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1. Resumen

Triatoma dimidiata es el principal vector de la enfermedad de Chagas en
Guatemala. Sus poblaciones presentan una alta variabilidad en habitats, movilidad,
y posibles fuentes alimenticias, las cuales le otorgan una alta posibilidad de
adaptarse a nuevos ecotopos. El objetivo de este trabajo fue analizar la
estructuracion genética de Triatoma dimidiata y la distribucion de su variabilidad
genética en poblaciones de Guatemala y El Salvador. Para ello se realizé un andlisis
bioinfomatico de la coleccion de secuencias de Triatoma dimidiata del Laboratorio
de Entomologia Aplicada y Parasitologia (LENAP) de la Universidad de San Carlos
de Guatemala, y La Universidad de Loyola y La Universidad de Vermont, Estados
Unidos. Se observd una estructuracién genética en las poblaciones analizadas de
Guatemala y El Salvador, encontrandose dos grupos genéticos, evidenciados por el
analisis de Structure (K = 2). Un grupo genético distribuido a lo largo de todas las
poblaciones de estudio y otro grupo genético Unicamente presente en las
poblaciones de Huehuetenango y Chiquimula. La mayoria de las poblaciones sufren
procesos de pérdida de diversidad genética (Ho<He), pero aun manteniendo una
gran variabilidad genética intrinseca de cada una de las poblaciones (Varianza
dentro de poblaciones = 60.4, Varianza entre poblaciones = 19.8). se observé que
no existe una correlacion entre las distancias genéticas y las distancias geograficas
(p =0.21), lo cual representa un proceso de estructuracion y adaptacién de las
poblaciones de estudio, generado por posibles procesos de seleccion en las
poblaciones. Los resultados evidencian una estructuracion poblacional, y una
constante variabilidad genética intrinseca en todas las poblaciones. Esto representa
un mayor riesgo epidemioldgico, debido a la capacidad de adaptacion a nuevos

habitats domiciliares.



2. Introducciodn

La enfermedad de Chagas es una enfermedad debilitante y potencialmente
mortal que afecta 6rganos vitales, como el corazén y el sistema digestivo. Es una
enfermedad endémica de Latino América, donde es la mayor causa de muertes por
cardiopatias (Chatelain, 2015). Esta es causada por el protozoo flagelado
Trypanosoma cruzi, donde los tratamientos son Unicamente efectivos en la fase
aguda, con fuertes efectos secundarios en algunas poblaciones humanas (Sales et
al., 2017). Triatoma dimidiata es el principal vector de la enfermedad de Chagas en
Guatemala, en donde alrededor de un millén de personas viven en areas endémicas
de la enfermedad, correspondientes a 15 de los 22 departamentos del pais
(Peterson et al., 2019). Por lo cual, disminuir la invasién domiciliar de Triatoma
dimidiata es uno de los principales objetivos de la Iniciativa para el control de
Chagas en Centro América (IPCA) (Ponce, 2007). La transmision vectorial de la
enfermedad de Chagas es compleja y depende de factores tanto biolégicos como
sociales y econdmicos (Bustamante et al. 2015). Generalmente es una enfermedad
asociada a condiciones de pobreza, como la presencia de paredes realizadas a
partir de material rustico; como adobe o bajareque (Monroy et al., 2009). Debido a
la complejidad que presenta, tanto el tratamiento, como la dindmica de la
transmision de la enfermedad de Chagas, el control vectorial es el método mas

eficiente para el control de la enfermedad (Schofield, 1994).

El control vectorial presenta varias necesidades, como lo es comprender su
distribucion geogréfica, potencial de dispersion, y flujo génico del vector (Lépez,
Jaramillo, & Guhl, 2007). Se ha encontrado una gran variabilidad en el
comportamiento intradomiciliar, patrones de coloracién y dimensiones corporales de
T. dimidiata, a lo largo de su area de distribucién (Zeledén & Rojas, 2006). En
Guatemala, se ha observado que existe una diferencia tanto fenotipica como
genotipica de las poblaciones de T. dimidiata a través de sus distintos ecotopos y
distribucion geografica (Dorn et al., 2009; Menes, Monroy, Rodas, 2007). Aun asi,
el uso de un solo marcador (ITS2) no ha permitido una diferenciacion més sensible

de las poblaciones, especialmente para los grupos de Guatemala (P. L. Dorn et al.,



2009). Por otro lado, en las regiones hiperendémicas de la enfermedad de Chagas
de Guatemala se ha encontrado diferenciacion genética de las poblaciones de T.
dimidiata (Castellanos, 2017).

