
PCR (50-100ul).

-Se mezclo bien.
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-A un tubo en una columna giratoria se le afladi6 la muestra con el buffer.

-Se centrifug6 la columna a temperatura ambiente a 1,000 rpm por 1 minuto.

-Luego se descarto el fluido y se coloco de nuevo la columna en el tubo colector

-Para lavar el ADN se afladieron 650 ul de buffer con etanol a la columna.

-Maés tarde se centrifugo la columna a 10,000rpm /g/ 1min.

-Se descart¢ el fluido del tubo colector y se coloco la columna en el tubo.

-Se centrifug6 la columna a maxima velocidad, a temperatura ambiente por 2 a 3 minutos para
remover cualquier residuo del buffer de lavado.

-Se descart¢ el tubo colector.

-Para eluir el ADN se coloco la columna giratoria en un tubo de elusion.

-Se afiadieron 50 ul de buffer de elusidbn o agua destilada estéril (pH>7) al centro de la
columna.

-Se incubd la columna en un cuarto a temperatura ambiente por 1 minuto.

-Se centrifugd la columna a maxima velocidad por 2 minutos.

-Del tubo de elusion que contenia el producto de PCR purificado se retird y descarto la
columna.

-Y se recuperd un volumen de aproximadamente 48 microlitros.

-Posteriormente se almacen el purificado a -20 °C.

7.6.6. Secuenciacion de ADN

Una vez purificados los productos de PCR, se procedi6 a preparar cada una de las
muestras en tubos de centrifuga de 1.5 ml. que posteriormente fueron almacenados en hielo
seco para ser enviados al Departamento de Horticultura en la Universidad de Madison-
Wisconsin con el MsC. Sergio Melgar, quien realizd el proceso de secuenciacion en un
secuenciador automatico, utilizando la técnica de los dideoxinucléotidos también conocida

como Método de Sanger.
La razon por la cudl no se realizd el proceso de secuenciacion en Guatemala, fue

porque en el momento en que se desarrolld el proceso, en el pais no existia ningun

secuenciador que se encontrara en funcionamiento.
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7.7. Analisis

7.7.1. Edicion, Analisis y Obtencion de Secuencias Consenso

Como se mencion0 anteriormente la muestra inicial fue reduciéndose por varias
razones, como la ausencia de amplificaciones positivas, resultados electroforéticos (se eligieron
como minimo tres especimenes por poblacion para la secuenciacion), cromatogramas ilegibles
causados por patrones de secuencias obtenidos no convencionales, probablemente inherentes a
las poblaciones utilizadas (como fue el caso de El Salvador y Carazo Nicaragua, en los cuales
todas las secuencias analizadas presentaban cromatogramas con mas de una lectura de
secuencia o como en El Salvador, donde no fue posible encontrar el inicio ni final del
segmento ITS2), de manera que la muestra se redujo a 22 especimenes como se describe mas

adelante.

Una vez realizada la secuenciacidon se obtuvieron archivos que contenian los
cromatogramas (Ver Anexo 17) de cada uno de los individuos secuenciados (dos
cromatogramas por individuo debido a que se realizaron lecturas en dos direcciones 3°-5"y 5'-

3.

Utilizando el paquete de computo Chromas Pro version 1.41 (Technelysium, 2003--
2007), las secuencias contenidas en los cromatogramas fueron revisadas, cortadas y editadas,
ademas se realizd la trasformacion de direccion de lectura de las secuencias reversas, para
posteriormente realizar un ensamblaje (unidon de lecturas de la secuencia en ambas
direcciones) en el paquete de computo DNAMAN version 5.2.9 (Lynnon Bio Soft, 1994-
2001), en este ultimo también se realizd la obtencién de secuencias consenso para cada
individuo y posteriormente todas las secuencias consenso obtenidas, de todos los especimenes

analizados, fueron alineadas.
Como una forma de verificacién y para trasformaciéon de formato de las secuencias, se

realizo la alineacidon también en el paquete de computo Clustal X version 1.83 (Higgins, 1988,

1989); ambas alineaciones fueron revisadas manualmente.
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7.7.2. Andlisis Filogeograficos

Utilizando el software DNAMAN version 5.2.9. y para propositos de comparacion se
construyeron dos tipos de arboles, el primero utilizando el método de Kimura, el cual utiliza
la Divergencia Observada de las secuencias; y aplica los dos parametros de correccion de
Kimura (Kimura, 1980).

El segundo arbol construido fue el de Maxima Probabilidad o Verosimilitud (Maximum
Likelihood), el cual busca una estimacion de las distancia filogenéticas entre dos secuencias
con rangos de mutacion estimados de las secuencias actuales (Hasegawa et a/, 1985). Para el
modelo de ADN existen tres parametros: Alpha/Beta radio (=4), AlphaY/R radio (=1) y
Betal2 radio (=1).

Ambos arboles se construyeron a partir de una matriz de distancia utilizando el método
del vecino mas cercano o como es conocido comunmente “Neighbor-Joining method” (Saitou
y Nei, 1987). Ademas en la construccidon de los arboles de Maxima Probabilidad y Kimura,
para acceder a un soporte estadistico se realizd un andlisis de remuestreo (conocido
comunmente como bootstrap) con 10,000 permutaciones (Felsenstein, 1985). El1 método de
bootstrap envuelve la creacion de un nuevo juego de datos por un muestreo aleatorio con
reemplazo, lo cual resulta en juegos de datos del mismo tamafio que el original, pero algunos
caracteres han sido dejados afuera y otros duplicados. El método asume que los caracteres
evolucionan independientemente (Felsenstein, 1985, en DNAMAN, 1994-2001). Ademas en
la construccién de los arboles se utilizé como grupo externo la secuencia para el ITS2 de

Triatoma nitida obtenida del Genbank

7.7.2.1. Mapa de distribucion de Grupos Filogeograficos

Para comprender espacialmente las interacciones y dindmica genética de las
poblaciones analizadas, utilizando el Sistema de Informacidén Geografica (SIG), en un mapa
de Centroamérica se colocaron los puntos correspondientes a cada espécimen en su sitio de
colecta, cada punto que representaba a cada espécimen fue coloreado de acuerdo al grupo al
cual pertenecié en el andlisis Filogeografico (de acuerdo a los clados observados en el

dendograma).
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7.7.3. Genética de Poblaciones

Para el desarrollo de los andlisis de genética de poblaciones en todos los casos se
excluyeron los sitios con grietas (vacios) en la alineacion, para no sobreestimar las diferencias

entre secuencias.

7.7.3.1. Andlisis de Genética de Poblaciones sin Asignacion de Grupos:

7.7.3.1.1. Andlisis de Haplotipos:
Utilizando el paquete de computé DnaSP se procedio a la asignacion de haplotipos

para la totalidad de las secuencias analizadas.

7.7.3.1.2. Distancia Genética

Utilizando el paquete de computo DNAMAN version 5.2.9 se construyd una matriz
de distancia a partir de la alineacién. Esta matriz muestra las distancias relacionadas entre
todos los pares de secuencias en la alineacién. Los valores bajos presentan baja divergencia

(alta homologia) entre dos secuencias.

El método utilizado para el cdlculo de las distancias en la matriz fue el de Kimura.
Este método utiliza la Divergencia Observada, y aplica los dos parametros de correccidén de
Kimura. (Kimura, 1980; DNAMAN, 1994-2001).

7.7.3.1.3. Estimadores e Indices de Diversidad Genética

La diversidad genética y el flujo genético dentro y entre las poblaciones de Triatoma
dimidiata estudiadas fue evaluada utilizando el paquete de computo DnaSP version 4.10.9
(Rozas et al, 2006), calculando los siguientes indices y estimadores: Haplotipos (Nei ,1987);
Diversidad Haplotipica (Nei y Tajima, 1981 en Vera 2006); Diversidad Nucleotidica, Pi (Nei,
987); Diversidad Nucleotidica con las correcciones de Jukes and Cantor, Pi (Jukes and Cantor,
1969).
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7.7.3.1.3.1. Analisis de Polimorfismo

Para acceder a la informacion de polimorfismo de las secuencias correspondientes al
segmento ITS 2 del ADN ribosomal de los especimenes analizados, utilizando el paquete de
computo DNASP version 4.1., se realizaron tres tipos de andlisis de polimorfismo para las 22
secuencias obtenidas, se realizo un analisis de sitios polimérficos, de datos intraespecificos y
graficas de polimorfismo, estos tres analisis permitieron obtener informacion acerca del
numero y ubicacion de sitios invariables, polimoérficos, parsimonicamente informativos, con
grietas en la alineacidn, asi como numero total de sitios variables, numero total de mutaciones,
contenido de citosina-guanina, diversidad haplotipica y nucleotidica, numero de mutaciones
por secuencia y por sitio, ademas las graficas permitieron observar la distribucidén espacial
(posiciones en pares de bases en la secuencia) de la mutaciones, sitios polimorficos y

diversidad nucleotidica.

7.7.3.2. Andlisis de Genética de Poblaciones por Sitio de Muestreo

Para los andlisis de flujo genético es necesario nombrar las secuencias como
pertenecientes a una poblacioén, de manera que, inicialmente las poblaciones se agruparon de

acuerdo a su sitio de muestreo de la siguiente forma:

e Petén Palmera (secuencias obtenidas de especimenes provenientes de San Luis Petén,
Guatemala y colectados en palmera)

e Petén Trampa de Luz (secuencias obtenidas de especimenes provenientes de San Luis,
Petén, Guatemala y colectados en trampas de luz)*

e Quiché (secuencias provenientes de especimenes colectados en San Andrés Sajcabaja,
Quiché, Guatemala)

e Izabal (secuencias provenientes de especimenes colectados en palmeras en Los Amates,
Izabal, Guatemala)

e La Brea (secuencias obtenidas de especimenes provenientes de La Brea, Jutiapa,
Guatemala)

e Honduras Intibucé (secuencias obtenidas de especimenes colectados en El lodo Negro,

Sierra Intibuca, Honduras)
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e Honduras Copén (secuencias obtenidas de especimenes colectados en El Masical, San
Antonio Copan, Honduras)*

e Panama Santa Fe (secuencias provenientes de especimenes colectados en El Macho,
Santa Fe, Veraguas, Panam4)

e Nicaragua (secuencias obtenidas de especimenes colectados en El Almendro, Rio San
Juan, Nicaragua)*

e Costa Rica (secuencias obtenidas de especimenes provenientes de Heredia, Costa Rica)

* Estas Poblaciones (Petén Luz, Copan Honduras, Nicaragua) fueron excluidas en los analisis
de flujo genético por el propio paquete de computo (DnaSP), por no cumplir con el numero

minimo de secuencias para la realizacion de los andlisis (dos secuencias).

7.7.3.2.1. Analisis de Flujo Genético

El flujo genético se computo en el programa DnaSP y se calcularon las siguientes

medidas de flujo genético:

De la informacién provista por los datos de la secuencia nucleotidica, se calcularon
indices de fijacion (Fst) (Hudson ez a/, 1992b) y Nst (Jukes and Cantor, 1969; Lynch and
Crease, 1990) y nimero de migrantes por generacion (Nm) (Hudson ez a/, 1992b; Lynch and
Crease 1990, Wright 1951)

La estimacién del Nm se basa en el modelo de islas de estructura poblacional, existen
distintas formas para el calculo del Nm dependiendo del tipo de informacion del segmento de
ADN utilizado, para este caso se utilizaron especificaciones de un organismo diploide, para

un locus autosdmico: Fst, yst, Nst =1/ (1 + 4Nm).

7.7.3.2.2. Andlisis por pares de poblaciones (por sitio de muestreo)

Con base en los resultados obtenidos por el andlisis de genética de poblaciones
denominando como grupos a los especimenes por procedencia, posteriormente se realizo un

analisis por pares de aquellas poblaciones que se deseaba obtener informacidon mas detallada.
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7.7.4. Analisis de Genética de Poblaciones por grupos Filogeogrificos

A partir de los resultados obtenidos en el andlisis filogeografico, se decidi realizar un
andlisis de genética de poblaciones para acceder a la informacion de flujo genético entre los
grupos formados por el analisis de agrupamiento con los parametros evolutivos de Kimura, asi

se realizo un andlisis extra denominando como grupo a cada clado formado en el arbol de la

siguiente manera:

Tabla 5: Distribucion de Grupos Filogeograficos

Grupo

Filogeografico | Descripcion de Grupo

Grupo Grupo formado por los siguientes especimenes pertenecientes a Quiché

Filogeografico |y Yaxja Petén (Quiché Guate 1, 2 y 3, Palmera San Luis Petén Guatel

1 y 2).
Grupo formado por los siguientes especimenes pertenecientes a Costa
Rica; Nicaragua; La Brea, Jutiapa y Los Amates Izabal Guatemala;

Grupo Intibuca, Honduras; (HerediaCostaRical, 2 y 3,

Filogeografico | RioSanJuanNicaragua, IntibucaHonduras 1, 2y 3,

2 PalmeralzabalGuate 2 y 3, LaBreaJutiapaGuatel y 2)

Grupo

Filogeografico | Grupo formado por los siguientes especimenes colectados en El

3 Macho, Santa Fe Panama (SantaFePanama 1, 2y 3).

Grupo

Filogeografico | Espécimen aislado colectado en Trampa de Luz, en Yaxja, Petén,

4 Guatemala (YaxhaGuate)*.

Grupo

Filogeografico | Espécimen aislado colectado en palmera en Los Amates Izabal

5 (PalmeralzabalGuate 1)*.

