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1. RESUMEN

La enfermedad de Chagas también conocida como Tripanosomiasis
americana, es causada por el parasito Trypanosoma cruzi. Se encuentra en su
mayoria en zonas de América Latina, donde se transmite a los seres humanos
principalmente por medio de heces de chinches Reduuvidae pertenecientes a la
subfamilia Triatominae. El objetivo principal de este trabajo fue obtener informacién
sobre la diversidad genética de las poblaciones de Triatoma dimidiata de la zona
fronteriza de Guatemala (Jutiapa y Chiquimula como grupo de comparacion) y El
Salvador (Ahuachapan, Sonsonate y Santa Ana). Esa region es un area
hiperendémica de la enfermedad Chagas donde se han reportado varios casos

agudos, de importancia para poder entender la dinamica de la enfermedad.

Para ello se utilizaron técnicas de Genotipificacibn por Secuencias de ADN
extraido de patas y abdomenes de Triatoma dimidiata, resultando ser una técnica
mas sensible que técnicas convencionales de PCR utilizando marcadores

nucleares y mitocondriales.

Se encontraron dos posibles grupos genéticos que dan estructuracion a las
poblaciones de dicho estudio, un grupo distinto para las localidades de El Salvador
(Ahuachapan, Santa Ana y Sonsonate) y otro grupo presente en las localidades de
Guatemala (Jutiapa, Chiquimula) conjuntamente con el grupo dominante en El
Salvador; sin embargo, el valor de Fst (0.037) indica que hay flujo génico entre
nuestras poblaciones explicando lo heterogéneo que resulté Guatemala. Por otro
lado, no se encontro relacion entre la estructuracion y las variables bioclimaticas o
distancias geograficas, por lo que la razén de la variabilidad genética podria estar

relacionada a otros factores no considerados en este trabajo.



2. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas también conocida como Tripanosomiasis
Americana, es una enfermedad causada por el parasito Trypanosoma cruzi
(Euglenozoa: Trypanosomatidae). Se encuentra en su mayoria en América
Latina donde se transmite a los seres humanos principalmente por medio de
heces de chinches pertenecientes a la subfamilia Triatominae (Hemiptera:

Reduviidae), conocidos también como chinches picudas.

Triatoma dimidiata (Latreille) es una especie hematéfaga cuya distribucion
geogréfica va desde México hasta el norte de Sudameérica (Guhl, 2009, pp.
229-230), y es considerada la principal amenaza que actia como vector del
parasito del mal de Chagas (Trypanosoma cruzi) para Guatemala y El Salvador

(Lent & Wygodzinsky, 1979, pp. 158).

Se estima que en el mundo hay entre 6 a 7 millones de personas infectadas, la
mayoria originaria de América Latina, sin embargo, debido a la migracién
humana se calcula que la enfermedad se encuentra ahora en otros continentes
como Europa y Pacifico Occidental, donde antes no estaba reportado ningun

caso (OMS, 2016).

El Salvador es un pais que ha presentado un elevado nimero de casos agudos
de la enfermedad de Chagas, principalmente concentrados en los
departamentos de Ahuachapan, Sonsonate y Santa Ana siendo 11 casos
reportados para el afio 2012 comparado con un aproximado de 5 casos para el

resto de Centroamérica (Sasagawa, et al., 2014, pp. 1-2). Estos 3



departamentos conforman la linea fronteriza entre El Salvador y Jutiapa,

Guatemala.

Actualmente se conoce que Triatoma dimidiata presenta una amplia
diferenciacion genética y morfolégica dependiendo de su ecotopo y otros
factores influyentes (Dorn, et al., 2009, pp. 8-9; Menes, 2004, pp. 60-63;
Monteiro, et al., 2013, pp. 9-11); lo cual para las localidades de interés en este
estudio se clasificaron como el mismo grupo filogeografico (Monteiro, et al.,
2013, pp. 9-11). Debido al uso exclusivo de ciertos marcadores moleculares se
podria estar obviando diferenciacion entre las poblaciones, por lo que el
analisis de las diferencias por medio de la comparacién de secuenciacion

masiva puede brindar informacion importante para el control de la enfermedad.

El objetivo principal de este trabajo es obtener informacion sobre la diversidad
genética de las poblaciones de Triatoma dimidiata de la zona fronteriza de
Guatemala y El Salvador para poder entender mejor a los vectores de la

enfermedad de Chagas en esa region.



3. ANTECEDENTES
3.1Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una antropozoonosis causada por un
protozoario flagelado conocido como Trypanosoma cruzi (Euglenozoa:
Trypanosomatidae) y la cual inicialmente se consideraba endémica para
Ameérica Latina; sin embargo, durante los ultimos afios la distribucion de la
enfermedad ha ido aumentando encontrdndose ahora mas casos en la parte
norte de América y algunos paises fuera del continente americano, esto

principalmente debido a la migracion humana (OMS, 2016).

Este parasito se desarrolla y reproduce en los tejidos de otros organismos,
requiriendo asi de un hospedero invertebrado en donde predomina la fase
epimastigota y un hospedero vertebrado en donde predomina la fase
tripomastigota para completar su ciclo de vida (Palacio, Urquijo, Nogueira, &

Monteiro, 2010, pp. 10; Portus-Vinyeta, 2010, pp. 196).

Para el 2016 en América Latina se estimO un total de 6 a 7 millones de
personas infectadas, 65 millones de personas expuestas a contraer la
enfermedad y una incidencia anual de 25,000 casos nuevos, siendo los mas
afectados la poblacion rural (OMS, 2016). Se transmite al ser humano
mayoritariamente a través de chinches hematéfagos de la familia Reduviidae;
sin embargo, se han reportado algunos casos de transmision por transfusion
sanguinea, por via congénita y mas recientemente por via oral debido a la
ingestion de alimentos contaminados y transmisiébn sexual entre parejas

(Araujo, et al., 2017, pp. 1-3; Menes, 2004, pp. 5; OMS, 2016).



La infeccidbn se da cuando el tejido sanguineo o las mucosidades entran en
contacto con las heces infectadas del insecto debido generalmente a la
generacion de una herida cuando T. dimidiata se alimenta al romper la piel con
su probdéscide (Reyes-Novelo, Ruiz-Pifia, Escobedo-Ortegon, & Barrera-Perez,
2011, pp. 11). Debido al alto numero de personas que corren el riesgo de
contraer la infeccion y a la amplia distribucion geografica de la misma, esta
enfermedad puede considerarse de alta importancia en lo que concierne a las

enfermedades tropicales.

La infecciébn de Chagas en las personas por lo general pasa desapercibida en
la fase aguda, esto principalmente debido a que los sintomas se pueden
confundir con aquellos a los de una gripe comun o inclusive no presentar
sintomas algunos, sin embargo, en los Ultimos afios se ha incrementado la
deteccion de casos de considerable gravedad clinica y una importante letalidad

en la fase crénica (OMS, 2016).

Durante la fase aguda predomina el parasito circulante en la corriente
sanguinea, en esta fase se manifiestan estadios febriles que pueden persistir
hasta 12 semanas y es aqui donde se debe llevar el tratamiento para eliminar
al parasito (Palacio, Urquijo, Nogueira, & Monteiro, 2010, pp. 11-12; OMS,
2016). Los sintomas de fiebre, mialgia, cefalea y signo de Romafa (edema
palpebral unilateral) suelen aparecer solamente en el 1 6 2 % de las personas
en este estado, y suelen desaparecer espontaneamente de forma que la

enfermedad evolucionara hacia la fase cronica o puede progresar para formas



agudas graves con riesgo de llevar a la muerte (Palacio, Urquijo, Nogueira, &

Monteiro, 2010, pp. 11-12; OMS, 2016; Sasagawa, et al., 2014, pp. 1-2).

Si el parasito no es eliminado durante el episodio agudo por medio del
tratamiento adecuado, se reduce la posibilidad de éxito en etapas posteriores y
se considera que la persona va a permanecer infectada por el resto de la vida

(Palacio, Urquijo, Nogueira, & Monteiro, 2010, pp. 11-12).

Durante la fase cronica, los parasitos se concentran en su mayoria en el
musculo cardiaco y digestivo (OMS, 2016). Para Guatemala y El Salvador la
mayoria de casos de fase cronica estan relacionados a trastornos cardiacos; a
diferencia de los casos reportados para América del Sur los cuales estan
asociados a trastornos digestivos (agrandamiento del eséfago o del colon),
neurologicos o mixtos (Lopez - Vélez, 2017). A medida que avanza el tiempo la
destruccion progresiva del musculo cardiaco puede llevar a la muerte o
insuficiencia cardiaca de las personas (OMS, 2016; Palacio, Urquijo, Nogueira,

& Monteiro, 2010, pp. 11-12).

3.1.1 Chagas en Guatemala
Actualmente el principal vector para la transmision de la enfermedad de
Chagas para Guatemala es la chinche Triatoma dimidiata; la enfermedad fue

reportada por primera vez en el afio de 1932 (Monroy, et al., 2003b, pp. 6).

Los departamentos que mayor riesgo reportan segun el Ministerio de Salud
Publica y Asistencia Social son Chiquimula, Santa Rosa, Jutiapa y Alta Verapaz

(Noriega, 2001, pp. 8-9). A pesar de ser las areas mas afectadas y encontrarse



principalmente en el oriente del pais, casi todo el territorio nacional tiene
prevalencia de T. dimidiata y muchas de ellas se encuentran parasitadas por T.

cruzi (Noriega, 2001, pp. 8-9).

Dado a la falta de una vacuna preventiva y a las limitaciones de tratamiento
para la enfermedad, el control vectorial se ha vuelto la manera mas efectiva

para tratar la enfermedad de Chagas (OMS, 2016).