Estas diferencias genéticas son importantes, debido a que permiten saber si existe
un nivel de flujo génico entre las poblaciones y provee un acercamiento al riesgo
epidemiolégico, al cual estd presente una poblacién (Ramirez et al., 2005). Asi
mismo, comprender la distribucion de la variabilidad genética resulta util para
comprender su potencial de dispersion (Lépez et al., 2007), y su tasa de infeccion
natural (Ramirez-Sierra & Dumonteil, 2016). En Guatemala es importante tomar en
cuenta estas diferencias genéticas entre las poblaciones, debido a que ayuda a
comprender las adaptaciones locales, y, por lo tanto, su ecologia (Manel, Schwartz,
Luikart, & Taberlet, 2003). De esta manera proporciona informacion ecologica del
vector, la cual es necesaria para llevar a cabo un control vectorial con enfoque de
EcoSalud, actualmente aplicado en Guatemala (Monroy et al., 2012). En el presente
estudio se realizé un analisis de la estructuracion genética de T. dimidiata en
poblaciones de Guatemala y El Salvador. Para ello se realizaron analisis
bioinformaticos de genética poblacional, utilizando las secuencias de individuos de
distintas localidades de Guatemala y El Salvador de la coleccién de secuencias de
Triatoma dimidiata generadas en el marco del proyecto EEID Chagas 2015, del
Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia (LENAP) de la Universidad de
San Carlos de Guatemala, La Universidad de Loyola y La Universidad de Vermont,

Estados Unidos.

3. Antecedentes

3.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una enfermedad
inicialmente discapacitante y potencialmente mortal, que con frecuencia genera
lesiones en organos vitales como el corazon, sistema nervioso, y tracto intestinal
(Chatelain, 2015). Esta enfermedad es causada por el parasito T. cruziy el principal
mecanismo de transmision es via vectorial, al contacto con las heces de un

Triatomino infectado, estos ultimos son conocidos, segun la zona geografica, como



vinchuca, chinche picuda, chinche besucona, pito, chirimacha, etc. (Schofield,
1994; WHO, 2018). Sin embargo, existen otras vias de transmision menos
frecuentes, como las transfusiones sanguineas, transmisién vertical, transmision
oral, entre otras (WHO, 2018).

La enfermedad de Chagas es la principal causa de muertes relacionadas con
cardiopatias (Chatelain, 2015). Debido a la falta de una vacuna preventiva y a las
limitaciones de tratamiento para la enfermedad, relacionado con los fuertes efectos
secundarios y a que unicamente es efectivo en la fase aguda de la enfermedad, el
control vectorial se ha vuelto la manera mas efectiva para tratar la enfermedad de
Chagas (OMS, 2018; Sales et al., 2017).

3.2 Triatoma dimidiata

Triatoma dimidiata pertenece a la subfamilia de hemipteros hematofagos,
Triatominae, en los cuales se ha observado el parasito causante de la enfermedad
de Chagas T. cruzi de forma natural (Schofield, 1994). Las chinches suelen ser
atraidas por la luz de las viviendas, invadiendo los ecotopos domésticos. De igual
manera, el mecanismo de transporte pasivo, a través de la lefia cosechada es
bastante comun en las aldeas (Lent & Wygodzinsky, 1979). Las chinches
habitualmente tienen habitos cripticos, ocultandose en el polvo, y en las grietas de
las paredes o debajo de cuadros u otros objetos acumulados. El intervalo entre
generaciones tiende a ser prolongado, tardando por lo general mas de un afio en

completar el desarrollo de huevo hasta adulto (Schofield, 1994).