Grupo

Filogeografico

6 Espécimen aislado colectado en Copan Honduras (CopanHonduras)” .

Fuente: Datos experimentales obtenidos de una Analisis Filogeografico con los parametros de Kimura en el paquete de

computo DNAMAN

Para estas agrupaciones se calcularon al igual que en el andlisis por sitio de muestreo,
estimadores e indices de diversidad genética y también se desarrollo un analisis de Flujo

genético.

* Estos grupos fueron excluidos de los analisis por el software DnaSP, por no contar con el

numero minimo de especimenes (secuencias) necesarias (dos secuencias).
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7.7.4.1. Analisis por Pares (por Grupos Filogeogrdficos)

Al igual que en el analisis de genética poblacional por sitios de muestreo, en el analisis
de genética poblacional de los grupos filogeograficos observados, se procedid a realizar un

analisis por pares para los primeros tres grupos filogeograficos.
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8. RESULTADOS

8.1. Obtencion y Alineacion de Secuencias

Tabla 6: Numero de secuencias obtenidas del total de especimenes tratados

Se obtuvieron 22 secuencias de Triatoma dimidiata como se describe a continuacion:

Nomenclatura de

Numero Final
de Secuencias

Codigo de
Espécimen en
Coleccion de

Codigo de Secuencia de
cada espécimen en

No | poblacion Departamento | Localidad Ecotopo Analizadas LENAP Analisis
Jutiapa, CcA3429Br LaBreaJutiapaGuatel
1|LaBrea Guatemala La Brea Intradomiciliar 2 | cA3431Br LaBreaJutiapaGuate2
cA2607Q QuicheGuatel
Quiché, San Andrés cA3615Q QuicheGuate2
2 | Quiché Guatemala Sajcabaja Domiciliar 3 | cA4184Q QuicheGuate3
Petén Silvestre cA3559ppal PalmeraSanLuisPeténl
3 | Petén Palmera Guatemala San Luis palmera 2 | cA4250ppal PalmeraSanLuisPetén2
Sitio
Arqueolégico
Petén, Yaxja-Nakum- | Silvestre,
4 | Petén Luz Guatemala El Naranjo Trampa de luz 1 | cA5887pluz
CA56511 PalmeralzabalGuatel
1zabal Silvestre cA6041 PalmeralzabalGuate2
5 | Izabal Guatemala Los Amates Palmera 3 | cA6043 PalmeralzabalGuate3
Rio San Juan,
6 | Nicaragua Nicaragua El Almendro Intradomiciliar 1| cTNIC316 RioSanJuanNicargua
cHNO4158I IntibucaHonduras1
Sierra Intibuca, | EI Lodo Negro cHNO4160I IntibucaHonduras?2
7 | Honduras Intibucad | Honduras San Marcos Intradomiciliar 3 | cHNO4375 | IntibucaHonduras3
San Antonio
Copan,
8 | Honduras Copén Honduras El Masical Intradomiciliar 1| cHNO53102 CopanHoduras
cA21CR HerediaCostaRical
Canton San - :
Heredia, Costa | Rafael y cantén C25ACR HerediaCostaRica2
9 | Costa Rica Rica Santo Domingo | Peridomiciliar 3 | c57ACR HerediaCostaRica3
cSF027 SantaFePanamal
cSF053 SantaFePanama2
10 | Panama Santa Fé Veraguas Intradomiciliar 3 | cSF059 SantaFePanama3
Grupo Externo Obtenido del
11 | Triatoma nitida Gen bank 1 | cT.nitida Triatoma nitida

Fuente: Datos experimentales.
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Ademas se obtuvieron secuencias de 3 especimenes de El Salvador, sin embargo estas
secuencias carecian completamente de similitud con la secuencia de ITS2 registradas de otros
especimenes de Triatoma dimidiata, por lo tanto no pudo realizarse la edicion y posteriores
anadlisis de estas secuencias. No pueden definirse las causas especificas de dicha variacién, sin
embargo la particularidad de dichas secuencias es importante de remarcar, como se detalla en

la discusion de resultados.

8.1.1. Alineacion de Secuencias

Después de la revision, edicién de secuencias y obtencion de secuencias consenso se
obtuvo la alineacién de las secuencias consenso junto con la secuencia del grupo externo,

como puede observarse en el Anexol8.

La longitud del segmento perteneciente al ITS-2 presentd una variacion en los
especimenes de Triatoma dimidiata analizados que va de 473 a 477 pares de bases (pb), sin
embargo en la alineacidén sin el grupo externo, la secuencia final abarcd 479 sitios

nucleotidicos.

8.2. Analisis Filogeograficos
Inicialmente se realizé un andlisis de agrupamiento de las secuencias obtenidas de los

especimenes estudiados, en este primer analisis de agrupamiento se utilizaron los dos

parametros evolutivos de Kimura (Kimura 2-Parameters):
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Basado en dicho fundamento el programa DNAMAN se construy¢ el siguiente dendograma:

31
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CicheCuates
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— HerediaCostaRical
LaBrealutiapaCnated
— IntibucaHonduras3
LaBrealutiapaCnated
HerediaCostaRical
HerediaCostaRicas
PalmeralzabalCuated
PalmeralzabalCuated
RioBanfuanticaragua
IntibucaH onduras?
—— IntibucaH onduras]

100

100

23 BantaF ePanamal
HantaF ePanamad
??| SantaFePanamat
CopanHonduras

Triatoma nitida

Figura 1: Arbol con raiz, construido con base en los parametros de Kimura con 10,000 pseudorreplicaciones, en el software

DNAMAN. En las ramas se muestran los porcentajes de aparicion de cada uno de los grupos en todas las permutaciones del

bootstraps.

Fuente: datos experimentales.

Como se mencion6 en la seccion de métodos, para fines de comparacioén se construyod

un arbol de Maxima Probabilidad (Maximum Likelithood), y como también se menciono

antes, este método de agrupamiento busca una estimacion de las distancia filogenéticos entre

dos secuencias con rangos de mutacion estimados de las secuencias actuales, y se basa en

buscar el arbol mas probable en base al modelo evolutivo aplicado, que en este caso es el de
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Neighbor joining (Hasegawa et al, 1985), el arbol construido bajo este método en el software

DNAMAN se muestra a continuacion.

Taxhaleténbuate

Az

&0

57

100y JuicheGuatel

a0

1on PalmeraSanluisPeténbuatel
OuicheGuatez

100
OuichelGuated

PalmeraSanluisPeténbuates

* PalmeralzasbhalGuatel

IntibucaHonduras3
PalmeralzabalGuates
HerediaCostaBical

HerediaCostaRical

LaBreadutiapabuates
HerediaCostalicaZ
LaBreaJutiapalbuates
PalmeralzabalGuateld
BiofanJuanlicaracaa
IntibucaHondurasZ
IntibucaHonduras1
1) gantaFelPanamal
SantaFePananas

1
SantaFePanamal

CopanHonduras

Triatoma nitida

Figura 2: Arbol con raiz construido con base en los parametros de Maxima similitud y Neighbor joining, en el programa
DNAMAN. En las ramas de la figura se muestran los porcentajes de aparicion obtenidos de cada uno de los grupos en todas

las permutaciones del bootstraps.
Fuente: datos experimentales
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8.2.1. Mapa de Distribucion de Grupos Filogeogrdficos

Se sobrepusieron los puntos de colecta marcados segun el clado de pertenencia, observado en
el analisis de agrupamiento, sobre un mapa de Centroamérica.

Leyenda

Grupos Filogeograficos

1:10 430 238

0 75 180 30 40 f00
e e ilometros

Mapal: Mapa de Centroamérica con distribucion de grupos obtenidos en el analisis Filogeografico. E1 Mapa fue realizado en el Sistema de
Informacion Geografico (SIG) (por Pavel Garcia). La descripcion de los grupos Filogeograficos es la que se encuentra arriba, a cada grupo se

le asigno un color, cada punto en el mapa representa la secuencia de un espécimen. Fuente: datos experimentales.
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8.3. Genética de Poblaciones

8.3.1. Analisis de Genética de Poblaciones Sin Asignacion de Grupos

Se calcularon inicialmente indices de polimorfismo del ADN para datos intraespecificos,

este analisis incluy6 a las 22 secuencias estudiadas, obteniendo los siguientes resultados:
Utilizando el software DnaSP se realiz6 un andlisis de haplotipos:

Informacién del analisis:

Numero de secuencias utilizadas: 22

Region seleccionada: 1- 479pb  Numero de sitios: 479

Numero total de sitios (excluyendo sitios con grietas / datos perdidos): 472
No se consideraron los sitios con grietas alineadas (7)

Numero de sitios variables: 26

Al igual que en estudios previos (Bargues, 2008) se encontré el microsatélite interrumpido

(AT)4sTTT(AT)s, detectado entre las posiciones 47 — 73, en todos los especimenes estudiados.

8.3.1.1 Andlisis de Haplotipos

En el total de secuencias analizadas, excluyendo los sitios con grietas en la alineacion
(7), se encontro la existencia de nueve haplotipos diferentes y una diversidad haplotipica

elevada de 0.8225, los haplotipos se distribuyeron de la siguiente forma:
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Tabla 7: Distribucion de Haplotipos

Haplotipo | Secuencias dentro del Haplotipo
Haplotipo
1 5 secuencias [Quiche Guate 1, 2 ,3; Palmera San Luis Petén Guately 2]
Haplotipo
2 1 secuencia [Palmera Izabal Guate 1]
Haplotipo
3 1 secuencia [Heredia Costa Rica 1]

Haplotipo | 8 secuencias [Rio San Juan Nicaragua; Palmera Izabal Guate 2 y 3; La

4 Brea Jutiapa Guate 1 y 2; Heredia Costa Rica 2 y 3; Intibuca Honduras 2]
Haplotipo
5 1 secuencia [Intibuca Honduras 3]
Haplotipo
6 1 secuencia [Intibuca Honduras 1]
Haplotipo
7 Isecuencia [Copan Honduras]
Haplotipo
8 3 secuencias [Santa Fe Panama 1, 2 y 3]
Haplotipo
9 1 secuencia [Yaxha Petén Guate (colectada con trampa de luz)]
Fuente: Datos experimentales obtenidos de una analisis de haplotipos en el paquete de computo DNASP

8.3.1.2. Distancia Genética

Utilizando el programa DNAMAN se construy6 una matriz de las distancias genéticas
entre cada espécimen analizado, a partir de la informacion provista por la secuencia del ITS 2,

basada en los dos parametros evolutivos de Kimura
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Matriz 1: Matriz de distancias Genéticas basado en los calculos de los parametros
evolutivos de Kimura

Quich | PalmeraSanL | Quich | Quich | PalmeraSanL | Palmeralz | SantaFe | SantaFe | SantaFe | Heredia | Intibuca
éGuat | uisPetenGuat | éGuat | éGuat | uisPetenGuat | abalGuate | Panama | Panama | Panama | CostaRic | Hondura
el el e2 e3 e2 1 1 2 3 al s3

QuichéGuate

1 0

PalmeraSanL

uisPetenGuat

el 0 0

QuichéGuate

2 0 0 0

QuichéGuate

3 0 0 0 0

PalmeraSanL

uisPetenGuat

e2 0 0 0 0 0

Palmeralzaba

1Guatel 0.006 0.006 | 0.006 | 0.006 0.006 0

SantaFePana

mal 0.015 0.015] 0.015] 0.015 0.015 0.013 0

SantaFePana

ma2 0.015 0.015| 0.015] 0.015 0.015 0.013 0 0

SantaFePana

ma3 0.015 0.015| 0.015] 0.015 0.015 0.013 0 0 0

HerediaCosta

Rical 0.019 0.019| 0.019] 0.019 0.019 0.013 0.008 0.008 0.008 0

IntibucaHond

uras3 0.019 0.019]| 0.019| 0.019 0.019 0.013 0.008 0.008 0.008 0.004 0

RioSanJuanN

icaragua 0.017 0.017] 0.017| 0.017 0.017 0.011 0.006 0.006 0.006 0.002 0.002

Palmeralzaba

1Guate2 0.017 0.017] 0.017| 0.017 0.017 0.011 0.006 0.006 0.006 0.002 0.002

Palmeralzaba

1Guate4 0.017 0.017| 0.017] 0.017 0.017 0.011 0.006 0.006 0.006 0.002 0.002

LaBreaJutiap

aGuatel 0.017 0.017| 0.017] 0.017 0.017 0.011 0.006 0.006 0.006 0.002 0.002

LaBreaJutiap

aGuate3 0.017 0.017| 0.017] 0.017 0.017 0.011 0.006 0.006 0.006 0.002 0.002

HerediaCosta

Rica2 0.017 0.017| 0.017| 0.017 0.017 0.011 0.006 0.006 0.006 0.002 0.002

HerediaCosta

Ricad 0.017 0.017] 0.017| 0.017 0.017 0.011 0.006 0.006 0.006 0.002 0.002

IntibucaHond

uras2 0.021 0.021] 0.021] 0.021 0.021 0.015 0.011 0.011 0.011 0.006 0.006

IntibucaHond

uras2 0.017 0.017| 0.017] 0.017 0.017 0.011 0.006 0.006 0.006 0.002 0.002

CopanHondu

ras 0.013 0.013| 0.013] 0.013 0.013 0.006 0.011 0.011 0.011 0.006 0.006

YaxhaPetenG

uate 0.046 0.046 | 0.046 | 0.046 0.046 0.039 0.037 0.037 0.037 0.037 0.037

cT.nitida 0.117 0.117| 0.117] 0.117 0.117 0.115 0.122 0.122 0.122 0.122 0.122
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RioSanJu
anNicara

gua

Palmeral
zabalGua
te2

Palmeral
zabalGua
ted

LaBreaJu
tiapaGua
tel

LaBreaJu
tiapaGua
te3

Heredia
CostaRi
ca2

Heredia
CostaRi
cad

Intibuca
Hondur
as2

Intibuca
Hondur
as2

Copan | YaxhaP
Hondu | etenGu
ras ate

niti
da

QuichéGuat
el

PalmeraSan
LuisPetenG
uatel

QuichéGuat
e2

QuichéGuat
e3

PalmeraSan
LuisPetenG
uate2

Palmeralzab
alGuatel

SantaFePan
amal

SantaFePan
ama2

SantaFePan
ama3

HerediaCost
aRical

IntibucaHon
duras3

RioSanJuan
Nicaragua

Palmeralzab
alGuate2

Palmeralzab
alGuate4

LaBrealutia
paGuatel

LaBreaJutia
paGuate3

HerediaCost
aRica2

HerediaCost
aRicad

IntibucaHon
duras2

0.004

0.004

0.004

0.004

0.004

0.004

0.004

IntibucaHon
duras2

0.004

CopanHond
uras

0.004

0.004

0.004

0.004

0.004

0.004

0.004

0.008

0.004

YaxhaPeten
Guate

0.035

0.035

0.035

0.035

0.035

0.035

0.035

0.037

0.035

0.039 0

cT.nitida

0.12

0.12

0.12

0.12

0.12

0.12

0.12

0.125

0.12

0.12 0.12

Los valores en negrita son los valores mas altos y mas bajos de similitud, los cuales se mencionan en la seccion de discusion.
Fuente: Datos Experimentales
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8.3.1.3. Estimadores e Indices de Diversidad Genética