En el 2008 se declaro erradicado de Guatemala el triatomino Rhodnius prolixus
(Stal, 1859) de las viviendas, este vector se cree fue introducido
accidentalmente a Centroamérica y el cual se considera exclusivamente
domiciliar para esta region encontrdndose predominantemente en los techos de
palma de las viviendas o en casas de bajareque donde el material vegetal
utilizado para la construccién de las paredes es abundante (Monroy, et al.,
2003b, pp. 6). A pesar de presentar una alta densidad poblacional, el control
mediante intervenciones de fumigacion fue suficiente para controlar las

poblaciones de R. prolixus en las viviendas (Monroy, et al., 2003b, pp. 6).

Por otro lado, Triatoma dimidiata es un vector nativo, el cual presenta una alta
adaptacién a diferentes entornos tanto selvaticos como domésticos por lo que
su control es mas dificil dado que existe reinfestacion posterior a los

rociamientos (JICA, 2014, pp. 9,23).

3.1.2 Chagas en El Salvador
En El Salvador la enfermedad de Chagas es transmitida actualmente
principalmente por Triatoma dimidiata; esta enfermedad se dio a conocer en el

pais después de que el doctor Juan Segovia descubriera el paréasito



Trypanosoma cruzi en la sangre de una paciente con sospecha de paludismo

(Cedillos, Romero, Ramos, & Sasagawa, 2011, pp. 16).

El Salvador es conocido por la alta incidencia de casos agudos para la
enfermedad por varios afos, reportando un aproximado de 731 casos del 2000
al 2012 y un total de 16 casos Unicamente en el afio 2012, en comparacion con
el resto de Centro América en el cual se reportan un promedio de 5 casos

agudos anuales (Sasagawa, et al., 2014, pp. 11-12).

Es de notar que la mayoria de los casos reportados desde el 2010 a la
actualidad se han concentrado en la region Oeste del pais, en los
departamentos fronterizos con Guatemala, especialmente Jutiapa,
departamento que a pesar de ser hiperendémica de la enfermedad al igual que
El Salvador no presenta un alto ndmero de casos agudos sintomaticos
(Sasagawa, et al., 2014, pp. 12). La mayor cantidad de casos agudos
reportados se centran en su mayoria en los departamentos de Ahuachapan,
Santa Ana y Sonsonate con un total de 296 casos de los 731 reportados para
El Salvador durante el periodo del 2000 al 2012 (Sasagawa, et al., 2014, pp.

12).

Las razones por las cuales se presenta este elevado y andmalo nimero de
casos agudos para El Salvador todavia son inciertas. Una posible explicacion
podrian ser los resultados obtenidos por Solérzano (2015) en los cuales
encontré estructuracion genética del parasito entre las mismas regiones de El
Salvador y Jutiapa y posibles eventos selectivos de la virulencia que se asocien

a las diferencias en tasas de casos agudos (Soldrzano, 2015, pp. 63-67)



3.2 Condiciones ambientales del territorio fronterizo Guatemala-El Salvador

Las zonas fronterizas entre Guatemala y El Salvador estan conformadas
principalmente por los departamentos de Jutiapa en Guatemala y Santa Ana,

Ahuachapan y Sonsonate en El Salvador (Anexol).

Segun la clasificacion de zonas de vida de Holdridge Jutiapa tiene dos zonas
de vida, la primera de ellas es bosque humedo subtropical templado
conformado en su mayoria por las areas al sur, este y oeste del territorio y la
segunda es bosque seco subtropical en la parte central y norte del territorio (De
La Cruz, 1982, pp. 17-19). El clima es calido, seco en la parte central y
templado en el area de montafia con una temperatura anual de 22.9°C y una

precipitacion media de 1295 mm al afio (deGuate, 2016).

Los departamentos de El Salvador, Santa Ana, Sonsonate y Ahuachapan,
presentan una temperatura anual media similar a la de Jutiapa, siendo de
23.5°, 23.2° y 25.2°C respectivamente y precipitaciones mas elevadas de 1876,
1747 y 1939 mm al afio respectivamente (CLIMATE-DATA, 2016). Segun la
clasificacion de Holdridge Santa Ana se clasifica como bosque muy himedo
montano bajo y Sonsonate y Ahuachapan predominantemente como bosque
hamedo tropical y subtropical y bosque de manglares en la parte sur (Comision

Europea & FAO, 2002, pp. 142-143; Alfaro, et al., 2010, pp. 36-37).

Otras caracteristicas ambientales propias son la vegetaciéon y cobertura segin
cada area al igual que el material utilizado para la construccién de las

viviendas.
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Segun Monroy (2016), Jutiapa presenta varias comunidades pobres y en las
cuales las viviendas suelen ser construidas de adobe (a veces mezclado con
material vegetal), pisos de tierra y techos de lamina, con las casas préximas
entre ellas, formando nucleos familiares. Por otro lado las viviendas en El
Salvador son construidas de mejor calidad a partir de adobe y/o ladrillo cocido y
con techos de teja, lo que permite tenerlas en mejores condiciones en

comparacion a las de Jutiapa.

Los remanentes de bosque ubicados en los alrededores de las comunidades
varian entre las localidades de estudio, predominando el bosque seco deciduo
en Jutiapa y Santa Ana y bosque perenne en Ahuachapan y Sonsonate

(Monroy-Escobar, comunicacion personal, 2016).

La reforestacion con arboles no nativos es mas comuan en las localidades de El
Salvador y se encuentran varios arboles proximos a las viviendas (Monroy-

Escobar, comunicacion personal, 2016).

3.3 Triatominae
La subfamilia Triatominae se encuentra incluida dentro de la familia:

Reduviidae, del orden Hemiptera y de la clase Insecta, estos se caracterizan
por poseer un habito hematéfago obligado (Lent & Wygodzinsky, 1979, pp.

125-126,175).

Los triatominos de la subfamilia Triatominae presentan un cuerpo,
dorsiventralmente aplanado y es mas grande en las hembras que en los

machos. Como parte de su habito alimenticio hematéfago, presentan un
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aparato succionador (probdscide) y el cual es utilizado como caracter para
distinguir entre triatominos reduvidos y otras chinches con diferente conducta
alimenticia (fitéfagos y depredadores) (Calderdén, 2008, pp. 13-14). Dentro de la
subfamilia Triatominae podemos encontrar a los principales géneros
comunmente asociados a la enfermedad de Chagas: Panstrongylus, Rhodnius
y Triatoma; los cuales utilizando la cabeza y la insercion del tubérculo

antenifero se pueden distinguir entre ellos. (Calderdn, 2008, pp. 13-14).

En el desarrollo de estos insectos se observa una metamorfosis simple. Su
ciclo de vida comprende los estados de huevo, 5 estadios ninfales en los
cuales todavia no es posible detectar fenotipicamente el sexo, y la fase adulta
(Bar, 2016). Tanto los estadios ninfales como los adultos se alimentan de
sangre, teniendo asi una amplia gama de posibles hospederos como el

hombre, mamiferos, aves, anfibios y reptiles (Bar, 2016).

Existen alrededor de 130 especies de triatominos, las cuales se agrupan en 17
géneros y unas 5 tribus (Hernandez & Gonzalez, 2006, pp. 107-108; Schofield,
Diotaiuti, Dujardin, 1999, pp. 375). Estas se distribuyen en regiones tropicales y
subtropicales, y mas del 50% de estas especies ha sido natural o
experimentalmente infectadas con T. cruzi, por lo que se les consideran
vectores potenciales de la enfermedad de Chagas (Lent & Wygodzinsky, 1979,

pp. 158).

3.3.1 Triatoma dimidiata (Latrielle, 1811)

Triatoma dimidiata es una especie hematéfaga que esta reportada desde

México hasta el norte de Sudamérica, distribuyéndose con mayor amplitud en
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México, Centroameérica, Colombia, Ecuador, Peru y Venezuela (Guhl, 2009, pp.
229-230). Es considerada como una de las principales vectores del parasito
Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas (Lent &

Wygodzinsky, 1979, pp. 158).

Miden entre 2.5 y 3.5 cm de largo en su fase adulta y se encuentran diversos
factores que influyen en su tamafo tales como sexo de los individuos (las
hembras generalmente son de mayor tamafo), disposiciébn de alimento, v,
segun estudios recientes adaptaciones locales al entorno (Lent & Wygodzinsky,
1979, pp. 223-225). Presentan una coloracion café oscuro a negro en el
pronoto y escutelo, mientras que el dorso del abdomen es anaranjado a café
claro y se encuentra marcado por barras laterales de color negro (Calderoén,
2008, pp. 16; Lent & Wygodzinsky, 1979, pp. 223-225). La cabeza es alargada
y cilindrica, el pronoto trapezoidal con dos I6bulos anterior y posterior, los
hemiélitros se cruzan en forma plana sobre el dorso, y tienen de dos a tres
celdas en la membrana (Adarme, 2010, pp. 24-27). Presentan una preferencia
por temperaturas entre en el rango de 26° C a los 30° C (Marquardt, 2004, pp.

717).

Se ha observado que T. dimidiata es atraida por la luz, lo que podria explicar
las altas tasas de infestacion en viviendas cercanas a ambientes silvestres y
comunmente relacionado a poblaciones de areas rurales con limitadas
condiciones sociales, econdmicas y educativas (Lent & Wygodzinsky, 1979, pp.

225; Cedillos, Romero, Ramos, & Sasagawa, 2011).
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Dada la alta variabilidad y adaptabilidad de esta especie a diferentes
ambientes, se le puede encontrar en cuevas, monticulos de piedra, viviendas
agrietadas, ruinas, nidos y madrigueras de animales, palmeras, huecos de los
arboles y cumulos de lefia (Schofield, 2000, pp.11). Estas poblaciones tienden
a ser mas numerosas en viviendas donde las posibles fuentes de alimento son
mayores; sin embargo, se han encontrado otros factores que influyen en la
dindmica poblacional tales como la construccion de las viviendas, el tipo de
techado, y la limpieza y organizacion de las viviendas, entre otras (Schofield,
1994, pp. 2; Monroy, Bustamante, Rodas, Enriquez, & Rosales, 2003, pp. 801-

802).