T. dimidiata es el principal vector de la enfermedad de Chagas para Guatemala, es
un vector nativo encontrado en ecotopos domiciliares y silvestres. Esto dificulta el
control vectorial por medio de insecticidas, debido a que meses después del
tratamiento por rociado se han reportado reinfestaciones en las viviendas
provenientes de poblaciones silvestres (Barbu, Dumonteil, & Gourbiere, 2010;
Dumonteil, Ramirez-sierra, & Herrera-aguilar, 2010; Nakagawa, Corddn-Rosales,
Juérez, Itzep, & Nonami, 2003). Las poblaciones en las cuales los patrones de
reinfestacibn son mas abundantes, estan predominantemente asociadas a

viviendas precarias, realizadas a partir de material rustico y presencia de animales



domésticos dentro de las viviendas (Bustamante et al., 2009). Los trabajos de
mejora de vivienda han presentado ser una mejor solucion a los problemas de
infestacion de T. dimidiata, debido a que disminuyen los factores de riesgo
mencionados, y disminuyen la probabilidad de infestacion y colonizacion en las
viviendas (Lucero et al., 2013; Monroy et al., 2009).

3.3 Estructuracion genética de T. dimidiata

T. dimidiata puede ser encontrada en una alta diversidad de hébitats y
ecosistemas, y puede ser encontrada desde habitats silvestres hasta domiciliares
(P. L. Dorn, Monroy, & Curtis, 2006). Asimismo, la prediccion de su distribucion con
base en variables climéticas es posible en &reas como Yucatan, mientras que para
Guatemala no lo es, lo que es un reflejo de su alta variabilidad genética en esta

zona (Bustamante, Monroy, Rodas, Juarez, & Malone, 2007).

Diversos estudios de su variabilidad, tanto morfolégica como genética, se han
realizado en la region. En estudios realizados con morfometria se ha observado que
diferencias en la forma de la cabeza, especialmente en hembras, se correlacionan
con las distancias geograficas, analizando tres distintos grupos: Norte, Central y Sur
(Bustamante et al., 2004). Estudios genéticos, principalmente con el marcador ITS-
2, ha permitido diferenciar cuatro grupos distintos a lo largo de toda su distribucion.
Por otro lado, este marcador es altamente conservador por lo cual, se ha
recomendado utilizar otros marcadores para estudios posteriores (Bargues et al.,
2008). Asimismo, Monteiro y colaboradores en 2013, encontraron resultados
similares, en los cuales identificaron cuatro grupos principales a lo largo de su rango
de distribucion usando los marcadores de Citocromo B, lo cual, otorga mayor
evidencia a la existencia de estos cuatro grupos (Monteiro, Peretolchina, Lazoski,
Harris, Dotson, Abad-Franch, et al., 2013). En Guatemala se pueden encontrar los
grupos I, 11y I, de los cuales el grupo | es el mas ampliamente distribuido desde el
sur de México hasta Colombia, el grupo Il se encuentra distribuido principalmente
en México, encontrdndose solamente una pequefia poblacion al Norte de
Guatemala, y el Grupo Ill se encuentra en Yucatan y el Norte de Guatemala
(Monteiro, et al., 2013).



Recientemente se ha descrito una nueva especie del género Triatoma ubicada en
el territorio de Guatemala, México y Honduras, denominada T. huehuetenanguensis
(Lima-Cordon et al., 2019). Asimismo, se ha encontrado una diferenciacion genética
entre las poblaciones fronterizas de El Salvador y Jutiapa, utilizando informacién de
GBS (Castellanos, 2017). Esto evidencia la variabilidad genética de T. dimidiata, no

descrita en la zona central y sur del Territorio de Guatemala.

3.4 Genotipificacion por Secuenciacion para la deteccidén de variantes

de Nucleétido simple.

Los polimorfismos de nucleotido simple (SNP, Simple Nucleotide polymorphism)
son el marcador genético mas abundante, y su alta densidad los hace perfectos
para estudios de herencia en regiones genomicas, especialmente para especies
con alta variabilidad genética (Baird et al., 2008; Elshire et al., 2011). El método mas
comunmente utilizado para la identificacion de SNPs es a través de la seleccion de
sitios adyacentes al corte por enzimas de restriccion (Baird et al., 2008; Chuang et
al., 2008).