8.3.1.3.1. Andlisis de de Polimorfismo de ADN

Andalisis de Sitios Polimorficos

Utilizando el software DnaSP se identificaron los sitios con grietas alineadas, sitios

invariables, polimoérficos, nimero de mutaciones, sitios parsimonicamente informativos y

sitios variables encontrados una sola vez; los resultados obtenidos se tabulan a continuacion:

Tabla 8: Analisis de Sitios Polimorficos

Sitios con grietas alineadas o datos perdidos 7
Sitios Invariables (monomorficos) 446
Sitios Variables (polimorficos) 26
Numero total de mutaciones 27
Sitios con variante de copia unica (singleton

sites) 18
Sitios de parsimonicamente informativos 8
Sitios con variante de copia tnica (singleton)

(dos variantes) 17

Posicion de los sitios

172529 89 108 143 195 208 214 306 310 311

320 358 415 428 442

Sitios de parsimonicamente informativos (dos

variantes) 8
Posicion de sitios 2443 150 194 274 394 398 401
Sitios con variante de copia tnica (tres
variantes) 1
Posicion del sitio 107
Sitios parsimonicamente informativos (tres
variantes) 0
Sitios variables (cuatro variantes) 0

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.

Andalisis de Datos Intraespecificos (Polimorfismo de ADN)

Utilizando el Software DnaSP, para la totalidad de los datos se identificaron, el nimero

de pares de bases contenidas en el segmento analizado, el numero de sitios analizados

excluyendo las grietas, numero total de sitos variables, nimero total de mutacién, contenido

de citosina guanina, la diversidad haplotipica y nucleotidica, su varianza y desviacion

estandar, el nimero de haplotipos, el numero de mutaciones por secuencia y por sitio:
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Tabla 9: Polimorfismo de ADN (datos intraespecificos)

Numero de secuencias 22
Numero de secuencias utilizadas 22
Region seleccionada 1-479 pares de bases (pb)
Niumero de sitios 479
Numero Total de sitios (excluyendo
sitios con grieta / datos perdidos) 472
Numero de sitios variables, S 26
Niumero Total de Mutaciones, Eta 27

Contenido de Guanina + Citosina,
G+C

0.235 (de 472.00 sitios)*

Numero de Haplotipos, h 9
Diversidad Haplotipica (gen), Hd 0.823
Varianza de la diversidad

Haplotipica 0.00363
Desviacion Estandar de la

Diversidad Haplotipica 0.06
Diversidad Nucleotidica (por sitio),

Pi 0.01067
Varianza de Muestreo de Pi 0.0000066
Desviacion Estandar de Pi 0.00257
Numero promedio de diferencias

Nucleotidicas, k 5.03463
Theta (por secuencia) de Eta 7.40668
Theta (por sitio) de Eta 0.01569

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp. Este calculo se realizé usando el numero total de mutaciones.

* El contenido de Guanina + Citosina encontrado en este estudio para la region del ADN
analizada es muy similar al encontrado para este marcador en estudios previos (Bargues,

2008), presentando un sesgo de Adenina-Timina.
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Graficas de Polimorfismo de ADN

A partir de los datos del polimorfismo del ADN para la totalidad de las secuencias se
plotearon graficas para la distribucién de las mutaciones, sitios polimoérficos y diversidad

nucleotidica a través de las posiciones nucleotidicas.

Grafica 1: Distribucion de Mutaciones Totales (Theta)

0oz ——— Theta
0.015 -
0.01 A
0.005 -
['_ -
1] 100 200 300 400 500
Mucleotide Position

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAMAN.

Grafica 2: Distribucion de Sitios Polimorficos (S)
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Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAMAN.
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Grafica 3: Distribucion de 1a Diversidad Nucleotidica
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Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAMAN

8.4.2. Andlisis de Genética de Poblaciones por Sitio de Muestreo
8.4.2.1. Andlisis de Flujo Genético

Flujo Genético y Diferenciacion Genética

Como se especificod en la seccion de métodos, en el analisis de flujo genético se requirid

la exclusion de algunas poblaciones por no contar con el nimero minimo de secuencias

requerido por el programa DNAsp (dos secuencias).

Numero de poblaciones incluidas: 7
Regidn seleccionada: 1-479  Numero de sitios: 479
Los sitios con grietas en el alineamiento fueron: Excluidos

Total de sitios (excluyendo las grietas): 472
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Diferenciacion Geneética

Tabla 10: Diferenciacion Genética (analisis por sitio de muestreo)

Indice/Poblacion

Quiché,
Guate

Petén,
Palmera,
Guate

Izabal,
Guate

Heredia,
Costa
Rica

Intibuca,
Honduras

La
Brea,
Jut,
Guate

Santa
Fe,
Panama

Numero de
secuencias:

Numero de sitios
segregados, S:

Numero de
haplotipos, h:

Diversidad
Haplotipica, Hd:

0.00000

0.00000

0.66667

0.66667

1.00000

0.00000

0.00000

Promedio en el
numero de
diferencias
nucleotidicas, K:

0.00000

0.00000

3.33333

0.66667

2.00000

0.00000

0.00000

Diversidad
Nucleotidica, Pi:

0.00000

0.00000

0.007

0.0014

0.0042

0.00000

0.00000

Diversidad
Nucleotidica de

Jukes and Cantor
JC, PiJC:

0.00000

0.00000

0.00705

0.0014

0.00422

0.00000

0.00000

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.

Flujo Genético

Tabla 11 Flujo Genético (analisis por sitio de muestreo)

Informacion/ Indices

Nm

Fst

Nst

Informacion de datos de Haplotipos

Nei 1973

0.22

Informacion de datos de Secuencia

Nei 1982

0.04

Lynch and Crease 1990 (con las correcciones de Jukes

and Cantor)

0.05

0.82205

Hudson, Slatkin y Maddison 1992

0.005

0.82119

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.




Total de Datos Estimados para las 7 Poblaciones Analizadas

Numero total de secuencias: 19
Numero de sitios segregados, S: 13
Numero de haplotipos, h: 7
Diversidad Haplotipica, Hd: 0.80117

Promedio en el numero de diferencias nucleotidicas, Kt: 4.38596

Diversidad Nucleotidica, PiT: 0.00921

8.4.2.2. Andalisis por Pares de Poblaciones (por sitio de muestreo)

Se realiz6 una comparacion entre las poblaciones designadas por sitio de muestreo a

partir de un analisis de divergencia de ADN por pares de poblaciones, de aquellas poblaciones

que se deseaba tener informacién respecto a su diversidad genética por casos particularmente

interesantes:

Para contribuir a la informacion provista por los andlisis filogeograficos se procedid a

realizar un analisis por pares de poblaciones entre las secuencias de los especimenes

provenientes de Quiché y Petén, debido a que estas poblaciones formaron la agrupacion mas

reciente en el analisis filogeografico, mostrando valores de diversidad nucleotidica y de

promedio de diferencias nucleotidicas de cero.

Tabla 12: Divergencia de ADN (analisis por pares de poblaciones, Petén Palmera y Quiché)

Indice/poblacion

Quiché

Petén
Palmera

Datos
totales

Entre
Poblaciones

Numero de secuencias

Numero de sitios polimorficos

Numero total de mutaciones

Promedio de las diferencias nucleotidicas, k:

Diversidad Nucleotidica, Pi(1)

QIO |O|W

(e} el fanRlen] | \S]

(e} e} fenRlan] 10)]

Diversidad Nucleotidica de Jukes y Cantor,
Pi(1)JC

(e}

(e}

Desviacion Estandar de Pi(1)JC

Numero de diferencias fijadas: 0
Mutaciones polimérficas en la poblacion 1, pero
monomorficas en la poblaciéon 2: 0
Mutaciones polimorficas en la poblacion 2, pero
monomorficas en la poblacion 1: 0
Mutaciones Compartidas: 0

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.
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También se compararon las poblaciones de La Brea, Jutiapa correspondiente al grupo
filogeografico 2 y Petén Palmera, correspondiente al grupo filogeografico 1, debido a que estas
se encontraban en diferentes grupos de los dos clado mayores de las poblaciones analizadas,
mostrando que entre dichas secuencias existe una diferencia de ocho sitios polimorficos, con
una diversidad nucleotidica baja 0.00112, pero con un valor promedio de diferencia

nucleotidicas alta (5.33).

Tabla 13: Divergencia de ADN (analisis por pares de poblaciones, Petén Palmera y La
Brea, Jutiapa)

La Brea,
Jutiapa, Petén |Datos |Entre
Indice/Poblacion Guatemala | Palmera | totales | Poblaciones

Numero de secuencias 2 2 4
Numero de sitios polimorficos 8
Numero total de mutaciones 0 0 8
Promedio de las diferencias
nucleotidicas, k: 0 0| 5.333
Diversidad Nucleotidica, Pi(1) 0 0/0.0112
Diversidad Nucleotidica de Jukesy
Cantor, Pi(1)JC 0 0
Desviacion Estandar de Pi(1)JC 0 0
Numero de diferencias fijadas: 8
Mutaciones polimorficas en la

poblacion 1, pero monomorficas en la
poblacion 2: 0
Mutaciones polimorficas en la

poblacion 2, pero monomorficas en la
poblacion 1: 0

Mutaciones Compartidas: 0
Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.

(e}
(@]

En cuanto a la comparacion entre la poblacion del grupo filogeografico 2 (La Brea,
Jutiapa) y la poblacion tomada del grupo filogeografico 3 (Santa Fe, Panama), las cuales
pertenecen a la misma bifurcacion pero que se diferencian mas recientemente, tanto el valor de
diversidad nucleotidica (0.00378), como el promedio de diferencias nucleotidicas (1.8), fue

menor que para la comparacion grupo 1 con 2.
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Tabla 14: Divergencia de ADN (analisis por pares de poblaciones, La Brea, Jutiapa y Santa

Fe, Panama)

La Brea, Santa

Jutiapa, Fe, Datos Entre
Indice/Poblacion Guatemala | Panama |totales | Poblaciones
Numero de secuencias 2 3 5
Numero de sitios polimorficos 0 0 3
Numero total de mutaciones 0 0 3
Promedio de las diferencias nucleotidicas,
k: 0 0 1.8
Diversidad Nucleotidica, Pi(1) 0 0| 0.00378
Diversidad Nucleotidica de Jukesy
Cantor, Pi(1)JC 0 0
Desviacion Estandar de Pi(1)JC 0 0
Numero de diferencias fijadas: 3
Mutaciones polimorficas en la poblacion
1, pero monomorficas en la poblacion 2: 0
Mutaciones polimorficas en la poblacion
2, pero monomorficas en la poblacion 1: 0
Mutaciones Compartidas: 0

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.
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Flujo Geneético entre Pares de Poblaciones

Tabla 15: Flujo Genético entre pares de Poblaciones

Poblacion 1 Poblacion 2 Nst Fst

Quiché Petén Palmera 0.00000 | 0.00000

Quiché Izabal 0.73767 | 0.73684

Quiché Costa Rica 0.96041| 0.96000
Intibuca

Quiché Honduras 0.88995| 0.88889

Quiché La Brea Jutiapa 1.00000 | 1.00000
Santa Fe

Quiché Panama 1.00000 | 1.00000

Palmera de

Petén Izabal 0.73767 | 0.73684

Palmera de

Petén Costa Rica 0.96041 | 0.96000

Palmera de Intibuca

Petén Honduras 0.88995 | 0.88889

Palmera de

Petén La Brea Jutiapa 1.00000 | 1.00000

Palmera de Santa Fe

Petén Panama 1.00000 1.00000

Izabal Costa Rica 0.00079 | 0.00000
Intibuca

Izabal Honduras 0.00142 | 0.00000

Izabal La Brea Jutiapa 0.00000 | 0.00000
Santa Fe

I1zabal Panama 0.58304 | 0.58333
Intibuca

Costa Rica Honduras 0.00000 | 0.00000

Costa Rica La Brea Jutiapa 0.00000 | 0.00000
Santa Fe

Costa Rica Panama 0.90034 | 0.90000

Intibuca

Honduras La Brea Jutiapa -0.00094 | 0.00000

Intibuca Santa Fe

Honduras Panama 0.75067 | 0.75000

La Brea Santa Fe

Jutiapa Panama 1.00000 | 1.00000

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.
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8.4.3. Andlisis de Genética de Poblaciones por Grupos Filogeogrdficos

Numero de Poblaciones Incluidas: 3
Regidn seleccionada: 1-479  Numero de sitios: 479
Los sitios con grietas alineadas fueron: Excluidos

Sitios totales (excluyendo grietas alineadas): 476

8.4.3.1. Anadlisis de Flujo Geneético
Flujo Geneético y Diferenciacion Genética entre Grupos Filogeograficos
Diferenciacion Genética entre Grupos Filogeogrificos

Tabla 16: Diferenciacion Genética Grupo filogeograficol

Grupo 1 (Haplotipol)

Numero de secuencias 5
Numero de sitios segregados, S 0
Numero de haplotipos, h 1
Diversidad Haplotipica, Hd 0
Promedio de las diferencias, K 0.0000
Diversidad Nucleotidica, Pi 0.0000
Diversidad Nucleotidica con

JC, PiJC 0.0000

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.