3.4 Estructuracion génica de T. dimidiata

Triatoma dimidiata es un vector que presenta una alta variabilidad
(morfoldgica, cromatica y genética) y adaptabilidad a diferentes ambientes.
Debido a esta alta variabilidad, estudios de la diversidad genética de esta
chinche ha permitido discernir lo que aparentemente indica ser un complejo de
especies (Bargues, et al., 2008, pp.7-10). Por medio del estudio del marcador
molecular ITS-2, se observaron diferentes agrupaciones de Triatoma dimdiata a
lo largo de su distribucion espacial, clasificandolos asi en 4 grupos diferentes,
pero dada la limitacion de un solo marcador molecular y siendo este altamente
conservado se recomendo realizar futuros estudios en donde se implementaran
otro tipo de marcadores moleculares (Bargues, et al., 2008, pp. 7-10; Monteiro,

et al., 2013, pp. 12-13).

Monteiro et al. (2013) llevaron a cabo otro estudio utilizando dos genes
mitocondriales, el Citocromo B y el ND4, en T. dimidiata colectadas en

diferentes localidades y encontraron resultados similares a los obtenidos por
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Bargues et al. (2008) en cuanto a la existencia de 4 grupos bien diferenciados
entre ellos y de los cuales se recomienda verificar su estatus taxonomico

(Monteiro, et al., 2013, pp.12).

El Grupo | abarca desde el sur de México, pasando por toda Centroamérica
hasta Colombia; el Grupo Il estd conformado por poblaciones de la parte Oeste
y Noroeste de México, asi como también de Petén; el Grupo Il incluye
individuos de la peninsula de Yucatan y el Grupo IV incluye muestras selvaticas
de Belice (Monteiro, et al., 2013, pp. 12). Segun Monteiro et al. (2013) los
individuos pertenecientes a las localidades de El Salvador y Jutiapa pertenecen

al Grupo | o Grupo 1A segun Bargues et al. (2008).

3.5 Estructuracion genética a escala pequefia.

Todos los organismos viven en ambientes que varian a lo largo del tiempo
y espacio, y las influencias ambientales pueden ser un factor determinante para
la variacion y posible estructuracion entre poblaciones (McGaughran, Morgan,

& Sommer, 2014, pp. 1-2).

Dionne et al. (2008) demostraron la influencia que podian tener las variables
ambientales en la estructuracién genética del salmén Salmo salar. En sus
estudios Dionne et al. (2008) evidenciaron que al igual que la distancia
geografica (interaccion del flujo génico), los factores ambientales relacionados
con la temperatura también jugaban un papel importante en la estructura

genética de los peces.

Por otro lado McGaughran et al. (2014) demostraron cémo las variables

ambientales (temperatura y precipitacion) en el nematodo Pristionchus



15

pacificus de la isla Reunién, implicaban una gran importancia en la
estructuracion genética en una escala pequefia, mas influyentes inclusive que

la propia distancia geografica.

3.6 Trypanosoma cruzi (Chagas)(Euglenozoa:Trypanosomatidae)

El parasito fue descubierto en 1909 por Carlos Chagas en Brasil; es el
causante de la tripanosomiasis americana tambien conocida como enfermedad
de Chagas (Steverding, 2014, pp. 1-4). La distribucién de la infeccion se
encuentra relacionada con la distribucion de los vectores, hematéfagos de la
familia Reduviidae; sin embargo, actualmente se sabe que la enfermedad no se
encuentra limitada Unicamente a América sino que dada la migracion humana
esta se puede encontrar ahora en algunos paises de Europa y en menor

cantidad en el Pacifico Occidental (OMS, 2016; Cazzulo & Segura, 2016).

El ciclo de vida del parasito incluye a dos hospederos, un invertebrado vector y
un mamifero. En el hospedero mamifero el T. cruzi se encuentra en su mayoria
en la sangre como tripomastigotes (formas celulares no divisibles) y en las
células como amastigotes (formas replicativas) (Garcia, Gonzalez, &
Azambuja, 1999, pp. 213-214). Cuando el triatomino hemato6fago ingiere la
sangre de un organismo infectado este ingiere los tripomastigotes (The center
for food security and public health & Institute for international cooperation in
animal biologics, 2010, pp. 1-2). Dentro del insecto pasadas de 2 a 4 semanas
este parasito migra hacia el intestino posterior en donde sufre una
transformaciéon a tripomastigote metaciclico infeccioso, al momento de
alimentarse el insecto de un mamifero y defecar lleva en las heces el parasito

infectivo el cual puede entrar por contacto en una herida o por membranas
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mucosas, repitiendo asi el ciclo del parésito (The center for food security and

public health & Institute for international cooperation in animal biologics, 2010,

pp. 1-2).

Trypanosoma cruzi se ha convertido en un modelo de estudio para
epidemidlogos moleculares y genéticos de poblaciones y, debido a esto es uno
de los protozoos mas estudiados en cuanto a evolucidn y estructura

poblacional (Zingales, et al., 2012, pp. 240).

Este parasito se ha clasificado en 6 Unidades Discretas de Tipificacion (DTU
por sus siglas en inglés “Discrete Typing Unit”) (Tibayrenc, 2003, pp. 1).
Inicialmente se creia que T. cruzi tenia una reproduccidon meramente clonal,
pero recientemente se ha evidenciado eventos de introgresion mitocondrial,
intercambio genético e hibridacion, obteniendo asi en T. cruzi un grupo
monofilético pero genéticamente heterogéneo con al menos seis linajes
filogenéticos diferentes o DTU (Mufioz, et al., 2013, pp. 6-7). Los DTU son
grupos genéticamente distinguibles, y son identificables por marcadores
genéticos, moleculares o inmunolégicos comunes llamados etiquetas “tags”

(Zingales, 2009, pp. 1051).

Las 6 unidades descritas son T. cruzi I, T. cruzi Il, T. cruzi lll, T.cruzi IV, T.
cruzi V y T. cruzi VI (abreviados por sus siglas como TCl a TCVI) (Tibayrenc,
2003, pp. 1). Existen diferencias entre los DTU’s en cuanto a su distribucién
geografica, vectores, hospederos e incluso en la tasa de parasitismo (Zingales,

et al., 2012, pp. 243; Sales-Campso, et al., 2015, pp. 435).
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Representando las areas de El Salvador y Guatemala esta el TCI que parece
presentar la mayor distribucion geogréafica en comparacion con los otros DTU
(Zingales, et al. 2012, pp. 243). Posteriores estudios han tenido como objetivo
encontrar los patrones de estructuracion génica dentro de los mismos DTU,
esto debido a que segun algunos trabajos citados por Messenger & Miles
(2015) existen eventos los cuales en el ciclo de vida del parasito hay
intercambio genético o introgresion mitocondrial. Uno de estos estudios fue el
realizado por Sol6rzano (2015) quien encontrd estructuracion genética en el
parasito dentro del DTU TC1 entre muestras colectadas en El Salvador y

Guatemala.

3.7 Genaotipificacion por Secuenciacion (GBS por sus siglas en inglés
“Genotyping by Sequencing”) para la deteccion de Polimorfismos de un
solo Nucleétido (SNP por sus siglas en ingles “Single Nucleotide
Polymorphism?”).

Los polimorfismos de un solo nucleo6tido (SNP) son variantes nucleotidicas
comunes que se pueden encontrar en el genoma. Son los marcadores
moleculares mas abundantes, y debido a esto los podemos encontrar en
practicamente cualquier parte del ADN y pueden presentar implicaciones sobre
la expresion de los genes. (Baird, et al., 2008, pp. 1; Ramirez-Bello, Vargas-

Alarcon, Tovilla-Zarate, & Fragoso, 2013, pp. 220).

El método para la obtencién de secuencias colindantes a sitios de restriccion
de ADN gendmico para el descubrimiento de SNP y genotipificacion fue
inicialmente demostrado por Miller et al. (2007). Este método se denomina ADN
Asociado a Sitios de Restriccion (RAD por sus siglas en inglés “Restricted Site

Associated DNA”) en el cual ADN gendmico es digerido mediante una enzima
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de restriccion particular y los fragmentos obtenidos son ligados a enlazadores

biotinilados (Miller, Dunham, Amores, Cresko, & Johnson, 2007, pp. 241).

El ADN después es cortado al azar en fragmentos mas pequefios que la
distancia media entre sitios de restriccion, dejando pegados en los enlazadores
solo los fragmentos colindantes directamente a los sitios de restriccion (Miller,
Dunham, Amores, Cresko, & Johnson, 2007, pp. 241). Estos fragmentos son
inmovilizados usando cuentas de streptavidina mientras el resto del ADN es

removido (Miller, Dunham, Amores, Cresko, & Johnson, 2007, pp. 241).

Una nueva estrategia de secuenciacion multiple la cual utiliza un de cédigo de
barras, permitio que la eficacia incrementara, al igual que se redujeran los
costos de la realizacion de la prueba, principalmente ya que los codigos de
barras estan incluidos en una de las secuencias del adaptador, haciendo que
los costos del reactivo para construir las bibliotecas de secuencias fueran
menores (Elshire, et al., 2011, pp. 2). La posicion del cddigo de barras, justo
por delante del sitio de corte de la enzima de restriccion en el ADN gendmico
elimina la necesidad de una segunda lectura de secuenciacion (Elshire, et al.,

2011, pp. 2).