En un principio, Miller y colaboradores (2007) desarrollaron la técnica de Analisis de
SNP’s asociados a sitios de corte con enzimas de restriccion. Esta técnica consiste
en la digestion del ADN con enzimas de restriccidn y su posterior ligamiento a
adaptadores especiales (Miller, Dunham, Amores, Cresko, & Johnson, 2007).
Posteriormente, Baird y colaboradores en 2008 complementaron la técnica descrita
por Miller, utilizando secuenciadores de nueva generacion, denominada Radseq o
Rad Sequencing. Lo cual facilita la identificacion de miles de SNPs y un rendimiento
alto del genotipado de poblaciones, debido a que permite utilizar un alto nimero de

marcadores para el andlisis (Baird et al., 2008).

Por ultimo, la técnica de Genotificacion por secuenciacion (GBS, Genotyping by
Sequencing), utiliza una estrategia de secuenciacién mudltiple, identificando los
distintos fragmentos de ADN con un marcaje de cédigo de barras. Esto permite
incrementar la eficiencia del procedimiento, al igual que reduce los costos de la
prueba. Esto debido a que la inclusion de los cddigos barras, delante del sitio de

restriccion de la enzima de corte, elimina la necesidad de una segunda lectura por



secuenciacion, facilitando la identificacion de secuencias, por lo tanto la

construccion de las bibliotecas de secuencias (Elshire et al., 2011).
3.5Analisis Bioinforméatico aplicado a la genética de poblaciones.

La genética de poblaciones se describe como la rama de la genética encargada
de describir la variacion y distribucion de la variabilidad genética en las poblaciones,
con el objetivo de explicar los fendmenos evolutivos a los cuales se encuentran
expuestas (Hartl & Clark, 1950). El andlisis de secuenciacién de nueva generacion,
utilizando marcadores de SNP’s, es una herramienta Util en el analisis de la genética
de poblaciones, especialmente para especies o poblaciones con alta variabilidad
genética, debido a su abundancia y densidad de marcadores en todo el genoma
(Baird et al., 2008; Elshire et al., 2011). Este tipo de estudios sobre el genoma
completo de las especies es ya una realidad, y cada vez es mas utilizado por
investigadores en los trabajos de genética de poblaciones (Catchen, Hohenlohe,
Bassham, & Amores, 2013). Para ello han surgido diferentes herramientas
bioinforméaticas, que permiten el manejo de gran cantidad de datos al igual que el
ensamblaje de secuencias, agilizando los procesos de andlisis, sin repercutir en la
calidad de los resultados (Catchen, Hohenlohe, Bassham, & Amores, 2013;
Pritchard & Wen, 2002).

De los analisis mas importantes realizados en este trabajo se encuentra el ensamble
de secuencias, a realizarse en el software STACKS; y el analisis de estructuracién
de las poblaciones, a realizarse en el software STRUCTURE. STACKS tiene la
capacidad de utilizar secuencias cortas asociadas a enzimas de restriccion y
agruparlas en segmentos apilados, lo cual permite un ensamblaje de las secuencias
de manera rapida y eficiente. También tiene la capacidad de ensamblar secuencias
de novo o ensamblarlas ante un genoma de referencia (Catchen, Hohenlohe,
Bassham, & Amores, 2013). Esto ultimo resulta particularmente util cuando se
manejan secuencias mezcladas, como las obtenidas a partir del abdomen de los
vectores, en los que se cuentan con ADN del vector, fuentes alimenticias y su
microbiota (Castellanos, 2017). Por otro lado, STRUCTURE es capaz de inferir el
numero més probable de poblaciones genéticamente distintas utilizando estadistica



bayesiana. En este método se analiza el genotipo de cada individuo, y encaja a
cada uno de los individuos en los grupos con los cuales tiene una mayor similitud
estadistica (Pritchard & Wen, 2002). Este método es util debido a que no parte de
una suposicion de niumero especifico de grupos, sino mas bien, calcula el nimero
de grupos mas probable de acuerdo a la entropia que demuestre cada grupo
(Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000; Pritchard & Wen, 2002).