Tabla 17: Diferenciacion Genética Grupo Filogeografico 2

Grupo 2 (haplotipos 3,5,6)

Numero de secuencias 11
Numero de sitios segregados, S 4
Numero de haplotipos, h 4
Diversidad Haplotipica, Hd 0.49091
Promedio de las diferencias, K 0.72727
Diversidad Nucleotidica, Pi 0.00153
Diversidad Nucleotidica con

JC, PiJC 0.00153

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.
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Tabla 18: Diferenciacion Genética Grupo Filogeografico 3

Grupo 3 (haplotipo 8)

Numero de secuencias

Numero de sitios segregados, S
Numero de haplotipos, h
Diversidad Haplotipica, Hd
Promedio de las diferencias, K
Diversidad Nucleotidica, Pi
Diversidad Nucleotidica con
JC, PiJC 0

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.

QI IO+ |O|Ww

Estimaciones Totales

Numero de secuencias: 19

Numero de sitios segregados, S: 13
Numero de haplotipos, h: 6

Diversidad Haplotipica, Hd: 0.76023
Promedio de las diferencias, Kt: 4.18713
Diversidad Nucleotidica, PiT: 0.00880

Flujo Genético entre Grupos Filogeograficos

Tabla 19 Flujo Genético (entre grupos Filogeograficos)

Informacion/ Indices Nm Fst Nst
Informacion de datos de Haplotipos

Nei 1973 0.16

Informacion de datos de Secuencia

Nei 1982 0.03

Lynch and Crease 1990 (con las correcciones de Jukes

and Cantor) 0.01 0.96145
Hudson, Slatkin y Maddison 1992 0.01 | 0.96117

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.




8.4.3.2. Anadlisis por Pares de Poblaciones (por Grupo Filogeogrdfico)

Tabla 20: Divergencia de ADN (entre grupos filogeograficos)

. Grupo 1: | Grupo 2: Grupo 3:
Indice/Poblacion Haplotipol | Haplotipos3,4,5,6 | Haplotipo8
Numero de secuencias: 5 11 3
Numero de sitios segregados, S: 0 4 0
Numero de haplotipos, h: 1 4 1
Diversidad Haplotipica, Hd: 0 0.49091 0
Promedio de diferencias

nucleotidicas, K: 0 0.72727 0
Diversidad Nucleotidica, Pi: 0 0.00153 0
Diversidad Nucleotidica de Jukes

and Cantor JC, PiJC: 0 0.00153 0
Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.
Flujo Genético entre pares de Grupos Filogeograficos
Tabla 21: Flujo Genético (entre pares de grupos filogeograficos)

Poblacion 1 Poblacion 2 Nst Fst

Grupo filogeografico 1 Grupo filogeografico 2

(haplotipo 1) (haplotipos 3,4,5,6) 0.95693 1 0.95652
Grupo filogeografico 1 Grupo filogeografico 3

(haplotipo 1) (haplotipo 8) 1.00000 | 1.00000
Grupo filogeografico 2 Grupo filogeografico 3

(haplotipos 3,4,5,6) (haplotipo 8) 0.89216 [0.89189

Fuente: Datos Experimentales obtenidos del programa DNAsp.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1. Analisis Filogeograficos (Analisis de Agrupamiento)

9.1.1. Tres Agrupaciones Principales y Distribucion Geogrdfica de Grupos observados en el Andlisis

de Agrupamiento:

El andlisis de agrupamiento utilizando los pardmetros de agrupacion del Vecino mas
cercano, con el modelo evolutivo de Kimura (Kimura, 1980), a partir de la informacion
provista por las secuencias del segmento del Segundo Espaciador Interno Trascrito del ADN
ribosomal - ITS 2 -, mostré la existencia de diferenciacién de las muestras en tres grandes
grupos, el soporte de las ramas fue provisto por el analisis de permutacion con 10,000
replicaciones de la prueba (bootstrap), los valores encontrados van desde el 57 al 100% de

aparicion (ver figura 1).

Al sobreponer las agrupaciones en un mapa de Centro América (Ver Mapa 1), se observo
una clara coincidencia con las caracteristicas fisiograficas de Centroamérica. Centroamérica
nuclear es convenientemente dividida en dos bloques: El Maya (también llamado Yucatan) y

el Chorti (Donnelly ez al., 1990).

La divisién entre ambos bloques es la zona de sutura del Motagua, que sigue el rio
Motagua en el este y centro de Guatemala, pero cuya extension oeste se encuentra enterrada
por una cubierta volcanica de origen Terciario en el oeste de Guatemala. El bloque Maya
incluye a Guatemala al norte de la zona de sutura del Motagua, Belice, la Peninsula de
Yucatan y México al oeste del Istmo de Tehuantepec. El bloque Chorti incluye el sur de
Guatemala, El Salvador, Honduras y una parte indeterminada al norte de Nicaragua y en la

regidn cubierta por agua de la plataforma de Nicaragua (Donnelly ez al., 1990)

De las agrupaciones formadas el primer grupo (grupo filogeografico 1), se encuentra
formado por los especimenes de la poblacion domiciliar de San Andrés Sajcabaja, Quiché y la
poblacion silvestre colectada en palmeras de San Luis Petén (haplotipo 1, ver tabla 5y 7), su

distribucion geografica corresponde a la region norte de Centroamérica; al ser sobrepuesta en
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un mapa tectdnico presenta una coincidencia con la existencia del Bloque Maya de la placa de
Norteamérica (Ver Anexo 19, Mapa tectdnico) recién mencionado y cuya division del Bloque
Chorti es evidente por la falla Polochic-Motagua y cuyas rocas cristalinas de origen Paleozoico
conforman las sierras de Cuchumatanes, Chamad, Chuacus, de las Minas y del Mico (Marshall,
2006;Méndez, 2001)

Relacionado con el grupo uno también pudo notarse que el analisis coloco al espécimen
proveniente de Yaxja, Petén (colectado con trampa de luz) como el mas lejano, como si se

tratara de un grupo externo.

Debido a lo anteriormente mencionado y a la gran variacidon genética y fenética de
especimenes en la region norte de Guatemala (bloque Maya) y la Peninsula de Yucatan, que
se ha encontrado en estudios previos (Bargues, 2002; Bargues, 2007; Bargues, 2008), se
sospecha que esta region puede tratarse del centro de origen, diferenciacion y dispersion de la
especie, y debido a que la falla Polochic-Motagua representa un aislamiento geografico para el
flujo genético, se presume que la dispersion sur del insecto se dio por transporte pasivo, es
decir que fue trasportado probablemente por el hombre o los hospederos del T.dimidiata de los
bosques de la Peninsula de Yucatin y la region norte de Guatemala (bloque maya)

atravesando la Falla Polochic-Motagua en cargas como la madera o en animales hospederos.

Otra evidencia de esta hipdtesis es la escasa variacidon genética observada (en este
andlisis) en el segundo grupo que describiré ( y al cual llamare grupo filogeografico 2), que
pertenece a la region que comprende al sur de la Falla Polochic-Motagua; en este grupo se
observd una uniformidad (con ligeras variaciones, graduales) en las secuencias de los
especimenes provenientes de la regiéon de Guatemala al sur de la Falla (poblaciones
domiciliares de Honduras (a excepcion de Copan); poblacion de Rio San Juan, Nicaragua y
peridomiciliar de Heredia, Costa Rica (haplotipos 3, 4,5 y 6)) hasta la regién del Cinturén
Deformado del Centro de Costa Rica (CCDB, Marshall, 2006); este segundo grupo, el grupo

correspondiente a la regidn central de Centroamérica presenta variaciones graduales que de no
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haber sido considerados varios puntos de muestreo la diferencias genéticas podrian haber sido

sobreestimadas (efecto Wahlund").

Se sospecha que dicho Cintur6on (CCDB) también ha funcionado como una barrera
geografica a la dispersion de T.dimidiata al sur del cinturdn al igual que la Falla Polochic-
Motagua para el grupo uno. Sin embargo como en el caso anterior el hombre y los hospederos
del insecto pueden haber jugado un papel de dispersores, permitiendo la llegada del insecto a
Panama (grupo tres, ver tabla 7), cuyos especimenes provenientes de la region de El Macho,
Santa Fe, formaron un grupo que fue muy bien diferenciado en el andlisis de agrupamiento.
Ya que los tres especimenes provenientes de la region presentaban exactamente el mismo
haplotipo (haplotipo 8, ver tabla 7), el grupo formado por los especimenes de Santa Fe,
Panama, se encontré muy bien diferenciado de los demas grupos en el analisis evolutivo, pero
con mayor cercania a los especimenes del grupo dos (region media de Centroamérica)

apoyando una vez mas la hipotesis de dispersion propuesta.

Es importante ademas recalcar que la uniformidad en las secuencias del grupo tres es
probablemente debida a que aunque Triatoma dimidiata también se ha encontrado en la costa
del Pacifico de Colombia y la Costa Atlantica de Pert, El Canal de Panama probablemente ha
provisto de una barrera para el flujo genético entre estos especimenes y los de Panama, lo cual
indicaria que al carecer de flujo genético de los especimenes al norte y sur de Panama, esta se
trata de una poblacion altamente endogamica y vulnerable, debido a la escasez de variacion
genética, lo cual tiene implicaciones importantisimas en el control vectorial, como se explica

mas adelante.

Existen diversos modelos de flujo génico para explicar la diferenciacidon genética entre
poblaciones que basicamente se diferencian por grado de proximidad geografica, como es el

caso observado para nuestras poblaciones (Vera, 2006).

Entre 1943 y 1969 Wright propuso los modelos de isla y el de aislamiento por distancia

mas conocido como IBD (por sus siglas en ingles, isolation -by- distance model), en el primer

! Efecto Wahlund: Reduccion de la heterocigocidad debido a la mezcla de individuos de diferentes fuentes genéticas
(Jonson and Black, 1984).
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modelo la poblacién original se divide en grupos locales separados, o islas, dentro de los cuales
los individuos se cruzan aleatoriamente, ocurriendo solo una pequefa cantidad de inmigracion
al azar desde cualquier otra isla; en el segundo modelo las poblaciones se encuentran
uniformemente repartidas en el espacio y la diferenciacion entre ellas depende de la capacidad
de dispersion de los individuos, haciendo que el intercambio de individuos sea inversamente
proporcional a su distancia geografica (Wright 1943, 1969 en Vera 2006). Un tercer modelo
intermedio fue propuesto por Kimura en 1953, el cual se denomina “stepping stone”, en este
las poblaciones se encuentran separadas pero linealmente ordenadas, de manera que

basicamente la migracion se produce entre poblaciones contiguas (Kimura, 1953 en Vera

2006).

Por lo anterior expuesto se considera que la dispersion de las poblaciones de T.
dimidiata analizadas mas que responder estrictamente al modelo de islas de Wright, presentan
diferentes tipos de dispersion dependiendo de la escala a la cual se analizan. De manera que al
analizar las trece poblaciones como un continuo, se podria decir que se encuentran
distribuidas de acuerdo a un modelo de islas, con poblaciones estructuradas y limitadas por las
caracteristicas fisiograficas del area, como la existencia de barreras geograficas como la Falla
Polochic-Motagua, el Cinturon deformado del Centro de Costa Rica y El Canal de Panama,
las cuales han funcionado como barreras para el flujo genético. Pero si se analiza a una escala
menor, al observar las caracteristicas e interacciones de las secuencias de los especimenes del
grupo Filogeografico dos, podria decirse que este responde mas fielmente al modelo “stepping
stone” propuesto por Kimura, como lo evidencia el cambio gradual de haplotipos en la region

media de Centroamérica.