La Genotipificacion por Secuenciacion (GBS por sus siglas en inglés
“‘Genotyping by Sequencing”) también conocido como Genotipificacion de
Nueva Generacion, es un método de analisis genético que permite identificar
SNP’s al igual que hacer estudios de genotipificacion. Entre algunas de sus
aplicaciones, tales como la deteccion de genotipos y mapeo genético, la
genotipificacion basada en la secuencia provee una alternativa menos costosa

para el estudio de la variacion genética (lllumina, 2016).
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La estrategia de codigo de barras en el GBS es similar a la de RADseq pero la
modulacién del codigo de barras de la composicion y largo de los nucleétidos
resulta en menores errores de ajuste de secuencias (Elshire, et al., 2011, pp.

2).

La generacion de los fragmentos de restriccion propuesto por Elshire et al.
(2011) es méas corto que el RADseq ademas de las diferencias en presentar un
solo paso de digestion del ADN en comparacion con los dos pasos en el RAD,
el ligado de los adaptadores produce que se reduzca la manipulacién de las
muestras y de esta manera, que existan menos pasos de purificacion y los

fragmentos no son seleccionados por tamafio.
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4. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La enfermedad de Chagas es causada por una infeccién parasitaria del
protozoario Trypanosoma cruzi, el cual es transmitido a los humanos y
animales, principalmente por chinches hematéfagas Reduviidae de la
subfamilia Triatominae. Esta enfermedad es comun en areas rurales en donde
las comunidades son de muy escasos recursos Y las viviendas por lo general
estan construidas a partir de materia organica, adobe, lodo y otros materiales
faciles de acceder (CDC, 2010; Castillo & Wolff, 2000, pp. 59-60); siendo el
ladrillo rojo y adobe el material predominante para las paredes de El Salvador y
el palopique y bajareque para las viviendas de Guatemala (Bustamante, et al.,

2015, pp. 6-7).

Triatoma dimidiata uno de los principales vectores para la enfermedad de
Chagas en las Américas. Es una especie nativa que frecuentemente invade las
viviendas y que se ha observado en diferentes ecotopos bajo diferentes
condiciones ecoldgicas (Zeledon & Rojas, 2006, pp. 381-382). Su distribucién
actual resulta ser una de las mas amplias entre otros triatominos hematéfagos,
siendo esta desde el Sur de México hasta la parte Norte de Sudamérica, por lo
que se le considera un vector de suma importancia de la enfermedad de

Chagas (Calderén, et al., 2004, pp. 882).

Dada las intervenciones que se han dado con fines de controlar el vector de la
enfermedad, entre ellas rociamientos de insecticida y mejoramiento de
viviendas, para Centroamérica el numero total de personas infectadas ha
disminuido de 1.8 millones de personas en el afio 2000 a 0.4 millones en el afio

2010 (JICA, 2014, pp. 5-6). Para Guatemala se ha observado una disminucién
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considerable en cuanto a la prevalencia e incidencia de casos agudos de la

enfermedad desde el 2000 al 2010 (JICA, 2014, pp. 5-10).

Sin embargo, El Salvador no ha logrado disminuir tan efectivamente la
prevalencia e incidencia de la enfermedad y se ha reportado una considerable
cantidad de casos agudos nuevos cada afio, concentrandose en su mayoria en
los departamentos de Santa Ana, Sonsonate y Ahuachapan (JICA, 2014, pp.
5-10; Sasagawa, et al., 2014, pp. 256-257). Por lo que resulta en un area de
interés para poder entender la enfermedad de Chagas mediante el estudio de

la composicion genética de las poblaciones.

Diversos trabajos se han enfocado en estudiar las diferencias entre
poblaciones de Triatoma dimidiata. Dorn et al. (2009) encontraron una amplia
estructuracion genética en las poblaciones mediante el estudio del marcador
molecular ITS2, separando asi a la especie Triatoma dimidiata en 4 grupos
diferentes distribuidos a lo largo del Sur de México hasta Panama, siendo el
Grupo 1A el de mayor distribucion y abundancia. Ese mismo Grupo 1A que
representa a los Triatoma dimidiata colectados en Jutiapa, Sonsonate,
Ahuachapén y Santa Ana. Sin embargo debido al uso exclusivo del marcador
molecular de ITS2, no se logré hacer una diferenciacion mas detallada de las

poblaciones (Dorn et al., 2009, pp. 1-13).

De igual manera es importante conocer las potenciales asociaciones y
diferencias que pueden existir entre las tasas de infeccion entre Triatoma
dimidiata segun sus diferencias genéticas, entre ellas lo observado por
Ramirez y Dumontiel (2015), quienes demostraron que la tasa de infeccion en

T.dimidiata hibridos (entre Grupos 2 y 3 de ITS2) de Yucatan, México era
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considerablemente mayor en comparacion a triatominos de los Grupos 2 'y 3 de

ITS2.

Es por ello que el presente trabajo pretende llevar a cabo el analisis de la
diversidad genética de Triatoma dimidiata en zonas fronterizas e
hiperendémicas de la enfermedad entre Guatemala y El Salvador mediante la

secuenciacion de nueva generacion.

Por otro lado, la determinacion de los fragmentos que presentan mayor
diferenciacion entre Guatemala y El Salvador y su identificacion en el banco de
genes al igual que la existencia de relacion con proteinas asociadas a la
infeccion de Triatoma dimidiata como aquellas encontradas por Diaz, et al.
(2016) nos ayudaria a relacionar entre los triatominos infectados y la cantidad

de casos agudos presentes en las areas de Guatemala y El Salvador.
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5. OBJETIVOS

5.10bjetivo principal
Estudiar la diversidad genética de Triatoma dimidiata en las zonas

fronterizas de Guatemala y El Salvador.

5.20bjetivos especificos

Determinar los indices de diversidad de Triatoma dimidiata en las zonas

fronterizas de Guatemala y El Salvador.

Determinar la distribucién espacial de la diversidad genética de Triatoma

dimidiata.

Determinar si los fragmentos que tienen valores mayores de Fst entre
Guatemala y El Salvador corresponden a proteinas previamente identificadas

en el banco de genes.

Identificar si existe asociacién entre indices de similitud genética entre puntos

de colecta y condiciones ambientales y distancias geogréficas.

6. HIPOTESIS

Existe estructuracién genética en Triatoma dimidiata en la zona fronteriza

de Guatemala y El Salvador, dada las diferentes condiciones ambientales.
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7. PLAN DE DESARROLLO
7.1Disefio experimental

El universo de trabajo fue constituido por las chinches de T. dimidiata

presentes en las localidades fronterizas de Guatemala y El Salvador.

La muestra consisti6 de los triatominos colectados en viviendas humanas
colonizadas por el vector T. dimidiata situadas en las localidades de Jutiapa en
Guatemala y Santa Ana, Sonsonate y Ahuachapan en El Salvador. En esas
localidades la incidencia de infestacion vectorial y parasitaria es mayor con
relacion al resto de otros departamentos de los respectivos paises (Solorzano,
2015, pp. 9-12). Se agrego la localidad de Chiguimula en Guatemala como
grupo de comparacion, la cual no presenta una alta incidencia de casos agudos
de la enfermedad de Chagas como en las demas localidades de estudio; sin
embargo, esta se encuentra colindante con la localidad de Santa Ana (Anexo
1). Se utilizaron un total de 62 individuos (22 de Jutiapa, 21 de Santa Ana, 2 de
Ahuachapéan, 11 de Sonsonate y 6 de Chiquimula). La muestra estuvo sujeta a
la disponibilidad de T. dimidiata a los cuales se logré secuenciar y obtener las

bases de datos genéticas.

7.2Procedimiento y Métodos

Se utilizaron secuencias de nucleétidos de T. dimidiata previamente
muestreados en regiones fronterizas entre Guatemala y El Salvador. Las
chinches de las aldeas de Jutiapa fueron colectadas por personal del
Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia (LENAP), mientras que
para El Salvador la colecta se llevd a cabo por el personal del Ministerio de

Salud de El Salvador (MINSAL).
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7.2.1 Colecta

La colecta de T. dimidiata se llevo a cabo en aldeas donde se ha registrado
alta infestacion vectorial y parasitaria; en los departamentos de Jutiapa en

Guatemala y Santa Ana, Ahuachapan y Sonsonate en El Salvador (Anexo 2).

7.2.2 Extraccion de ADN y Secuenciacion

Los T. dimidiata recolectados se almacenaron en alcohol-glicerina.
Posteriormente se llevo a cabo la extraccion de ADN a partir de una de las
extremidades (patas) o del abdomen de las chinches, utilizando el kit de
extraccion de ADN EZNA Tissue DNA Kit (Omega Bio-tek, Inc) bajo las

especificaciones de la compafia.

La secuenciacion se llevd a cabo por la técnica de Nueva Generacion
“Genotyping by sequencing” (GBS). La técnica consiste en cortar el ADN por
medio de la enzima de restriccion Pstl, la cual genera cortes en las secuencias
5-C TGCA|G-3" 3-GTACGT C-5". Posteriormente se adicionan adaptadores a
los cuales se unen los cebadores donde iniciara la polimerasa de ADN a
generar una nueva hebra usada en la secuenciacibn de las regiones
adyacentes al sitio de restriccion. Los parametros utilizados para la
secuenciacion estan detallados en los trabajo de Solérzano (2015, pp. 34-36) y

Davey & Blaxter (2011, pp. 416-423).

El presente es un proyecto internacional con la colaboracion de varias
instituciones. La extraccion de ADN de las muestras fue hecha por personal de
la Universidad de Vermont. La secuenciacion fue hecha en la Universidad de

Cornell, a través del apoyo de la Universidad de Loyola.
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7.3 Analisis Bioinformatico

Para el andlisis de las secuencias de ADN se utilizé el programa Stacks
(Catchen, Amores, Hohenlohe, Cresko, & Postlethwait, 2011, pp. 172-175), el
cual permiti6 ensamblar grandes cantidades de secuencias cortas de diversas

muestras y obtener de esta manera el genotipo de todos los individuos.