4. Justificacion

Como ya ha sido mencionado con anterioridad, la enfermedad de Chagas es una
enfermedad discapacitante y potencialmente mortal, que afecta a 6rganos vitales
como el corazén, sistema nervioso, y aparato digestivo (Chatelain, 2015). La
enfermedad tiene una incidencia anual de 28,000 casos en América. Se estima que
la enfermedad de Chagas afecta a unos seis millones de personas, con 30,000
casos nuevos y 14,000 muertes por afios. Aproximadamente 65 millones de
personas se encuentran en riesgo de contraer la enfermedad de Chagas. Toda la
dinamica de la enfermedad se estima que genera un coste de 500 millones de
dolares (OPS, 2018). Menos del 10% de las personas con la enfermedad han sido
diagnosticadas y solamente el 1% ha recibido el tratamiento antiparasitario. Los
medicamentos actuales son Unicamente eficaces durante la fase aguday al principio
de la fase cronica de la enfermedad. Aun asi, estos tratamientos pueden causar
efectos secundarios indeseables, como reacciones en la piel, dolor de estbmago,

dolor de cabeza, cansancio, depresién, etc. (Montoya Araujo, 2000; OPS, 2018).

Por lo descrito con anterioridad, el control vectorial es la mejor manera para
disminuir la incidencia de la enfermedad de Chagas. Para llevar a cabo un control
vectorial adecuado es necesario entender las variables que lo pueden estar
afectado, como la distribucién del vector, y su variabilidad morfologica, ecolégica y
genética (Lopez et al., 2007). Diversos estudios se han realizado en estas tematicas,
y se ha encontrado que las poblaciones de T. dimidiata en Guatemala presentan un
alto grado de dispersion y de adaptacion a distintos habitats (Bustamante et al.,
2007; Bustamante et al., 2004). Asimismo, con el uso de marcadores mitocondriales
y ribosomales se ha evidenciado la existencia de distintos grupos diferenciados en



el territorio guatemalteco, de los cuales la mayoria se encuentra en el norte del pais.
Por otro lado, el centro y sur de Guatemala se encuentra conformado por un Unico
grupo distribuido por toda Centroamérica hasta Colombia (Monteiro, et al., 2013).
Por otro lado, Castellanos (2017), utilizando mas marcadores moleculares,
evidencio una estructuracién genética en la zona fronteriza entre Guatemala y El
Salvador (Castellanos, 2017). Por lo cual se hace evidente que es necesario una
reevaluacion de la diversidad genética en la zona central y sur de Guatemala, de

esta manera llevar a cabo mejores protocolos de control vectorial.

5. Objetivos
General
Identificar la estructuracion genética existente entre distintas
poblaciones de T. dimidiata de Guatemala y El Salvador
Especifico

Describir la estructura y diferencias genéticas de las
poblaciones de T. dimidiata de los departamentos de
Chiguimula, Huehuetenango, Jutiapa y Quiché en Guatemala,

y Sonsonate y Santa Ana en El Salvador.

Determinar la distribucion espacial de la diversidad
genética de T. dimidiata.

Identificar la relacion entre la distancia espacial y la
distancia genética entre las distintas poblaciones de estudio
6. Hipotesis

Existe estructuracion genética en las poblaciones de T. dimidiata de Guatemala
y El Salvador, conformada por dos grupos principales; uno compuesto por las
poblaciones de Huehuetenango y Quiché (Guatemala) y el segundo, por las
poblaciones de Chiquimula, Jutiapa (Guatemala) y Ahuachapan, Santa Ana y
Sonsonate (EI Salvador).

7. Materiales y Métodos

Los métodos fueron disefiados con el objetivo de identificar la estructuracion y
diversidad genética de las poblaciones de T. dimidiata de Guatemala y El Salvador,
realizando analisis bioinforméticos de las secuencias generadas a partir de la

tecnologia de secuenciacion de nueva generacion, aplicando marcadores de
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polimorfismo de nucle6tido simple (SNP) de la coleccion de secuencias de T.
dimidiata generadas en el marco del proyecto EEID Chagas 2015 del Laboratorio
de Entomologia Aplicada y Parasitologia (LENAP), La Universidad de Loyolay La

Universidad de Vermont, Estados Unidos.
7.1 Area de Estudio.