9.2. Analisis de Genética de Poblaciones

9.2.1. Andlisis de Haplotipos
9.2.1.1. Distribucion de Haplotipos

En el andlisis de distribucion de haplotipos, se encontraron nueve haplotipos diferentes,
como se describi6 en la tabla 7. Cada haplotipo es una secuencia diferente encontrada, estas

pueden variar de tan solo uno a cientos de nucleétidos, los especimenes (secuencias) que se
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encuentran dentro del mismo haplotipo cuentan con las mismas secuencias, como es el caso de
las siguientes agrupaciones: haplotipo 1 (Quiché y San Luis Petén palmeras), haplotipo 4
(Carazo Nicaragua, Izabal Palmera (dos de los tres especimenes), La Brea Jutiapa, Costa Rica
(dos de los tres especimenes y uno de los tres especimenes de Intibucda Honduras), haplotipo 8

(todos los especimenes de Santa Fe Panama).

Por otro lado se encontraron 5 haplotipos aislados (2, 3, 5, 6, 7 y 9, ver tabla 7), sin
embargo estos haplotipos pueden encontrarse mas o menos cercanos de otros haplotipos
(nimero de variaciones de nucleédtidos, y también las relaciones dependen del tipo de cambio
encontrado (incersiones-deleciones, transiciones o transversiones) y esas relaciones fueron
evaluadas como se discutidé en la seccidon anterior por los andlisis de agrupamiento, pero

ademas por analisis de diferenciacion genética.

Para esta investigacion se consideraron dos tipos de estadisticos para medir la
diferenciacion y flujo genético, los primeros se denominan “estadisticos de secuencias”, que no
toman en cuenta solo la informacién de variacion de haplotipos, sino, también la informacién
cuantitativa y cualitativa de los cambios nucleotidicos en que varian unos de otros (Hudson,
1992a), por esta razon se realizaron andlisis de estadisticos de secuencias (Fst, Nst y Nm)
agrupando poblaciones establecidas por su procedencia geografica y otro analisis se realizo

para detectar la variacion entre los grupos formados por los clados del andlisis filogeografico.

El segundo tipo de estadisticos estimados se denominan “estadisticos de haplotipos” los
cuales se basan en las frecuencias haplotipicas en la muestra como la diversidad haplotipica,
para estos estadisticos no importa si dos haplotipos difieren por uno o por cientos de
nucleétidos (Hudson, 1992a), y para este segundo tipo de estadisticos también se realizd por

aparte analisis por procedencia geografica como por grupos filogeograficos.

9.2.2. Distancia Genética

En la seccion de resultados se muestra la matriz de distancia genética. La informacion

provista por la matriz de distancias genéticas es un soporte cuantitativo a las agrupaciones

formadas por el analisis de Kimura y ML.
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Los valores de distancia genética van de cero a uno, entre mas cercano es el valor a uno,
son mas lejanas evolutivamente las secuencias, en la tabla se destacan los ceros los cuales
indican que las secuencias son iguales o que las diferencias entre estas son despreciables (segin
los parametros evolutivos de Kimura, 1980) y también se destacan los valores de distancia

genética mas altos encontrados.

Se presume que los especimenes colectados en Yaxja con trampa de luz, provienen de
cumulos de piedras del sitio arqueoldgico y/o de madrigueras de animales de la region
(comunicacion personal Ph.D. Carlota Monroy, Licda Marianela Menes, Licda Barbara
Moguel). Por lo cual los altos indices distancia genética observados durante el analisis podrian
contribuir a la formulacion de una de dos hipotesis:

-La primera es que al encontrarse en estos sitios con caracteristicas particulares se han aislado
de otros especimenes de regiones cercanas pero de diferentes “ecotopos”, y que esto esté
provocando un proceso de especiacion.

-La segunda hipotesis es que se trata de organismos de origen primitivo y que el aislamiento

dado por sus refugios ha permitido la permanencia de su acervo genético.

Por si solos los resultados del analisis de distancias genéticas del ITS 2 no puede
contribuir al esclarecimiento de estas dos hipoétesis, sin embargo los analisis filogeograficos nos
muestran que una vez aplicados los parametros evolutivos existe una mayor relacion entre el

espécimen de trampa de luz con el grupo externo.

9.2.3. Distribucion de Polimorfismo de ADN

Al analizar las graficas de polimorfismo de ADN pudo observarse que existe una
concordancia entre los tres tipos de polimorfismos ploteados (mutaciones, diversidad
nucleotidica y numero de sitios polimorficos), en cuanto a la distribucion de éstos en las
posiciones nucleotidicas del ITS 2, observandose un pico de polimorfismo en las secuencias,
aproximadamente entre las posiciones 360 a 400, como se muestra en las graficas 1, 2 y 3,
indicando que es esta region la que aporta la mayor cantidad de diferenciacion genética entre

los especimenes, 1o cual es evidente al observar la alineacion de las secuencias.
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9.2.4. Anadlisis de Genética de Poblaciones por Sitio de Muestreo

Para los analisis de diversidad haplotipica, y nucleotidica por sitio de muestreo tuvo que
dejarse de lado las poblaciones de Yaxja, Petén, Guatemala y Copan, Honduras; debido a que
estas carecian del nimero minimo de secuencias necesarias para el desarrollo de estas pruebas
).

Respecto a la diversidad haplotipica, esta se presentd en el analisis por sitios muestreados,
desde cero en las muestras monomorficas (Quiché; Petén, palmera, Guatemala; La Brea,
Jutiapa, Guatemala y Santa Fe, Veraguas Panama), hasta valores moderadamente altos
(0.667) en el caso de Izabal y Heredia Costa rica, y muy altos para Intibuca Honduras (1), en

el cual las tres muestras del sitio presentaron todas diferentes haplotipos (ver tabla 7 y 10).

En cuanto a la diversidad nucleotidica, esta, al igual que la haplotipica se presentd
desde cero para las muestras monomorficas, pero en este caso el siguiente valor (0.0014) fue
para Heredia Costa Rica que contaba con tres secuencias y dos haplotipos al igual que Izabal
pero solamente presento dos sitios segregados, seguido de este valor se encontr6 el de
Honduras (0.0042) que presento tres muestras con tres haplotipos diferentes y tres sitios
segregados, y el valor mas alto lo presento I1zabal Guatemala que cont6 con tres muestras, dos
haplotipos diferentes y cinco sitios segregados, fue esto ultimo lo que elevd el valor de
diversidad nucleotidica con respecto a las muestras de Heredia, Costa Rica. Izabal, Guatemala
también presento el mayor valor de K (promedio en el Numero de diferencias nucleotidicas),
dejando a este como el sitio muestreado y analizado mas variable de todos, seguido de

Intibucd Honduras y Heredia Costa Rica (ver tabla 7 y 10).

Aunque esta informacién es importante como fue mencionado antes es un tanto artificial
ya que las divisiones politicas no son correspondientes necesariamente con las barreras
biologicas y por ello se decidid realizar un andlisis de los mismos estimadores, esta vez con

base en el andlisis de agrupamiento obtenido y de haplotipos.
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Sin embargo es importante remarcar que el anterior analisis de haplotipos indica que
diferentes paises pueden compartir los mismos haplotipos, lo cual es evidencia de flujo

genético y alertante respecto a la creacion de estrategias de control regionales.

9.2.5. Andlisis de Genética de Poblaciones por agrupacion Filogeogrifica

Al realizar un nuevo analisis de diversidad haplotipica y nucleotidica, esta vez
designando grupos de acuerdo a las principales agrupaciones observadas en el dendograma,
esté mostr6 valores desde cero en diversidad haplotipica y nucleotidica para los grupos
monomorficos 1 y 3, hasta un valor medio de diversidad haplotipica (0.49) para el grupo dos o
central, el cual cont6 con once secuencias, cuatro sitios segregados, cuatro haplotipos una
diversidad haplotipica baja de 0.00153, sin embargo el promedio de las diferencias
nucleotidicas K, si fue elevado (0.727) (ver tablas 16, 17 y 18).

9.2.5.1. Diferenciacion Genética entre Grupos Filogeograficos

El valor de Fst encontrado para la totalidad de los grupos filogeograficos es de 0.96 (ver
tabla 19), indicando que existe una diferenciacion genética muy grande, y que la totalidad de

especimenes analizados se encuentran formando una poblacidén genéticamente estructurada.

Al subdividir estos valores para encontrar cuanto aporta cada comparacion se obtuvo la
informacidén que se discute a continuacion: al denominar a las poblaciones por su sitio de
muestreo no se consideran las relaciones genéticas reales de los especimenes. Esto solo aporta
informacién que confirmaba que en efecto, se trata de una especie que presenta una

distribucion en el Istmo centroamericano, que se encuentra subdividida (estructurada).

Sin embargo no aporto mayor informacién respecto a la dindmica y conformacion de
grupos; en contraste el utilizar las agrupaciones mostradas por el analisis filogeografico, esta
aporto informacion que apoya el patron de dispersion de T. dimidiata propuesto en este
estudio, y la correspondencia de la dindmica genética de los grupos, con el modelo de flujo
génico de “stepping stone”, ya que se encontrd una mayor diferenciacion genética (Fst y

Nst=1) entre los grupos filogeograficos 1 y 3, seguido de un menor valor (0.956) aunque
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igualmente indicativo de diferenciacion genética muy grande, entre los grupos filogeograficos
1y 2, y por ultimo el menor valor obtenido para los Fst y Nst (0.89, ver tabla 21)siempre
dentro del rango de diferenciacion genética muy grande), para la comparacion entre los grupos

2 y 3, ya que estos son los de dispersion mas reciente.

9.2.6. Andlisis por Pares de Poblaciones (Comparacion de andlisis por pares de sitios de muestreo y por

grupos filogeogrificos)

La informacién mas relevante provista en el analisis por pares de poblaciones
denominadas por sitio de colecta, es que los especimenes analizados del grupo Filogeografico
1 (ver tabla 5), presentan valores de diversidad nucleotidica correspondientes a poblaciones

monomorficas.

Por otro lado al comparar dos poblaciones correspondientes al grupo Filogeografico 1y
2 (ver tabla 5) estas mostraron valores de diversidad nucleotidica baja, pero el valor promedio
de diferencias nucleotidicas fue alto, esto debido a que las mutaciones encontradas no son

compartidas.

Mientras que para la comparacién entre la poblacion del grupo Filogeografico 2 y 3, los
valores obtenidos de diversidad nucleotidica y de promedio de diferencias nucleotidicas fue
menor que para la comparacion del grupo 1 con el 2, lo cual indica que las poblaciones del
grupo 2 y 3 se encuentran genéticamente mas cercanas, es decir que aunque estas se
encontraron en el andlisis Filogeografico en diferentes clados, han divergido de manera mas

reciente que con el grupo 1.

9.2.6.1. Diferenciacion Genética entre Pares de Poblaciones

En el analisis por pares de poblaciones se encontraron valores de Fst y Nst desde cero
(y valores negativos para el caso de los Nst) (ver tabla 15), para las poblaciones monomaorficas
como lo es el caso de Quiché con Petén Palmera, Costa Rica con Intibuca de Honduras, Costa
Rica con Izabal, Izabal con La Brea de Jutiapa, Costa Rica con La Brea de Jutiapa, y esta

ultima con Intibuca de Honduras; lo cudl nos indica que no existe diferenciacion genética
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entre estas poblaciones; el primer par de estas se encuentra formando el grupo filogeografico 1
y el resto el grupo filogeografico dos. El resto de comparaciones de Fst se encontr6 en el rango
mayor a 0.25, (ver tabla 12) indicador de diferenciacién genética muy grande, como era de
esperarse ya que se trata de comparaciones entre poblaciones pertenecientes a diferentes

agrupaciones filogeograficas.

9.2.7. Estadisticos de Secuencia
9.2.7.1. Flujo Geneético y Diferenciacion Genética
9.2.7.1.1. Estimacion de Flujo Genético

Se realizaron andlisis de los Estadisticos de secuencia Nm, Fst y Nst, al igual que para
el resto de analisis de genética de poblaciones, primero designando como poblaciones a los

sitios de muestreo y luego por las principales agrupaciones filogeograficas.

En cuanto al primer tipo de analisis (por sitios de muestreo) se encontraron valores de
Fst y Nst (0.82) que se encuentran en el rango indicativos de una diferenciacion genética muy
grande. Lo cual indica que al considerar como un todo, todas las secuencias analizadas, existe
estructuracion de poblaciones. Sin embargo para no sobreestimar la diferenciacion genética, al

obviar los cambios graduales, es importante ir a una escala de analisis menor.

En cuanto al segundo tipo de analisis, el de agrupaciones filogeograficas, los valores de
Nm (menores a 1) y de Fst y Nst (0.96), mostraron un patrén similar para el analisis de todos
los especimenes como era de esperarse, indicando una vez mas que se trata de poblaciones

estructuradas (ver tablas 16, 17 y 18).

9.3. Implicaciones de Resultados en Dinamica de Poblaciones, Analisis de Ecotopos,

Secuencias particulares y Control Vectorial

9.3. 1.Analisis de Ecotopos

La denominacion de ecotopos fue adjudicada inicialmente por Lent & Wygodzinsky

1979 a los especimenes de Triatoma dimidiata ya que como se menciond se trata de una
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especie que puede ser encontrada en una variedad de ambientes, sin embargo se trata de una
denominacién artificial, con fines de clasificacién, dependiendo de la asociacion de los
especimenes con las viviendas humanas, y para fines de control vectorial los estudios
poblacionales de 7. dimidiata han intentado dilucidar si bioldgicamente existen diferencias
entre los especimenes colectados en diferentes ecotopos de la misma region, sin embargo las
conclusiones en cuanto a las relaciones entre ecotopos no pueden ser generalizadas, debido a

que son dependientes de las caracteristicas especificas de la region estudiada.