Dada la utilizacibn del abdomen como fuente de ADN para algunos
especimenes de T. dimidiata, fue necesario tener cuidado con secuencias de
ADN externo procedentes de residuos alimenticios, parasitos, bacterias, etc.
Asi, previo a utilizarlo se filtraron las secuencias de ADN no propias de la
chinche mediante la utilizacién de un catalogo de referencia obtenido del ADN

extraido de patas. Solo se considero el material genético propio de T. dimidiata.

Se utilizaron loci presentes en el 80% de los individuos, descartando aquellos
que no cumplian con este requisito. A partir del analisis en Stacks se obtuvo un
archivo de salida con formato del software “Structure”, el cual se corrié en el
software Structure v 2.3 para obtener el nimero mas probable de grupos
genéticos (k) mediante andlisis bayesiano (Pritchard, Stephens, & Donelly,
2000, pp. 945-959), implementado para complementar los andlisis de genética
de poblaciones y poder detectar la estructuracion genética. Para ello se

empled un nimero de repeticiones igual a 10.

Con el programa en linea Structure Harvester (Earl & vonHoldt, 2012, pp. 359-
361) se analizaron los resultados de Structure para determinar el valor mas
probable de grupos genéticos (K). Posteriormente se utilizd el programa
CLUMPP v 1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007, pp. 1801-1806) para resumir

los resultados de las 10 repeticiones de Structure y obtener un anico resultado
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integral. A partir de lo obtenido en el resumen de CLUMPP se sacaron los
valores de pertenencia de cada uno de los individuos y se graficaron para

detallar la separacion de grupos genéticos (K).

Utilizando el paquete del software Stacks, se obtuvieron los indices de Fijacion
de Wright (Fst por sus siglas en ingles “Fixation Index Statistics”) para cada uno
de los marcadores genéticos entre paises. Estos indices de fijacion (Fst) nos
permiten medir las diferencias en una poblacion dada la estructuracién genética
(Piflero, et al, 2016, pp. 420-421). Luego se seleccionaron aquellos
marcadores cuyos valores que se encontraban por arriba del percentil 10 de
todos los resultados. Con base en la secuencia de dichos marcadores, se
realiz6 una busqueda BLAST en la base de datos de proteinas (blastx)
(Altschul, Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990, pp. 404-407) utilizando los

parametros de restriccion: Organismo Insecta y valor de “e” =10,

Las desviaciones de equilibrio Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento
fueron evaluados utilizando el software GENEPOP 1.2 (Raymond & Rousset,

1995, pp. 248-249).

7.4 Andalisis Genéticos

El archivo de salida generado en GENEPOP se transform6 al formato
Arlequin utilizando el programa GENEPOP en su versién en linea (Raymond &
Rousset, 1995, pp. 248-249). Posteriormente se cambid la extension “.ixt” a
“.arp” para permitir que el programa Arlequin (Excoffier & Lischer, 2010, pp.
564-567) abriera el archivo. Utilizando Arlequin v 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer,
2010, pp. 564-567) se estimo el indice de fijacion F de Wright (Fst) entre las

poblaciones de Chiquimula, Jutiapa, Santa Ana y Sonsonate/Ahuchapan
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(Sonsonate y Ahuachapan se unieron debido a la poca cantidad de muestra y
su cercania geografica). Esto nos permitio analizar el coeficiente de endogamia
debido a apareamientos no aleatorios dentro y entre las poblaciones, ya sea
por cruza entre parientes dentro de una poblacién o por el balance entre deriva
y flujo génico. Luego con el programa Arlequin se realiz6 un Andlisis de
Varianza Molecular (AMOVA) con las muestras clasificadas con base a las
poblaciones anteriores divididas en paises, al igual que se estimaron los
indices de heterocigosidad esperada y observada como medidas de diversidad

genética.

7.5Andlisis de Modelo de Distribucion potencial de la especie.

Para la realizacion del modelo de distribucion potencial de la especie T.
dimidiata se obtuvieron, durante la colecta en Guatemala, las coordenadas
geograficas utilizando un sistema de posicionamiento global (GPS por sus
siglas en inglés “Global Positioning System”). Para los T. dimidiata de El
Salvador las coordenadas se obtuvieron haciendo busquedas por referencia a
los poblados usando Google Earth 7.1.7.2600. Posteriormente se preparé una
tabla separando las localidades de muestreo segun pais, localidad, longitud y
latitud (Anexo 2). La cantidad de puntos georreferenciados estuvo limitada a la

informacion recopilada del GPS y referencias geograficas de las aldeas.

Los datos ambientales para las localidades de interés (en Guatemala y El
Salvador) fueron descargadas del sitio de internet  WorldClim

(http://www.worldclim.org/). Los datos de las capas incluyen temperatura y

precipitacion, y son creadas mediante la interpolacion de datos climaticos

observados alrededor del mundo con una resolucibn de 1km durante un


http://www.worldclim.org/
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periodo de 50 afos (1950-2000) (Cuadro 1) (Hijmans, Cameron, Parra, Jones,

& Jarvis, 2005, pp. 1965).

Cuadro 1. Variables Biocliméaticas obtenidas de Worldclim v1.4.

Cédigo Variable Climatica

BIO1  Temperatura media anual

BIO2  Rango diurno medio (Media de la T mensual (T max -T min)
BIO3 Isotermia (BIO2 / BIO7) (* 100)

BlO4  Estacionalidad de la temperatura (o de la temperatura * 100)
BIO5  Temperatura maxima del mes mas célido

BIO6  Temperatura minima del mes mas frio

BIO7  Rango anual de temperatura (BIO5- BIO6)

BIO8  Temperatura media del trimestre mas humedo

BIO9  Temperatura media del trimestre mas seco

BIO10 Temperatura media del trimestre mas calido

BIO11 Temperatura media del trimestre mas frio

BlIO12 Precipitacion anual

BIO13 Precipitacion del mes mas humedo

BlIO14 Precipitacion del mes mas seco

BIO15 Estacionalidad de precipitacién (Coeficiente de variacion)
BIO16 Precipitacion del trimestre mas hiumedo

BIO17 Precipitacion del cuarto mas seco

BIO18 Precipitacion del trimestre mas calido

BIO19 Precipitacion del trimestre mas frio
Fuente de datos. (WorldClim v1.4, Enero 2017; http://www.worldclim.org/).

El programa MAXENT v3.3.3 (Phillips, Dudik, & Schapire, 2004, pp. 655; Phillips,
Anderson, & Schapire, 2006, pp. 231) fue utilizado para modelar la distribucién
potencial geografica de las poblaciones de Triatoma dimidiata de Guatemala y El
Salvador, utilizando los parametros por defecto (maximo de iteraciones de 5000,
umbral de convergencia 0.00001, prevalencia por defecto 0.5). El programa
emplea un enfoque de maxima entropia, tomando las capas ambientales como
formato de entrada al igual que georreferencias de los especimenes muestra
(Phillips, Dudik, & Schapire, 2004, pp. 655; Phillips, Anderson, & Schapire, 2006,

pp. 231).


http://www.worldclim.org/
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Esto produce un archivo ascii el cual posteriormente se utilizé en el SIG (por
sus siglas “Sistema de Informacion Geografica”) QGIS v2.14.3-Essen, para
editar las capas del ambito de dicha especie, interponiendo las capas obtenidas
sobre mapas de Guatemala y El Salvador. A través de las propiedades de cada
capa se cambiaron los colores a rojo para representar la distribucion potencial

de Guatemala y a verde para la distribucion de El Salvador.

Entre otros archivos de salida obtenidos por Maxent estan las tablas de
Jacknife que nos indica la relaciéon y contribucion de cada una de las variables

ambientales al modelo generado.

7.6 Comparacion entre localidades

Utilizando el programa de QGIS se introdujeron las coordenadas
geogréficas (Anexo 2) sobre las capas raster de condiciones bioclimaticas para
realizar una comparacion entre las localidades. Los raster se componen de una
matriz de pixeles denominadas celdas, cada celda con un valor o atributo que
representa las condiciones de la zona de dicho pixel (QGIS, 2017). Se ubicé el
pixel correspondiente a cada punto de georreferencia y se obtuvieron los
atributos (valores de densidad de cada pixel) para las 19 condiciones

bioclimaticas por localidad (Cuadro 2).

A partir de la matriz se realizé un Analisis de Componentes Principales
utilizando el programa PAST v3.12 (Hammer, Harper, & Ryan, 2001, pp. 1-9)

para determinar las correlaciones entre las localidades.
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Cuadro 2. Matriz de atributos segun georeferencias de localidad de las 19
variables Bioclimaticas.

Chiquimula Jutiapa Santa Ana Sonsonate Ahuachapan
(14.7, (14.33207, (14.25928, (13.73313, (13.9667,
-89.2833) -89.9376) -89.4324) -89.5705) -89.8167)

Biol 203 225 234 231 246
Bio2 106 115 125 124 113
Bio3 67 72 75 77 76
Bio4 1351 1062.5 825 661 698
Bio5 287 304 320 313 321
Bio6 129 145 154 152 174
Bio7 158 159 166 161 147
Bio8 210 230 233 230 245
Bio9 195 210.5 225 231 245
Biol0 219 236 246 240 256
Bioll 184 209.5 224 223 238
Biol2 1436 1376.5 1854 1938 1763
Biol3 251 284 342 393 337
Biol4 32 2 4 2 3
Biol5 66 90.5 90 93 92
Biol6 627 669.5 965 1034 942
Biol7 109 11 20 14 15
Biol8 445 230.5 296 235 240
Biol9 146 31 50 65 46

Fuente de datos experimentales. QGIS v2.14.3-Essen (QGIS, 2017).

7.7Correlacion entre distancias genéticas y geograficas y variables
biocliméaticas.

7.7.1 Fst vs Distancias Geogréficas.

A partir de los resultados obtenidos por el archivo de salida de Arlequin, se

tomd la matriz de valores de Fst por pares de poblaciones.