Las poblaciones de estudio de T. dimidiata fueron obtenidas de ecotopos
domiciliares de aldeas en los departamentos de Jutiapa, Chiquimula,
Huehuetenango y Quiché en Guatemala; y Santa Ana y Sonsonate, en El Salvador
(Tabla 1; Figura 1). Jutiapa conto6 con tres localidades de colecta, Chiquimula una,
Huehuetenango cinco, Quiché cuatro, Santa Ana tres y Sonsonate dos (Figura 1;
Anexo 1). Todas las poblaciones seleccionadas son parte del grupo genético 1,
identificado por Monteiro et al. (2013), el cual es el grupo con distribucién mas

amplia desde la peninsula de Yucatan hasta Colombia.

Se escogieron especimenes provenientes de sitios hiperendémicos para la
enfermedad de Chagas, que incluyen los departamentos de Jutiapa Yy
Huehuetenango en Guatemala, y los departamentos de Santa Ana y Sonsonate de
El Salvador. Por otro lado, los departamentos de Chiquimula y Quiché de Guatemala
son unicamente endémicos, debido a que los indices de infestacién en estos sitios
son sustancialmente menores (Castellanos, 2017; Tabaru, Monroy, Rodas, Mejia,
& Rosales, 1999). Se seleccionaron estas localidades debido a su importancia en
relacion a la enfermedad de Chagas, y porgue al conocer las diferencias genéticas
existentes entre las poblaciones de T. dimidiata, podria llevar a un control mas

adecuado de la enfermedad de Chagas en la regién (Lépez et al., 2007).
7.2 Muestras utilizadas.

Las secuencias seleccionadas para el andlisis pertenecen a especimenes
provenientes de dos proyectos principales. El proyecto de colecta en las aldeas de
Chaperno y Carrizal del afio 2011, de donde provienen las chinches de Jutiapa. Por
otro lado, las chinches colectadas en El Salvador y Chiquimula pertenecen al

proyecto “Tres paises” efectuado en el afio 2013. Por ultimo, los especimenes de
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las localidades de Quiché y Huehuetenango fueron colectados en distintas
actividades de muestreo entre 2010 y el 2014. Todos los individuos fueron
secuenciados bajo el proyecto EEID Chagas en el 2015. EI muestreo fue realizado
en el intradomicilio de las viviendas, para lo cual se utilizé el método de muestreo
hombre-hora. Este consiste en la busqueda activa de los Triatominos dentro de las
viviendas por un técnico durante una hora. La busqueda activa consiste en la
busqueda de los Triatominos con pinzas y linternas dentro de las viviendas,
poniendo especial atencion en las grietas de las paredes de la vivienda, debajo de
colchones, en lefia, nidos de animales o espacios donde duerman los mismos, como
gallineros o corrales, acumulos de materiales de construccion, lefia, entre otros.
Para el caso de Guatemala, los muestreos fueron realizados por el equipo del
Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia — LENAP, de La Universidad
de San Carlos de Guatemala y el departamento de vectores del Ministerio de Salud
y Asistencia Social de Guatemala. En el caso del Salvador fueron realizados por el
Centro de Desarrollo en Salud de la Universidad de El Salvador y El Ministerio de
Salud de EI Salvador. Todos los especimenes, una vez capturados, fueron
almacenados en una solucién de alcohol y glicerina al 5% (segun especificaciones

de la metodologia de Solérzano, 2015).

Tablal. Resumen de secuencias seleccionadas por pais y por departamento.

Secuencias seleccionadas a partir de la disponibilidad en las bases de datos.

Guatemala 62 EIl 34
Salvador

Chiquimula 17 Santa Ana 22

Huehuetenango 20 Sonsonate 12

Jutiapa 20

Quiché 5

7.3 Extraccién de ADN y Secuenciacién

La extraccion de ADN se llevé a cabo a partir de las patas, abdémenes y rectos,
de los triatominos. Utilizando el kit comercial Quiagen® (DNeasy 96 Blood & Tissue
Kit).