Para este estudio se cuenta con los datos de ecotopo de cada uno de los especimenes
analizados, sin embargo el analisis genético de las poblaciones no mostré ningin patréon de
agrupamiento asociado a la clasificacion de ecotopos, pero como ya se menciond antes esto
solo puede ser analizado para casos particulares, por ejemplo para regiones como Yaxja,
Petén, cuyas poblaciones silvestres aun se encuentran relativamente aisladas de las viviendas
humanas se puede notar una diferencia entre especimenes silvestres de esta region y las
poblaciones domiciliares de otras regiones, sin embargo en otras regiones que se encuentran
mas deforestadas, como lo es el caso de Jutiapa, al ser desprovistas de su habitat primario los

especimenes de 7. dimidiata se han domiciliarizado conformando poblaciones panmicticas.

9.3.1.1. Especimenes provenientes de Palmeras

El analisis filogeografico de estos especimenes los coloco en tres grupos diferenciados,
uno donde se encontraban los especimenes de Petén de palmera, que es grupo formado por la
region norte de Guatemala (grupo filogeografico 1, tabla 5), y respecto al analisis de haplotipos
ambos especimenes presentaron el haplotipo 1, en otro grupo se encontraron los especimenes
provenientes de Izabal de palmera, dos especimenes fueron agrupados con el resto de
especimenes provenientes de la region media de Centroamérica (grupo filogeografico 2, tabla
5), y ambos especimenes presentaron el haplotipo nimero 4, una divisién mas se presentd para
uno de los especimenes provenientes de Izabal, el cual fue aislado en los analisis filogenéticos

y este espécimen fue el tnico representante del haplotipo 2 (tabla 7).

Tanto los analisis filogenéticos como los analisis de haplotipos, sugieren que las

palmeras no funcionan como un microhabitat que diferencie a los organismos que en ellas se
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encuentran, es decir que la utilizaciéon de palmeras por las chinches no limita el flujo genético,
indicando que probablemente dicho lugar solo funciona como un refugio temporal durante la
época de lluvia y de paso durante la dispersion de estas, en la época seca (comunicacion

personal Ph.D. Carlota Monroy, Licda Marianela Menes, Licda Barbara Moguel).

9.3.2. Secuencias Particulares
9.3.2.1. El Salvador

En el caso de los especimenes provenientes de Santa Ana, El Salvador es importante
remarcar que aunque la particularidad de las secuencias obtenidas de la amplificacion con los
cebadores para el ITS2 de Triatoma dimidiata, no permiti6 realizar una edicidon del segmento de
interés y como consecuencia no pudieron alinearse las secuencias de sus individuos para que
estas fueran analizadas como el resto de secuencias obtenidas; el mismo hecho de la gran
diferencia presentada en sus secuencias, es en si un resultado relevante, ya que esta
informacién provista por un marcador molecular (segmento de ADN 1til para diferenciacion
de poblaciones), puede extrapolarse con la informacién epidemioldgica conocida de los
especimenes provenientes de dicha regidn, se sabe que en esta regién centroamericana durante
los ultimos afios se han presentado casos agudos de la enfermedad de Chagas, hecho

desconocido para otras regiones (comunicacion personal Ph.D. Carlos Ponce).

El tan particular caso de los especimenes de El Salvador, en cuanto a sus caracteristicas
moleculares y epidemiologicas, hace necesaria la elaboraciéon de mas andlisis de estos
especimenes para llegar a una explicacion concluyente respecto a la taxonomia y

caracteristicas epidemioldgicas de estos especimenes

9.3.3. Implicaciones en el Control Vectorial

Las implicaciones de dichos resultados repercuten directamente en el control vectorial de
Triatoma dimidiata, pues como antes se explico la estructuracion de las poblaciones puede ser

una ayuda en el control vectorial.

9.3.3.1. Grupo Filogeografico 3
Respecto al grupo formado por los especimenes de Santa Fe, Panama esto implicaria

una forma facil de control ya que la poblacidn se encuentran aislada geograficamente, y como
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antes se menciond, probablemente se trate de una poblacion altamente endogamica y por lo
tanto vulnerable, esto indicaria una eliminacion facil del vector por rociamiento domiciliar,
como ya pudo comprobarse recientemente, ya que después de aplicaciones del insecticida no
existid reinfestacion en la localidad de El Macho, Santa Fe, Veraguas, Panama

(Comunicacién personal: Ph.D. Carlota Monroy).

9.3.3.2. Grupos Filogeogrdficos 2y 1

Diferente es el caso para la agrupacion perteneciente a la region media de
Centroamérica, representada por especimenes de Honduras, Nicaragua, Costa Rica y la region
sureste de Guatemala, pues en el caso de esta region, el control vectorial supone un reto
mayor, ya que la existencia de un alto flujo genético en esta region lo que implica migracion,

exige el establecimiento de estrategias de control regionales.

Mayor es el reto aun para el control vectorial en el caso particular de Guatemala, pues
la gran diversidad de haplotipos presentes en el pais indica que se trata de una zona de
diferenciacion y la reinfestacién puede ser dada por varias fuentes, en el caso particular de
Petén es importante resaltar que en una regidén limitada se encontr6 al espécimen mas
ancestral del arbol (Yaxja) y a su vez a los mas recientes, los de palmera de San Luis Petén
(segun los parametros evolutivos de Kimura). Lo cual indicaria que probablemente esta region
particular responde a las caracteristicas de un modelo de islas, en lugar del de “stepping stone”

de Kimura propuesto para el resto de poblaciones (Vera 2006).

Como ya se menciond se pudo notar ademads la gran diferenciacion del espécimen
colectado en Yaxja Petén, que se present6 aislado como un grupo externo, pudiéndose tratar
esta de una poblacidn simpatrica, es decir que presenta diferenciacion genética aun en
ausencia de aislamiento geografico (Vera, 2006); los patrones de dispersidén en esta region ya
fueron estudiados por Monroy et al. en el 2003, el estudio entonces mostro la dispersion de
Triatoma dimidiata hacia gallineros experimentales, la estacionalidad en dicha dispersion y la
presencia de Trypanosoma cruzi en los especimenes colectados, de manera que ambos estudios
alertan acerca de los peligros que implica la deforestacién en dicho lugar, ya que al verse
desprovisto el vector de su habitat natural migrara a los domicilios en busqueda de alimento y

refugio, y ya que Triatoma dimidiata de esta region parece tratarse de otra especie, esta puede
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presentar caracteristicas especiales en cuanto a su carga de parasito, capacidad de infestacion y
domiciliaciébn y resistencia a insecticidas, caracteristicas que se recomienda estudiar

posteriormente.
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10. CONCLUSIONES

10.1 Con base en la informacion provista por andlisis del locus del ITS 2, puede
evidenciarse la existencia de tres grupos diferentes de 7. dimidiata de Centroamérica, grupos
cuya division es coincidente con las caracteristicas fisiograficas del istmo centroamericano.
Siendo estas tres grandes barreras: La Falla Polochic-Motagua, El Cinturén Deformado de

Costa Rica Central y El Canal de Panama.

10.2 El andlisis de flujo genético para el total de los especimenes estudiados, muestra que
a lo largo del rango de distribuciébn muestreado, 7. dimidiata presenta poblaciones
estructuradas, con indices de fijaciéon (0.96) que indican una diferenciacién genética muy

grande, que se esta tendiendo a la pérdida de heterocigocidad.

10.3 El analisis de flujo genético, para cada grupo formado en el analisis Filogeografico,
indico que existen tres agrupaciones principales y que estas se encuentran entre si mas 0 menos
relacionadas de la siguiente forma: el grupo uno se encuentra mas relacionado con el grupo
dos que con el tres, el grupo dos se encuentra mas cercano al tres que al uno. Por lo tanto el

grupo uno se encuentra mas diferenciado de los demas grupos.

10.4 Se sospecha que el Centro de Origen de Triatoma dimidiata se encuentra en la region
que comprende desde la Falla Polochic-Motagua, hacia el norte de su distribucion y que la
dispersion desde el centro de origen hacia el sur se ha dado por transporte pasivo en las tres
grandes barreras observadas (La Falla Polochic-Motagua, El Cinturon Deformado de Costa
Rica Central y El Canal de Panamd) y que en la totalidad de la distribucién analizada el
modelo de dispersién que se ha dado es un modelo de islas y analizando a una escala menor,
para el interior del grupo Filogeografico dos, este coincide con el modelo de dispersion

descrito por Kimura en 1953 y al cual denominé “steping-stone”.
10.5 El grupo de la region central de Centro América es el que presenta mayor numero

de haplotipos diferentes, sin embargo los cambios en estas secuencias son menores que en

comparacion con las otras dos regiones y ademas estos cambios son graduales, debido a que
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estas poblaciones se encuentran en constante flujo genético al carecer de barreras geograficas

prominentes.

10.6 La poblacion de El Macho Panama se encuentra en la actualidad, aislada
genéticamente de otras poblaciones, como lo mostrd el andlisis filogeografico y de genética
poblacional, lo suficiente como para que las poblaciones circundantes no representen un
peligro en cuanto al control vectorial, sin embargo estas relaciones pueden ser alteradas por

actividades antropogénicas.

10.7 La gran diferencia encontrada en los especimenes colectados con trampa de luz en
Yaxja advierten sobre la particularidad de éstos y las amenazas que representa la deforestacién
en esta region ya que estudios previos mostraron la capacidad de migracion hacia gallineros
experimentales de los especimenes silvestres de esta region, y al ser desconocidas las
caracteristicas epidemiologicas de estos especimenes, la alteracion de sus habitats primarios
podria representar un riesgo importante en cuanto a la transmision de la enfermedad en esta

region del pais.

10.8 Se pudieron observar particularidades en las secuencias obtenidas para el espécimen
de Yaxja Petén y los especimenes de El Salvador, sin embargo en este analisis no se puede

llegar a conclusiones sobre su status taxonomico.

10.9 El analisis no presentd ningun patron que pueda generalizarse para el estudio de
ecotopos, sin embargo las conclusiones respecto a la dinamica de los ecotopos debe ser

analizada con las consideraciones especificas de la region estudiada.

10.10 El analisis de especimenes provenientes de palmeras sugiere que estas constituyen
un refugio temporal durante la época de lluvia y de paso durante la época seca (época de
dispersion), para Triatoma dimidiata, sin constituir un refugio permanente que represente un

aislamiento reproductivo y por lo tanto genético.

10.11 El analisis de la distribucion de polimorfismo de ADN mostrd concordancia entre

los tres tipos de polimorfismo ploteados (mutaciones, diversidad nucleotidica y numero de
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sitios polimérficos), observandose un pico de polimorfismo en las secuencias,
aproximadamente entre las posiciones 360 a 400, lo que indica que es esta regidon mas variable,

la que aporta la mayor cantidad de diferenciacidén genética entre los especimenes.
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11. RECOMENDACIONES

11.1 Se recomienda constante flujo de informacién entre las instituciones encargadas de
la prevencion de la infeccion del Mal de Chagas en Centroamérica, en cuanto a estudios de la
Biologia y Epidemiologia de los especimenes de Triatoma dimidiata, sobre todo en los paises
que pertenecen al grupo descrito como grupo Filogeografico dos (Guatemala, Nicaragua,
Honduras, Costa Rica), ya que es entre los especimenes colectados en esa regiéon de
Centroamérica que se encontré el mayor flujo genético; y las estrategias de control en los
paises que pertenecen a esta region, deben ser establecidas en forma regional para evitar la

reinfestacion de las fuentes cercanas.

11.2 Se recomienda el estudio de especimenes provenientes de mas localidades
centroamericanas utilizando el marcador molecular utilizado en este estudio, y otros
marcadores moleculares que provean de diferente informacidon como lo es el caso de los
microsatélites, para evitar que se sobreestime la variacién genética encontrada (“efecto

Wahlund”), cuando solo se consideran poblaciones lejanas.

11.3 Para la poblacion de El Macho Panamd, se recomienda monitorear la dindmica de
las poblaciones, ya que aunque sus condiciones actuales la hacen un vector de facil control,
cambios en las caracteristicas del entorno podrian provocar cambios en la dindmica

poblacional de esta poblacion.

114 Se recomienda el monitoreo de la dindmica poblacional de los especimenes de
Triatoma dimidiata a lo largo de su rango de distribucidn, ya que estos pueden ser alterados por

cambios en las caracteristicas del paisaje, asi como por efectos antropogénicos.
11.5 Dada la particularidad de las secuencias observadas para el espécimen de Yaxja

Petén y de El Salvador, se recomienda el estudio exhaustivo de estos especimenes, en cuanto a

sus caracteristicas epidemioldgicas, fenética y genéticas ya que podrian tratarse de otra especie.

93



11.6 Las poblaciones de Petén merecen especial atencion por la diversidad mostrada en
una breve extension geografica, ya que en este trabajo aunque se quiso trabajar con mayor

numero de especimenes, la limitacién de recursos no lo permitio.

11.7 Para poder realizar conclusiones generalizadas del sistema que constituyen las
palmeras para T.dimidiata, se recomienda el estudio de un mayor namero de especimenes

colectados en palmeras de mas localidades.
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Anexo 1: Ciclo de vida Triatoma dimidiata'y Rhodnius Prolixus

Fuente: OPS
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Anexo 3: Distribucion de Triatoma dimidiata.