De la misma

manera se generd una matriz de distancias geograficas basadas en las
distancias lineales entre los puntos GPS (Anexo 3). Utilizando el programa R
3.3.1 (R Development Core Team, 2008), se realiz6 una prueba de Mantel de
las matrices para ver si existia una correlacion entre las distancias genéticas y

las distancias geograficas entre localidades (aislamiento por distancia).
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7.7.2 Fst vs Variables Bioclimaticas.

Por dltimo se realiz6 una prueba de Mantel utilizando la misma matriz de
Fst entre pares de poblaciones y una matriz global de correlaciones entre
pares de localidades con todas las variables bioclimaticas, al igual que por

cada variable bioclimatica individual (Biol a Biol9 del cuadro 2).
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8. RESULTADOS
8.1 Andlisis de Diversidad y Estructuracion Genética

A partir de las muestras de Triatoma dimidiata se realizé un catalogo de
secuencias para poder ser utilizado como referencia en la deteccion de SNP’s,
obteniendo asi un total por arriba de los 22600 loci de los cuales fueron
filtrados y seleccionados aquellos que cumplieron con estar presentes en un
80% de las muestras. A partir de esto se construyeron los genotipos utilizando

9468 loci aceptados para el andlisis.

Con el programa Arlequin, se obtuvieron los valores de heterocigosidad para
comparar la diversidad genética entre las localidades de estudio (Cuadro 3) y
se representd graficamente utilizando la opcion de Histogramas en Excel ®
mostrando la frecuencia de valores de heterocigosidades entre localidades

(Anexo 4).

Cuadro 3. Valores de Diversidad Genética.

Heterocigosidad Desviacion  peterocigosidad Desviacion

_ Observada Estandar esperada Estandar
Localidad (HO) (0) (HE) (0)
Chiquimula 0.29674 0.24854 0.39100 0.18225
Jutiapa 0.15507 0.14856 0.24546  0.15300
Santa Ana 0.13551 0.14548 0.17544 0.14389

Sonsonate_Ahuachapan 0.16183 0.15842 0.22325 0.14848

Fuente de datos experimentales obtenidos mediante el programa Arlequin ver 3.5.2.2.

Utilizando el programa Arlequin se llevd a cabo un Analisis de Varianza
Molecular (AMOVA) encontrando asi que la mayor variacion se encontroé dentro
de las poblaciones (96.28%) seguido por entre poblaciones dentro de grupos

(3.15%) y finalmente entre grupos (0.57%)(Cuadro 4). De igual manera se
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obtuvo el valor de Fsr global de 0.037, separando las poblaciones segun
grupos.
Cuadro 4. Valores de Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) para la

determinacion de la mayor fuente de variacion, entre grupos, entre poblaciones
dentro de grupo y dentro de poblaciones.

Grados
Fuente de de Sumade Componentes de Porcentaje de
Variacion libertad Cuadrados Varianza Variacion
Entre grupos 1 56.058 0.13629 Va 0.57
Entre
poblaciones
dentro de
grupos 2 83.88 0.75219 Vb 3.15
Dentro de
poblaciones 114 2622.054 23.00047 Vc 96.28
Total 117 2761.992 23.88896 100

Fuente de datos experimentales obtenidos mediante el programa Arlequin ver 3.5.2.2.

Los resultados obtenidos mediante el programa Structure demostraron
estructuracién génica obtenida entre las localidades de estudio, mostrando la
diversidad genética asociada a la distribucion espacial; el nUumero de grupos
genéticos (K) mas probable resulto ser de 2. El programa separ6 claramente al
grupo de T. dimidiata de El Salvador (Santa Ana, Sonsonate y Ahuachapén) en
un grupo mas homogéneo, mientras que las poblaciones de Jutiapa y
Chiquimula resultan ser un grupo mas heterogénea (Figura 1). Mediante el
analisis de los Fst entre pares de localidades se obtuvieron valores cercanos a
0; sin embargo, los valores méas bajos se encontraron entre las localidades de
El Salvador (Santa Ana y Sonsonate_Ahuachapan) y entre Chiquimula y Santa

Ana (Cuadro 5).
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Delta K

2.0 25 3.0 35 a0

M Grupo 2
M Grupol

Chiguimula Jutiapa - Santa Ana Sonsonate Ahuachapa'n

Figura 1. Analisis de Estructuraciéon Genética. A) Cambio en el valor de K. B)

Grafico de pertenencia de grupo. Fuente de datos experimentales obtenidos a partir de
Structure V2.3, Structure Harvester y Clumpp V1.1.2.

Cuadro 5. Fst entre pares de localidades de estudio.

Chiquimula  Jutiapa Santa Ana Sonsonate Ahuachapan

Chiquimula 0

Jutiapa 0.05886 0

Santa Ana 0.01632 0.04018 0

Sonsonate_Ahuachapéan 0.03796 0.04511  0.01689 0

Fuente de datos experimentales obtenidos mediante el programa Arlequin ver 3.5.2.2.




36

8.2 Determinacion de proteinas a partir de los SNP’s del cuantil superior
(Percentil 10)

A partir de las secuencias de marcadores genéticos cuyo valor de Fsr
entre paises se encontraban por arriba del cuantil superior 90-100%, se
separaron 586 secuencias. Utilizando los filtros descritos en la metodologia, se
encontraron 21 proteinas (Cuadro 6). Entre las proteinas se encontraron 20
pertenecientes al Orden Hemiptera y 1 al orden Isoptera. De las 20 anotaciones

18 de ellas pertenecian a la familia de los reduvidos, la mayoria indicando ser

de Triatoma infestans.

Cuadro 6.

Identificacion de proteinas mediante similitud de secuencias
utilizando busquedas blastx.

Nombre de Valor
Secuencia Nombre Proteinay descripcion dee
proteasomal atpase-associated factor 1-like protein [Triatoma 1.00E-
2725 20091 infestans] 12
3.00E-
2725 20091 putative wd40 domain protein [Triatoma dimidiata] 12
9.00E-
4605_4871 putative biotin—protein ligase [Panstrongylus megistus] 12
2.00E-
2963 20991 Pikachurin [Zootermopsis nevadensis] 11
putative nuclear transport receptor exportin 4 importin beta 6.00E-
5011 6179 superfamily [Triatoma infestans] 11
putative nuclear transport receptor exportin 4 importin beta 7.00E-
4961 6044 superfamily [Triatoma infestans] 11
2.00E-
5053_6271 putative pol polyprotein [Triatoma infestans] 10
1.00E-
2850 20534 putative pol polyprotein [Triatoma infestans] 08
1.00E-
5080_6357 putative lian-aal retrotransposon protein [Panstrongylus megistus] 08
5.00E-
341 11175 zinc finger protein 845-like protein [Triatoma infestans] 08
putative glutamate/aspartate and neutral amino acid transporter 6.00E-
5331_7110 [Triatoma infestans] 08
6.00E-
1930_17289 putative c2h2-type zn-finger protein [Triatoma infestans] 08
2.00E-
5035_6221 putative dystrophin-like protein [Panstrongylus megistus] 07
2.00E-
5035_6221 putative beta-spectrin [Triatoma infestans] 07
putative glutamate/aspartate and neutral amino acid transporter 3.00E-
4411 4388 [Triatoma infestans] 07
hypothetical protein [Triatoma infestans] similar a “PREDICTED: 4.00E-
4051_3677 tetratricopeptide repeat protein 5-like [Cimex lectularius] e value=7e- 07
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94, #Acceso=XP_014255434.1"

6.00E-

225018338 putative lian-aal retrotransposon protein [Panstrongylus megistus] 07
hypothetical protein [Triatoma infestans] similar a “PREDICTED:

uncharacterized protein LOC106677766 [Halyomorpha halys] e 1.00E-

3186_21902 value=2e-48, #Acceso=XP_014271763.1" 06

3.00E-

4905 583 cuticular protein RR-2 motif [Triatoma infestans] 06

PREDICTED: uncharacterized protein LOC106685224 [Halyomorpha 3.00E-

3349 22610 halys] 05

7.00E-

2889 20708 PREDICTED: protein sax-3-like isoform X1 [CimexX lectularius] 05

Fuente de datos experimentales obtenidos mediante blastx con base a los datos de trabajo.

(NCBI).

8.3 Andlisis de Variables Ambientales.

Se realizé un modelo de distribucion potencial de la especie Triatoma
dimidiata segun las variables ambientales y las poblaciones georreferenciadas
en los departamentos de Guatemala y El Salvador, mediante el programa
Maxent 3.3.3 (Phillips, Dudik, & Schapire, 2004, pp. 655). La figura 2 muestra
las areas de distribucion potencial de la especie segun las 19 variables
ambientales de WorldClim en las localidades de Guatemala y El Salvador

(Figura 2A 'y 2B).

En la Figura 2C se traslapan ambos modelos para observar las diferencias en
cuanto a la distribucion potencial de los T. dimidiata de Guatemala y El
Salvador. Las areas de coloracion mas intensa (rojo para Guatemala y verde
para El Salvador) indican sitios con alta probabilidad de condiciones favorables
para T. dimidiata, a medida que se disminuye la intensidad del color indica las
areas con una baja probabilidad de condiciones favorables para la especie.
Mostrando de esta manera areas de mayor probabilidad diferentes entre la

poblacién de Guatemala y El Salvador, aunque también sugiere traslape.



38

/J
7

Figura 2. Modelo de distribucion potencial de la especie de estudio. A)
Distribucién potencial de Triatoma dimidiata colectados en Guatemala (Jutiapa
y Chiquimula), B) Distribucion potencial de Triatoma dimidiata colectados en El
Salvador (Santa Ana, Ahuachapan, Sonsonate), C) Distribucion potencial
sobrepuesto de Triatoma dimidiata colectados entre Guatemala y El Salvador.

Guatemala=rojo, El Salvador=verde. Fuente de datos experimentales empleando el
programa Maxent, y utilizando las variables Biocliméticas de WorldClim.

La prueba de Jackknife (Figura 3) se utilizé para explicar la contribucion e
importancia de las variables ambientales sobre el modelo del ambito de
distribucion potencial de la especie. Como se observa en los modelos (Figura
2A, 2B), la distribucién no es la misma para ambas localidades (Guatemala y El
Salvador). Comparando los ambitos de los modelos junto con la prueba de
Jackknife (Figura 3) se asocié qué variables bioclimaticas influyeron mas en la
distribucion potencial de las poblaciones de T. dimidiata. Para Guatemala la

variable ambiental con mayor ganancia en cuanto a su importancia esta
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explicada por la precipitacion del trimestre mas frio (BIO19) mientras que para
El Salvador es la precipitacién del mes mas seco (BIO14), las cuales aparentan
presentar la informacion mas util por su cuenta. Por otro lado las variables
ambientales que disminuyen la ganancia cuando se omiten son, la precipitacion
del trimestre mas calido (BIO18) para Guatemala y la estacionalidad de la
temperatura (BIO4) para El Salvador, por lo que parece tener la mayor

informacién que no esta presente en las otras variables.

Se llevd a cabo un Analisis de Componentes Principales para comparar las
variables ambientales entre las localidades, empleando los atributos obtenidos
por cada uno de los puntos geograficos. En la Figura 4 se observa la
correlacion (positiva) entre las localidades de El Salvador, mientas que las
localidades de Guatemala se encuentran poco correlacionadas. Esto podria
contrastarse de igual manera con los modelos de distribucion potencial

obtenidos por Maxent (Figura 2).

Jackknife of regularized training gain for T-dim& Jackknife of regularized training gain for T-dimES

Wihout variable = Withoutvariatle ®
| W ondy variable = bismnd Wilth ety vatiable ®
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bigmnd

biomndz

blomnd2
biemn03
biomnd4

biomnn3
biomn04
biomnds

bicmn0g
bismn0?

z
£ biomadg

£ piomats

2 piomnta

£ biomn10

£ piamnia
S &
£ biamn1y

€ biomn11

E bicmm 2

E biomni2

[+
biomn13

bicmntd

0z a4 06 08 10 12 14 16

0n [ 10 1 20 25
RQUIRITHD UINIng gain

5
TeQUaNZe T r3INing gain

Figura 3. Prueba de Jackknife de la importancia de las variables. A)
Contribucion de ganancia para la poblacion de Guatemala. B) Contribucion de
ganancia para la poblacion de El Salvador. Celeste: sin la variable, Azul: como

Gnica variable, Rojo: con todas las variables. Fuente de datos experimentales
empleando el programa Maxent, y utilizando las variables Biocliméticas de WorldClim.
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Figura 4. Andlisis de Componentes Principales empleando los atributos de las
variables ambientales por localidad. Contribucion: Componente 1=83.632,

Componente 2=9.7337. Fuente de datos experimentales obtenidos a partir de PAST
V3.12.

8.4 Correlaciéon entre distancias genéticas y geograficas y diferencias
bioclimaticas.

Se emplearon pruebas de Mantel con el fin de darle una explicacion a la
estructuracion obtenida (Figura 1B). A pesar de presentar distancias
relativamente cortas entre localidades y mas aun entre grupos (Guatemala y El
Salvador), los resultados obtenidos indican que no hay correlacion significativa
entre la estructuracion (Fst’s) obtenidas y la distancia geografica presente entre
localidades, es decir que no se encontr0 aislamiento por distancia. De igual
manera tampoco hubo correlaciéon con las variables Biocliméaticas analizadas

(Cuadro 7).



Cuadro 7.

Prueba de Mantel

realizado para correlacionar
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variables

bioclimaticas, distancias geograficas y distancias genéticas. DistGeo=Distancia
geografica, Fst=Distancia genética, VAG=Variables ambientales Global, B1-
B19=Variables Bioclim.

Prueba

p Prueba p Prueba p Prueba p
DistGeo.-Fst 0.208 | Fst-BIO5 0.625 | Fst-BIO11 0.625 | Fst-BIO17 0.375
Fst -VAG 0.542 | Fst-BIO6 0.625 | Fst-BIO12 0.542 | Fst-BI1O018 0.375
Fst-BIO1 0.625 | Fst-BIO7 1.000 | Fst-BIO13 0.792 | Fst-BIO19 0.417
Fst -B1O2 0.875 | Fst-BIO8 0.833 | Fst-BlO14 0.417
Fst-BIO3 0.583 | Fst-BIO9 0.625 | Fst-BIO15 0.500
Fst -BIO4 0.625 | Fst-Biol0 0.833 | Fs7-BIO16 0.792

Fuente de datos experimentales a partir de la prueba de Mantel del paquete R V3.3.1.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

La técnica de GBS para determinar la diversidad genética de T. dimidiata
en zonas fronterizas, presenté nuevos resultados en la organizacién genética
que se planteaba previamente para este organismo. Estudios previos por
Bargues et al. (2008) y Monteiro et al. (2013), los cuales por medio de
marcadores nucleares y mitocondriales respectivamente y la técnica de
PCR, agrupaban a los triatominos de Guatemala y El Salvador como un mismo
grupo genético. Por otro lado lo obtenido en este trabajo utilizando las técnicas
de GBS y SNP’s indican ser mas sensibles e informativas para el estudio de la
diversidad genética por abarcar una mayor cantidad de material genético en la
comparaciéon, tomando en consideracién loci neutrales y loci sujetos a

seleccién (Reitzel, et al., 2013, pp. 2-6).

De acuerdo a los resultados obtenidos para el estudio de la diversidad genética
entre las localidades (Cuadro 3, Anexo 4), se observa presencia de un grado
de endogamia entre los individuos de todas las localidades, debido a menores
valores de la heterocigosidad observada comparado con la esperada
(Hamilton, 2009, pp. 31-33). Esto indica una mayor probabilidad de
apareamiento entre individuos con mayor grado de parentesco que el esperado
por el azar, algo similar a lo encontrado por Landaverde (2004) en T.dimidiata y

Perez, et al. (2013) en T. infestans.

Por otro lado los analisis de varianza molecular demostraron que la mayor
variacion se encontré dentro de las poblaciones (96.28%), lo que nos indica

gue a pesar de presentar cierto grado de endogamia entre las localidades, la
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presencia de alelos diferentes que brindan mayor variacion se encuentran
dentro de las mismas poblaciones a diferencia de entre las poblaciones, al igual
que presentar un valor de Fst global de 0.037 equivalente a un nimero de
migrantes (Nm) de 0.25, lo que nos indica presencia de poca estructuracion

genética (Yang, et al., 2011, pp. 3,4).

Diversos estudios han demostrado la existencia de estructuracion genética
entre poblaciones a escala pequefia. Esto se encuentra estrechamente
relacionado a factores que pueden diferir de la distancia geografica.
McGaughran, et al. (2014) mostraron como los factores y variacion ambiental
influyen en la variabilididad genética y estructuracion del nematodo
Pristionchus pacificus. Trabajos similares por Temunovic, et al.(2012) con el
fresno Fraxinus angustifolia y Dionne, et al.(2008) con el salmoén, Salmo salar,

son otros ejemplos de estructuracion genética en escala pequefa.

El valor de K 6ptimo obtenido a partir de Structure Harvester, fue dos grupos
genéticos (Figura 1A), de los cuales los individuos colectados en las areas de
El Salvador (Ahuachapan, Santa Ana y Sonsonate) pertenecen casi
exclusivamente al Grupo 1, mientras que los T. dimidiata pertenecientes a
Guatemala (Jutiapa y Chiquimula), presentaron una mezcla entre ambos

grupos genéticos (Figura 1B).

El valor pequefio obtenido de Fsr global (0.037), entre localidades, sugiere un
alto flujo genético y poca deriva génica (Eguiarte, Aguirre-Planter, Scheinvar,

Gonzalez, & Souza, 2010, pp. 6,7).
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Los valores de Fst entre pares de poblaciones son una medida de distancias
genéticas (Cuadro 5). Se observo que Chiquimula y Santa Ana al igual que
Santa Ana y Sonsonate_Ahuachapén presentaron las distancias mas pequefias
(0.01632 y 0.01689 respectivamente). Para los casos de las localidades de El
Salvador esto tiene sentido si lo comparamos con lo que se obtuvo en la Figura
1B, en donde estas localidades presentaron individuos predominantemente del
Grupo 1. Por otro lado Chiquimula a pesar de estar presente en Guatemala,
los T. dimidiata presentaron un predominio leve del Grupo 1, esto podria
explicar su cercania genética (Fst) con los T. dimidiata de Santa Ana en

comparacion con los de Jutiapa.

Diversos estudios se han centrado en la determinacidbn de proteinas
relacionadas a la infeccion de los triatominos hematéfagos con el fin de rastrear
posibles factores que ayuden en el control de la enfermedad. Algunas de las
familias de proteinas relacionadas con la tasa de infeccion de los triatominos
hematofagos son las infestinas, defensinas y lipocainas (Diaz, et al., 2016, pp.
806-807; Escobar, 2009, pp. 18-20). Por otro lado el trabajo de Buarque et al.
(2013) muestra las diferencias entre la regulacion (positiva o negativa) de
diversas proteinas no directamente asociadas con la tasa de infeccion de
Triatoma infestans sin embargo presentan una relacion con el estado infectivo

del mismo.

A partir de la basqueda en blastx se encontraron 21 anotaciones de proteinas
funcionales pertenecientes al Orden Insecta, aunque no se logré encontrar
alguna proteina relacionada a la tasa de infeccion directa o indirectamente,

este estudio permite determinar cuales fueron las proteinas que presentaron
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distinciones entre los T. dimidiata de Guatemala y El Salvador. De las 21
proteinas 20 de ellas pertenecian al Orden Hemiptera y 1 al Orden Isoptera
(proteina Pikachurina), de las 20 anotaciones de proteinas 18 de ellas
pertenecian a la Familia de los Reduvidos, mientras que las otras dos
pertenecian a la familia Cimidae, otro grupo de chinches hematofagas, y a la

familia Pentatomidae, grupo de chinches apestosas o fitéfagas.