Fuente: WHO 1989.

Anexo 4: Mapa de la Republica de Guatemala

Fuente: Google maps.
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Anexo 5: Mapa de la Republica de Honduras

Fuente: Google maps

Anexo 6: Division Politica de 1a Republica de Honduras

1. Atlantida 10. Intibuca M -
2. Choluteca 11. Islas dela -
3. Colén Bahia
4. Comayagua 12. LaPaz
5. Copan 13 Lempira
6. Cortés 14. Ocotepeque £qq
7. El Paraiso 15, Olancho
2. Francisco 16 Santa
MMorazan Barbara
9. CGraciasa 17. Walle
Dios 18 Yoro &

Divisidon departamental de Honduras

Fuente: http: Universia.net, Latinoamérica.
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Anexo 7: Mapa de la Republica de El Salvador

Fuente: Google Maps

Anexo 8: Mapa de la Republica de Nicaragua

Fuente: Google Maps
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Anexo 9: Division Politica de Nicaragua

Departamentos (cabeceras)
1 Boaco (Boaco)

2 Carazo (Jinotepe)

3 Chinandega (Chinandega)
4 Chontales (Juigalpa)

5 Esteli (Esteli)

6 Granada (Granada)

7 Jinotega (Tinotega)

8 Ledn (Ledn)

9 Madriz (Somoto)

10 Managua (Managua)

11 Masaya Masaya)

12 Matagalpa (Matagalpa)
13 Nueva Segovia (O cotal)
14 Rivas (Rivas)

15 Eio Ban Juan (San Carlos)
Regiones Autonomas

16 Atlantico Motte (Bilwi)
17 Atlantico Sur (Bluefields)

oy

Fuente: http: Universia.net, Latinoamérica.

Anexo 10: Mapa de 1a Republica de Costa Rica

Fuente: Google Maps
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Anexo 11: Division Politica de Costa Rica

Provincia | Capital

Alajuela  [Alajuela

Cartagn  |Cartago

GuanacasteLiberia

Heredia  |[Heredia

Lirnon Lirndn

&1 G|Puntarenas [Funtarenas

Provimciasde Costa Rica

Anexo 12: Mapa de la Republica de Panama

Fuente: Google Maps
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Anexol3: Ciclo de 1a Reaccion en Cadena de La Polimerasa

Secuencia blanco.

o M mmmﬂ

g T

Secuencia blanco.

Fazo1: Deznaturalizacion por calar.

Secuencia blanco.

5 g o'
. TVARREEEL o
T muwﬁ,._ W Fiotina
polmernsa Cobador 1+ Fota.

Eiotitg, Cebador 2.
L ER |
3 ohbhbbbipabobbobe ¢

Secuencia blanco.

Pazo 3 Fa7 ADN polimerasa cataliza la extenzidn
conforme los micleatidos complementarios zon
incorporados.

Secuencia blanco.

Secuencia blanco.

Pazo 2: Cebador e une al final de la secuencia
blarco.

Secuencia blanco.

Secuencia blanco.

Fir del primer ciclo de FCR.
Resulta en dos copias de la secuencia blanco.

Fuente: Roche, 2003.

Anexo 14: Esquema de Organizacion de Genes y Espaciadores del ADN ribosomal

Ciclo de PCE.

Subunits of rDNA transcribed region

Fuente: Collins 1990

ITS1 5.85 IT52 285

N —
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Anexo 15: Instrumento de Registro de Observaciones de Amplificacion

Hoja para datos de Amplificacion

No de corrida de PCR en el termociclador; --------------

TECNICO: === mmmmmm oo

Nombre del programa:

Especie y Poblacion:

Taq utilizada:------------

(OF=] =10 [0] g ——

No de corrida:------------

No de Muestra

Identificacion del ADN

Cebador

No de Muestra

19

20 21

22

23

24

Identificacion del ADN

Cebador

No de Muestra

10

11

12

Identificacion del ADN

Cebador

No de Muestra

13

14 15

16

17

18

Identificacion del ADN

Cebador

Observaciones:
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Anexo 16: Preparacion de Reactivos

Preparacion de Soluciones

NaCl 5M (15 ml)

4.38g de NaCl de peso formula 58.44 g/mol, se aforan con agua destilada estéril en un balén
de 15ml. para obtener una concentracion final de 5SM. El reactivo se disuelve en el agua
destilada estéril con ayuda de un mezclador, calor y un magneto.

EDTA 0.5M, pH 8 ( 50ml)

9.31 gramos de EDTA de peso formula 372.2g/mol, se aforan en un baldén de 50 ml. El
reactivo se disuelve en una cantidad menor de agua destilada estéril, se mide el pH con ayuda
de un pHmetro y se lleva al pH buscado con ayuda de NaOH si la solucidén esta muy acida, o
de HClI si la solucion esta muy basica, y se mezcla utilizando un mezclador y un magneto, por
ultimo se afora al volumen deseado con agua estéril.

Tris- HC1 1 M, pH 8 (50 ml)

7.9 gramos de Tris de peso formula 157g/mol, se aforan en un balon de 50 ml. El reactivo es
disuelto en una cantidad menor a la buscada de agua destilada estéril, se mide el pH de la
solucién con un pHmetro y se lleva al pH buscado con HCI y utilizando de un mezclador
magnético, luego la solucion se lleva al volumen deseado con agua estéril.

SDS 10%

Se mezclan 10 gramos de dodecil sulfato de sodio con 100 ml de agua destilada estéril.

Buffer de Extraccion. (Para obtener una concentracion 10X)

Para la preparacion del buffer de extraccion se mezclan las soluciones que se describen a

continuacién en las cantidades indicadas
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Para Solucion

Buffer de Extraccion: | 100 ml | patron
0.1 M Na(Cl 2 ml 5M Na(Cl
0.2 M sacarosa 69¢g 342.3 g/mol

0.5 M EDTA
50 mM EDTA 10 ml pH 8
100 mM Tris-HCI, pH IM Tris-HCl
8.0-9.0 10ml | pHS8.0
0.05% SDS 500ul SDS 10%

Usando agua estéril se afora la solucion a 100 ml, luego es filtrada a través de un filtro de 0.2

um y se calienta a 65 °C por 1 hora. Posteriormente se preparan alicuotas de 1 ml. que deben

mantenerse a -20 °C en condiciones estériles.

TBE al 5X (1 litro)
54g TRIZMA Base

27.5g Acido Boérico.

20ml de 0.5ml EDTA (pH 8.0)

Agregar agua tridestilada para llegar a 1 litro.

Mezclar bien y disolver todo el sélido en el liquido.

1 Unidad de ARNasa en 50 ul TE

327. 86 ul de ARNasa (3,050 u/ml) deben anadirse a 50 ml de TE para una concentracién

final de 1 u de ARNasa por cada 50 ul de TE.

Bromuro de Etidio. (10mg/ml)

*Cuidado: El Bromuro de Etidio es un mutageno y debe ser manejado con guantes

desechables.
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Disolver 200mg de Bromuro de Etidio en 20ml de H,O. Mezclar bien y mantener a 4°C en

oscuridad.

Preparacion Mezcla Maestra:

Dilucion de Cebadores

Se necesita diluir los cebadores a una concentracién de 100 pico moles/ ml
P1 “Forward”

6.158 g/mol; 84.1 nano moles

84.1nmoles* 1000pmoles/ Inanomol= 84,100 pmol = 841 ul de Agua Estéril

100pmol/ ul

P2 “Reverse”

6,657.4 g/mol;

74.3 nmol

74.3nanomol * 1000pmol/ 1nanomol = 74,3000pmol = 743 ul
100 pmol/ul

Cantidad de Cebadores Necesaria para la Mezcla Maestra
100pmol/ul concentracidn inicial

Son necesarios 10 pmol por reaccion
Cada reaccion presenta un volumen de 25 ul

10pmol/25 ul = 0.4pmol/ul
0.4pmol/ ul*0.25pmol = 0.1 ul por reaccion

0.1  ul * 14 reacciones= 1.4 ul de cada cebador para 14 reacciones

Cantidad de Taq Necesaria para la Mezcla Maestra
A partir de una solucién de concentracién 5 U/ul
Se necesita 1U por reaccion

1U = 0.2 ul por reaccidn; por 14 reacciones = 2.8 ul
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Anexo 17: Cromatograma

6A3429BRF

Fle Edt Analysis Options View Window Help

SHE| B A EW LS ? | cobmns[3 7| Frame1 ~

Sergio-Havey-ITS013106_02H_16A3429BRF:2

a0 140
GATTC TATCCAAGGGCCACGCC TG TCTGAGGGTC G TTAAAA A TAAGAAAT TA T T TT TT TAARAATAAT T TC TATAALATTT T TA TATATATA

GCG GOG AAG NGC AGC AAC TGC GCG TCG TCA TGG TGA ACT GCA GGA CAC ATG AAA CAT CGA CAC TTT GAA CGC ACA TTG CGG CCC TGG GAT TCT ATC CAA GGG CCA CGC CTG TCT GAG GGT CGT Tad AAA Thh
GAAATT ATT TTT TTA AL TAATTT CTA TAA ATT TTA TAT ATA TAT TTT ATA TAT ATA TAT ATT GGA AAT TTT CTG TTGNCC ACA TTT ATT TGT NGG NAC AAC AGT ATT TCT ALA TAC ATG TTT CTT TTC TTT
TGG CAT ATC TTA TTT CTT GTA TAC TTG TTT GTA AAT CTT AGT TTC AAT ATT GGA AKT TTG TAA CCT GGT TTA TTG GNA ATA AAT CTC AAG TAT AGT AGT GAA ATG TTT ATG ACA GAA GAA AAA TTT TTT CGC
ATC TAG GCA TTG TCN GGG CGATTT TTT ACT TCT TGT TGT ATA ARG CAA GTG ATC TAC AAT TCA TTT ACT TCG AGT TTA CCA ATT TTA TTA TAT GTC TGT ATT Al CTG CTT ATG CAG TGC ATA TAT AGH Akh
TAT AAT TTC NGG TTT TTC AAG TTT TAT ATT GTG TCA ACT ATG TAA AAT ARG TAT GAR ATA CTG CAA TAG ANG GGA AAC NCC ATT TTT TTT CHN CCT CAG ATT AGG GGG GANNCC CCG CTG AAT TTA AGC ATA
TTa GTA AGC GGG GGA ALk GAA ACC AAC NGG GAT NCC CTT AGT AGC TGC GAG TGA ACA GGG ATT AGC CCA GCA CTG AAN CCC AAK AGC ATT GCT TTT AGG GAk ATG TAG TGT TTG GGA GGG CTC AAT TAA CCC
CGA GAT ATG TGC ATT TCG CCC AAG TCC ATC TTG AAC GAG GCC ACG GHC CCG AGA GGG TGC CAG GCC CGT TGA TGG CAR ATG CCT ATT TCG GGN GGG CCT CTC CTT AGA GTC GTG TGC NTT NAR ANA GAG CAR
N'NNNNNNNNNNNN'N'NN'NNNNNNNNNNNN'N'NN'NNNNNNNNNNNN'N'NN'NNNNNNNNNNNN'N'Nmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
WHIT NI MMM M NI NN MM

|Base 1032 [T

Fuente: datos experimentales en el Programa ChromasPro

Anexo 18: Alineacion de secuencias en formato de ClustalX

0 10 20 30 10 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Options |
Qutput

CAZE0TQ [rTHAlAATARGRLATTATTTTTTALARAT T TTCTATALATGTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTC TG TTGTCC ACATTTATTTGTTGGTAC LACAGTATTTCTALATACATGTTTCTTTTCTT ¢
©A3558ppal  [TTRARRATARGARATTATTTTTTALAAATARTTTC TATARATGTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGALATTTTC TG TTGTCC ACATTTATT TG TTGGTACAACAGTATTTCTARATACATGTTTCTTTTCTT
©A3615Q (PTAAARATARGRAATTATTTTTTALLAATAATTTCTATARATGTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGAAATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTAC LACAGTATTTC TAALTACATGTTTCTTTTCTT
cA4184Q (TTAAAAATRAGRAATTATTTTTTAALAATAATTTCTATARATGTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTACAACAGTATTTCTALATACATGTTTCTTTTCTT
©44250ppal [TTRALAATARGARATTATTTTTTALALATARTTTCTATARATGTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGALATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTACAACAGTATTTCTARATACATGTTTCTTTTCTT
GAS651T (TTH R MR ATARGELATTATTTTTTAL AL TALTTTCTATAR A TGTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARLTTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTAC LACAGTATTTC TAAATACATGTTTCTTTTCTT
SZ1RCR (TR QAAATARGARATTATTTTTTTAMLATARTTTCTATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTCTGTTGTCC ACATTTATT TG TTGGTACAACAGTATTTCTARATACATGTTTCTTTTCTT
STNIC316 [TTaARAATARGARATTATTTTTTTARAATARTTTC TATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGALATTTTC TG TTGTCC ACATTTATTTG TTGGTACAACAGTATTTCTARATACATGTTTCTTTTCTT
cHNO4375  [TTAAAAATARGARATTATTTTTTTARARTARTTTCTATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGALATTTTCTGTTETCC ACATTTATTTGTTGGTACAACAGTATTTCTARATACATGTTTCTTTTCTT
cA60431 [TTAAAAATRAGRAATTATTTTTTTARAATAATTTGTATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTACAACAGTATTTCTALATACATGTTTCTTTTCTT
CAE041T  (TTy Ry ATARGELATTATTTTTTTAL AL TR TTTCTATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARLTTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTAC LACAGTATTTC TAAATACATGTTTCTTTTCTT
©A3431BR [TTa )R RATAAGARATTATTTTTTTARAATARTTTC TAT AR TTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGALATTTTC TG TTGTCC ACATTTATTTG TTGGTACAACAGTATTTCTARATACATGTTTCTTTTCTT
©A3425BR  [TTAAARATARGARATTATTTTTTTARAATARTTTC TAT AR TTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGALATTTTC TG TTGTCC ACATTTATTTG TTGGTACAACAGTATTTCTARATACATGTTTCTTTTCTT
©STACR (TTRAAAATARGARATTATTTTTTTAALATAATTTCTATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTACAACAGTATTTCTAAATACATGTTTCTTTTCTT
C2ZEACR (TTAAAAATARGARATTATTTTTTTAALATAATTTCTATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTACAACAGTATTTCTAAATACATGTTTCTTTTCTT
CHNO41601  |TTh ) ) ATARGARATTATTTTTTTALAATALTTTCTATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTAC AACAGTATTTC TAAATACATGTTTCTTTTCTT
cHNO4158T |74 R ATARGARATTATTTTTTTAALATAATTTCTATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGCACAACAGTATTTCTAAATACATGTTTCTTTTCTT
cHNO53102  |TTARAAATARGARATTATTTTTTARALATAATTTCTATARATGTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTACAACAGTATTTC TAAATACATGTTTCTTTTCTT
©SF027 (TTAAAAATARGARATTATTTTTTTAALATRATTTCTATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTACAACAGTATTTCTAAATACATGTTTCTTTTCTT
©SF053  (TTAAAAATARGARATTATTTTTTTAALATAATTTCTATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGARATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTACRACAGTATTTCTAAATACATGTTTCTTTTCTT
CHF0SS  (TTALALATARGARATTATTTTTITALAATARTTTCTAT A RATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGALATTTTCTGTTGTCC ACATTTATTTGTTGGTACAACAGTATTTC TARATACATGTTTCTTITICTT
©A5887p1UZ  [TTRALAATARGARATTTTTTTTTTTAL AL AR TTTC TATARATTTTATATATATATTTTATATATATATATATTGGALATTTTC TG TTGCCC ACATTTATTTG TTGGGGCAACAGTATTTCTARATACATGTTTCTTTTCTT

|~
s

Pares de bases dela 1 ala 140
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‘BI] 290 300 310 320 330 340

Options
Output

370

380

390 400 110 420

cAZE07Q
©A3559ppal
ch3615Q
cA4154Q
©L4250ppal
CAS651I
c2Z1ACR
cTNIC316
cHNO4375
cAB0431
chB041T
©A3431BR
cA34Z9BR
©57ACR
C2ZEACR

CHNO41601
cHNO4156T
cHNOS3102

cSFO27
©SFO53
cSFO59
cA5887pluz

GCATTGTCTGGGCGATTTTTT
GCATTGTCTGGGUGATTTTTT .
GCATTGTCTGGGCGATTTTTT .

Pares de bases de 1la 180 a la 420

GCATTGTCTGGGCGATTTTTT. ACTTC TTGT TG TATARLGC ARG TGATC TAC AR TTCATTTACTTCGAGTTTACCARTTTTATTATATGTCTGTATTALACTGCT.
GCATTGTCTGGGUGATTTTTT . AC T T TTG T TG TAT AR A GC AAGTGATC TAC AATTC AT TTAC TTCGAGT TTACCAATTTTATTATATGTC TG TATTARACTGCT.
GCATTGTCTGGGCGATTTTTT . ACTTC TTGTTGTATARAGC ARGTGATC TACAATTCATTTACTTCGAGTTTACCAATTTTATTATATGTCTGTATTARACTGCT.
GCATTGTCTGGGCGATTTTTT. ACTTC TTGT TG TATARLGC ARG TGATC TAC AR TTCATTTACTTCGAGTTTACCARTTTTATTATATGTCTGTATTALACTGCT.
GCATTGTCTGGGUGATTTTTT . AC T T TTG T TG TAT AR A GC AAGTGATC TAC AATTC AT TTAC TTCGAGT TTACCAATTTTATTATATGTC TG TATTARACTGCT.
GCATTGTCTGGGCGATTTTTT . ACTTC TTGTTGTATAAAGC ARGTGATC TACAATTCATTTACTTCGAGTTTACCAATTTTATTATATGTCTGTATTALACTGCT.
GCATTGTC TGGGCGATTTTTT. AC T TC TTGT TG T AT AR A GC ARG TG AT C TAC A AT TC AT TTAC T TCGAGT TTAC C A AT TTTATTATATGTC TG TATTALAC TGC TTATGC AGTGCATATATAGTALLTATAATTTCAGGTT
GCATTGTCTGGGCGATTTTTT . AC T T TTG T TG TAT AR A GC ARG TG A TC TAC AT TC AT TTAC TTCGAG T TTAC C AR T T TTAT TATATGTC TG TAT TALAC TG TTATGC AGTGCATATATAGTALATATAATTTC AGGTT
GCATTGTCTGGGCGATTTTTT. ACTTC TTGTTGTATAAAGC ARG TGATC TAC AR TTCATTTAC T TCGAGT TTACCARTTTTATTATATGTC TG TATTALAC TG TTATGC AGTGCATATATAGTALATATAATTTC AGGTT
GCATTGTC TGGGCGATTTTTT. AC T TC TTGT TG T AT AR A GC ARG TG AT C TAC A AT TC AT TTAC T TCGAGT TTAC C A AT TTTATTATATGTC TG TATTALAC TGC TTATGC AGTGCATATATAGTALLTATAATTTCAGGTT
GCATTGTCTGGGCGATTTTTT . AC T T TTG T TG TAT AR A GC ARG TG A TC TAC AT TC AT TTAC TTCGAG T TTAC C AR T T TTAT TATATGTC TG TAT TALAC TG TTATGC AGTGCATATATAGTALATATAATTTC AGGTT
GCATTGTCTGGGCGATTTTTT. ACTTC TTGTTGTATAAAGC ARG TGATC TAC AR TTCATTTAC T TCGAGT TTACCARTTTTATTATATGTC TG TATTALAC TG TTATGC AGTGCATATATAGTALATATAATTTC AGGTT
GCATTGTC TGGGCGATTTTTT. AC T TC TTGT TG T AT AR A GC ARG TG AT C TAC A AT TC AT TTAC T TCGAGT TTAC C A AT TTTATTATATGTC TG TATTALAC TGC TTATGC AGTGCATATATAGTALLTATAATTTCAGGTT
GCATTGTCTGGGCGATTTTTT . AC T T TTG T TG TAT AR A GC ARG TG A TC TAC AT TC AT TTAC TTCGAG T TTAC C AR T T TTAT TATATGTC TG TAT TALAC TG TTATGC AGTGCATATATAGTALATATAATTTC AGGTT
GCATTGTC TGGGCGATTTTTT. AC T TC TTGT TG T AT AR A GC ARG TG AT C TAC A AT TC AT TTAC T TCGAGT TTAC C A AT TTTATTATATGTC TG TATTALAC TGC TTATGC AGTGCATATATAGTALLTATAATTTCAGGTT
A TTCTTGTTGTAT AR AGC ARG TGATC TACAATTCATTTACTTCGAGTTTACCAATTTTATTATATGTCTGTATTALRCTGCT.
ACTTC TTGT TG TAT AR A GC MG TG ATC TAC AATTC AT TTAC TTCGAGT TTACCAATTTTATTATATGTC TG TATTARACTGCT.
ACTTCTTGTTGTATAALGC ARG TGATC TAC AR TTCATTTACTTCGAGTTTACCARTTTTATTATATGTCTGTATTALACTGCT.
GCATTGTC TGO G GATTTTTTTACTTC TTGT TG TATAAAGC AAGTGATCTACAATTCATTTACTTCGAGTTTACCAATTTTATTATATGTCTGTATTALACTGCT.,
GCATTGTC TGGGCGATTTTTTTAC T T TTG T TG TAT AR GC AAGTGATC TAC AATTC AT TTAC TTCGAGT TTACCAATTTTATTATATGTC TG TATTALACTGCT.
GCATTGTC TGGGCGATTTTTTTAC TTC TTGT TG TAT AR GC ARG TGATC TAC AR TTCATTTACTTCGAGTTTACCAATTTTATTATATGTCTGTATTALACTGCT.
GCATTGTCTGGGCGATTTTTT. . . TACTTCCTGTATAARACEL, TGATCTACAATTCATTTACTTCGAGTTTACCALCTTTATTATATGTCTGTATTARACTGCT.

Pares de bases del 420 a la 478

Fuente: datos experimentales en el Programa Clustal X.

Options 20 430 440 450 450 470 480
Output P b Lo Lo boca o bovoiaciaa b
cAZ6070 TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCALC TATGTAAAATALGTATGARLTAC . TGCAATAGLA
CcA3S39ppal | TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAAAATARGTATGARATAC . TGCAATAGLA
CA36150 (TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCALCTATGTAAAATALGTATGARLTAC . TGCAATAGLA
CA41840 TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAALATALGTATGALATAC, TGCALTAGLL
ch4250ppal |TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCAACTATGTARALTALGTATGARLTAC. TGCAATAGLA
CASES1T (TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCALC TATGTALALTALGTATGAALTAC . TGCAATAGLA
C21ACR T TTTCARGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAALATAAGTATGAAATAC. TGCALTAGAL
CTNIC316 |TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAALATAAGTATGALATAC, TGCALTAGALL
cHNO4375 | TTTTCARGTTTTATATTSTGTTAACTATGTARAATARGTATGAAATAC . TGCALTAGAL
ch6043T (TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCALCTATGTAAAATALGTATGARLTAC . TGCAATAGLA
CcA6041T | TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAAAATAAGTATGARATAC . TGCAATAGLA
CA3431ER | TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAALATAAGTATGALATAC, TGCAATAGALA
CA3429ER  |TTTTCAAGTTTTATATTSTGTCAACTATGTAARATARGTATGAAATAC, TGCALTAGAL
cSVACR | TTTTCARGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAALATAAGTATGARATAC, TGCALTAGAL
CZ6LCR | TTTTCARGTTTTATATTGTGTCAAC TATGTAALATAAGTATGALATAC . TGCALTAGALL
CcHNO4160T | TTTTCAAGTTTTATATTSTGTCAAC TATGTAAAATAAGTATGAAATAC . TGCALTAGLA
CHNO4158T | TTTTCAAGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAALRATAAGTATGALATAC, TGCAATAGALA
CcHNOS3102 | TTTTCAAGTTTTATATTSTGTCAAC TATGTAAAATAAGTATGAAATAC . TGCALTAGLA
coFO027 | TTTTCARGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAALATAAGTATGAAATAC, TGCALTAGAL
CoF053 | TTTTCARGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAALATAAGTATGAAATAC. TGCALTAGAL
cSFO5S | TTTTCARGTTTTATATTGTGTCAACTATGTAALATAAGTATGARATAC, TGCALTAGAL
CASSETpluZ  |TTTTCAAATTTTATATTGTGTCAACTATGTALLATALGTATGAAATACCTGCALTAGLA

ATGCAGTTCATGTACAGTALATATAATTTC AGGTT #
ATGCAGTTCATGTACAGTAAATATAATTTCAGGTT
ATGCAGTTCATGTACAGTALATATAATTTC AGGTT
ATGCAGTTCATGTACAGTALLATATAATTTCAGGTT
ATGCAGTTCATGTACAGTAAATATAATTTCAGGTT
ATGCAGTGCATGTACAGTALLATATAATTTC AGGTT

ATGCAGTGCATATATAGTALATATAATTTCAGGTT
ATGCAGTGCATATATAGTAAATATAATTTCAGGTT
ATGCAGTGCATATATAGTALLATATAATTTCAGGTT
ATGCAGTGCATATACAGTALATATAATTTCAGGTT
ATGCAGTGCATATACAGTAAATATAATTTCAGGTT
ATGCAGTGCATATACAGTALLTATAATTTCAGGTT
ATGCAGTGCATATACAGTALATATAATTAC AGGTT
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Anexo 19: Mapa tectonico de Centroamérica
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Mapa tectonico de Centro América, muestra la geometria regional de las placas tectdnicas y los bloques de basamento Los
nombres en ingles de las placas se encuentran en las cajas blancas (North American, Norte América; Caribbean, Caribe;
Cocos;

Nazca, y Panama). Las flechas grandes muestran el movimiento relativo a la placa del Caribe. Los bordes activos de las
placas se muestran como lineas solidas (con dientes en la placa superior de margenes convergentes, y flechas opuestas
indicando los movimientos de transformacién).Las areas sombreadas muestran los basamentos de los bloques (Maya, Chortis,
Chorotega, y Choco). Las lineas punteadas muestran las mayores caracteristicas batimétricas.

EPR: Elevacioén Este-Pacifica; GSC: Centro de Extension de Galapagos; PFZ: Zona de Fractura de Panama;

CCRDB: Cinturén deformado de Costa Rica central; NPDB: Cinturén deformado del Norte de Panama; SPDB:

Cinturén deformado del Sur de Panam4; EPDB: Cintur6n deformado del Este de Panama.

Fuente: Marshall, et al. 2006.
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