Cabe recalcar que las anotaciones para las proteinas de la Familia Reduviidae
fueron en su mayoria de Triatoma infestans, seguido de Pastrongylus megistus
y una Unica semejanza a Triatoma dimidiata, lo cual podria estar asociado a la

poca informacion de secuencias genéticas reportadas para la dltima especie.

En la estructuracion obtenida, entre los T. dimidiata pertenecientes a
Guatemala y El Salvador se esperaria determinar la razén por la cual existe
este comportamiento de diferenciacion entre las poblaciones. A partir de
Maxent se mostré como al colocar por separado las poblaciones de El Salvador
y de Guatemala el comportamiento en cuanto al modelo de distribuciéon
potencial de la especie no es el mismo, a pesar de compartir varias areas de
traslape (Figura 2) se logra observar claramente areas diferentes entre las
poblaciones donde los individuos se concentran mas (areas de color mas

intenso).

De la misma forma se logra observar un mayor ambito de distribucion potencial
de los T. dimidiata colectados en Guatemala en comparacién con los de El
Salvador. Esto se contrasta con las diferencias en cuanto a la influencia de
variables ambientales sobre la distribucion de la especies, siendo las variables

climaticas precipitacion del trimestre mas frio (B19) y precipitacion del trimestre
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mas calido (B18), ambas relacionadas a la precipitacion, las variables con
mayor contribucion al modelo de distribucion de los T. dimidiata pertenecientes
a Guatemala (Figura 3A). Las variables precipitacién del mes mas seco (B14) y
estacionalidad de la temperatura (B4), relacionadas a precipitacion y
temperatura respectivamente, las que mayor contribuian a la distribucion

potencial de los T. dimidiata de El Salvador (Figura 3B).

Las localidades Santa Ana, Ahuachapan, Sonsonate, Chiquimula y Jutiapa se
compararon entre ellas utilizando los atributos de las variables ambientales y se
encontré correlacion entre las localidades pertenecientes a El Salvador, de
forma contraria para las localidades de Guatemala la cual no presentd
correlacion entre Jutiapa y Chiquimula (Figura 4). Estas diferencias tanto en el
modelo de distribucién, como en la distincion entre localidades, esperariamos
que explicaran la existencia de estructuracion a pequefia escala de T.
dimidiata. = La muestra colectada en Guatemala es mas heterogénea
genéticamente, lo cual podria indicar que se estan adaptando a ambientes mas
variables (Hamilton, 2009, pp. 25-40); sin embargo, a partir de las pruebas de
Mantel se demostr6 que no existe ninguna relacion entre las variables
biocliméticas y las distancias genéticas obtenidas (Fst), de la misma manera
gue no se encontrd relacién con las distancias geogréaficas (aislamiento por

distancia) (Cuadro 7).

Triatoma dimidiata es una especie altamente adaptable por lo que la falta de
estructuracion relacionada a las variables bioclimaticas o a la distribucion
geografica no es del todo raro, aunque podrian existir otras variables que no se

tomaron en consideracion para explicar la estructuracién. Todos los individuos
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de T. dimidiata fueron colectados en el intradomicilio de las viviendas por lo que
posiblemente no se consider6 este microambiente como una variable
explicativa de estructuracion. Dentro de las viviendas las condiciones de vida
son diferentes a aquellas de los ambientes selvaticos; de la misma manera el
tipo de construccion entre las localidades de Guatemala y El Salvador son
diferentes como bien se menciond previamente, siendo las viviendas de EL
Salvador mejores construcciones y con mejores materiales en comparacion a
Guatemala (Monroy-Escobar, comunicacion personal, 2016; Bustamante, et al.,

2015, pp. 101-103).

Otra variable no considerada fue la presencia o tipo de vegetacion de los
alrededores de las viviendas. Jutiapa y Chiquimula son areas en las cuales los
alrededores de las casas aun preservan remanentes boscosos nativos los
cuales podrian actuar como una barrera o nicho ecolégico para que habiten los
T. dimidiata y no migren con tanta frecuencia hacia las viviendas. Para El
Salvador la mayoria de los bosques nativos fueron talados y reemplazados por
bosques no nativos proximos a las viviendas, esto podria explicar una
migracion hacia las viviendas por parte de T. dimidiata al no conservar ningun
remanente de nicho (bosque nativo) (Monroy-Escobar, comunicacién personal,
2016; Bustamante, et al., 2015, pp. 13-25). Sin embargo se trata solo de

hipétesis no comprobadas.
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10.CONCLUSIONES

Se encontraron dos posibles grupos genéticos que dan estructuracion de
pequefia escala a las poblaciones del estudio: un grupo claramente
distinguiendo a las localidades de El Salvador (Ahuachapan, Santa Ana y
Sonsonate) y otro, encontrado en las localidades de Guatemala (Jutiapa,

Chiquimula) ademas de compartir también el grupo de El Salvador.

Existe diferencia en cuanto a la distribucién espacial potencial del grupo de
El Salvador, cuyo ambito es mas reducido, a diferencia de la distribucion
espacial del grupo de T. dimidiata perteneciente a Guatemala, mas
ampliamente distribuido, lo cual sugiere una mayor adaptacién a diferentes

condiciones ambientales en Guatemala.

Las variables bioclimaticas que mayor influencia tuvieron para la
distribucion espacial potencial fueron la precipitacion para Guatemala, y la

precipitacion y temperatura para El Salvador.

Existe una correlacién entre las poblaciones de T. dimidiata de El Salvador,
en relacidén a las condiciones bioclimaticas, mientras que para Guatemala, no

estan correlacionadas en relaciéon a las condiciones biocliméaticas.

La estructuracibn a pequefia escala de Triatoma dimidiata en areas
colindantes consideradas hiperendémicas de la enfermedad de Chagas, no
esta asociada a las distancias geograficas entre localidades ni a las variables
bioclimaticas, por lo que la exploracion de nuevas variables es una necesidad

para la comprension de dicha variabilidad genética.
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11.RECOMENDACIONES

Aumentar el nimero de individuos y sub poblaciones para las localidades,

especialmente para Ahuachapan y Chiquimula.

Incluir otras variables que puedan influir en la estructuracion de las
poblaciones, tales como el tipo de vegetacion en las localidades, la cercania de

remanentes boscosos a las aldeas y los tipos de construccién de las viviendas.

Probar con diferente porcentaje de individuos en los que estan presentes

los loci aceptados para los andlisis de Stacks.
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Anexo 1. Puntos de colecta de T. dimidiata en aldeas de Jutiapa-
Guatemala y Santa Ana, Ahuachapan y Sonsonate-El Salvador. Puntos
marcados indican localidades en las cuales se tiene muestra de T. dimidiata,
cada localidad presenta un color que los distingue. Verde=Jutiapa, Rojo=Santa
Ana, Azul=Ahuachapéan, Amarillo=Sonsonate, Morado=Chiquimula.

Anexo 2. Coordenadas geograficas de puntos de muestreo segun
informacion de localidad obtenida en las bases de datos
correspondientes a las muestras de T. dimidiata utilizados (T-dimG=T.
dimidiata Guatemala, T-dimES=T. dimidiata El Salvador).

Pais Localidad Longitud Latitud

T-dimG  Jutiapa -89.9559 14.35000
T-dimG  Jutiapa -89.9833 14.38330
T-dimG  Jutiapa -89.9461 14.34455
T-dimG  Jutiapa -89.9463 14.34090
T-dimG  Jutiapa -89.9462 14.34015
T-dimG  Jutiapa -89.9466  14.34455
T-dimG  Jutiapa -89.9462 14.34071
T-dimG  Jutiapa -89.8795 14.26291
T-dimG  Jutiapa -89.9474  14.35994
T-dimG  Jutiapa -89.9464 14.34494
T-dimG  Jutiapa -89.9473 14.34818
T-dimG  Jutiapa -89.9474  14.34467
T-dimG  Chiquimula -89.2833 14.70000
T-dimES Sonsonate -89.6149 13.70319

T-dimES

Sonsonate

-89.5262

13.76307



T-dimES
T-dimES
T-dimES
T-dimES
T-dimES
T-dimES

Ahuachapéan
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana

-89.8167
-89.5639
-89.4500
-89.4598
-89.4604
-89.4610

13.96670
13.97783
14.10000
14.09527
14.09531
14.09526
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Fuente de datos experimentales. Debido a la falta de informacion en las bases
de datos la cantidad de informacion geografica varia segun localidad.

Anexo 3. Distancias Geograficas segun promedio de puntos GPS por

localidad.
Santa
Localidad Chiquimula Jutiapa Ana Sonsonate Ahuachapan
Chiquimula 0.00000
Jutiapa 81.64000 0.00000
Santa Ana 69.09000 60.64000 0.00000
Sonsonate  107.40000 79.68000 38.36000  0.00000
Ahuachapan 99.75000 44.98000 42.24000 38.68000 0.00000

Fuente de datos. Las distancias fueron calculadas utilizando un calculador web
de distancias a partir de puntos GPS (Veness, 2017).

Anexo 4. Histograma de frecuencias de valores de heterocigosidad
observada y esperada dentro de localidades.

H.O.

H.E.

u u y u ]
0 02 04 06 08 1 More

- | 1000 -

2500

2000 -
1500 -+

500 -+

800

600

400

200

0 02 04 06 08 1 More

- | 1500

- | 1000

2000

500

Chiquimula

Jutiapa

SantaAna

Sonsonate-Ahuachapéan

Fuente de datos experimentales obtenidos por medio del programa Arlequin y
graficados utilizando la funcion Histograma en Excel ®.
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