Unicamente se secuenciaron

los

individuos en

12

los cuales se obtuvieron

concentraciones de ADN no degradado entre 10 — 30 ng/ul, para esto se utilizo el
equipo Nanodrop (Thermo Scientific ®), Qubit® Flurometric Quantitation (Life
Technologies). La elaboracion de bibliotecas de ADN y secuenciacién se llevé a
cabo por la técnica “Genotyping by Sequencing” (GBS). Esta consistié en el corte

del ADN por la enzima de restriccion Pstl, la cual genero los siguientes cortes de

secuencias;:

5-C TGCA|G-3" 3'-G1ACGT C-5.

25

50

México

100

Océano Pacifico

150

200
Km

El Salvadar

Belice

Honduras

Leyenda

. Puntos de Colecta

Chiquimula
Quiche

- Huehuetenango

Laboratoric de Entomologia Aplicada y Parasitologia
Lenap
Universidad de San Carlos de Guatemala
2020

Figura 1. Area de estudio y resumen de secuencias seleccionadas por pais y

por departamento.

Posteriormente se adicionaron los adaptadores a los segmentos de ADN

generados, a los cuales se uni6 la ADN polimerasa y generé las nuevas hebras,
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usadas para el analisis de secuencia a regiones adyacentes al sitio de corte por la
enzima de restriccion (Segun especificaciones de Soldrzano, 2015).

El presente proyecto de secuenciacion de ADN de Triatominos fue una colaboracion
internacional entre distintas Universidades. La colecta fue realizada por la
Universidad de San Carlos de Guatemala, la extraccion de ADN de las muestras fue
realizada por personal del Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia
(LENAP) y la Universidad de Vermont. El analisis de secuenciacion se realizé en la
Universidad de Cornell, a través del apoyo de la Universidad de Loyola Parte del
marco de investigacion de del proyecto EEID Chagas del 2015, en el cual

colaboraron las tres instituciones mencionadas.
7.4 Andlisis Bioinforméatico

El analisis bioinformatico realizado en este trabajo consisti6 en dos
procedimientos generales: El ensamble de las secuencias cortas obtenidas a partir
de la secuenciacion de nueva generacion, por medio del software STACKS
(Catchen, Hohenlohe, Bassham, Amores, & Cresko, 2013), y el andlisis de grupos
genéticos utilizando el software STRUCTURE V. 2.3 (Pritchard et al., 2000).

Al estar utilizando ADN provenientes no Unicamente de patas, sino también del
abdomen (Anexo 1), fue necesario filtrar las secuencias generadas a partir de
abdomen contra un catalogo de secuencias de patas. Esto con el objetivo de filtrar
todas aquellas secuencias que no pertenezcan a T. dimidiata, tales como fuentes
alimenticias, parésitos, bacterias, etc. Para la realizaciéon del ensamble de las
secuencias cortas y generar los distintos marcadores genéticos se utilizo el software
STACKS. STACKS es un software basado en el analisis de haplotipos, por lo cual
los resultados de este analisis son los distintos haplotipos presentes en la poblacion
analizada. Para ello se utilizé la linea de comando ref_map.pl, el cual trabaja con
archivos previamente alineados. EI comando ref_map.pl es la manera més sencilla
para generar la linea de comandos para secuencias previamente alineadas. Para
ensamblar los loci de las muestras, el programa primero genero los loci de cero a
partir de nuestras secuencias, generé un catalogo de loci, y los esambl6. Por dltimo,
se generd un analisis de poblaciones, en el cual identificé los distintos haplotipos
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presentes en cada poblacion (Catchen, Hohenlohe, Bassham, Amores, et al., 2013).
En el analisis de poblaciones de STRUCTURE se decidio trabajar inicamente con
los loci presentes en el 80% de las muestras como minimo, con el objetivo de
disminuir los errores de lectura en las muestras, loci muy especificos o no descritos,

y aumentar asi el nivel de polimorfismo en las muestras.

Con el software STACKS se generd un archivo de salida en formato STRUCTURE,
el cual fue cargado en el software Structure V 2.3, para obtener el nUmero mas
probable de grupos genéticamente distintos (K). Este método consiste en un analisis
multiloci basado en estadistica bayesiana, el cual analiza el conjunto de loci de cada
muestra y encaja probabilisticamente cada individuo de las distintas muestras en
grupos genéticamente distintos si el grupo de loci analizados es distinto, o en un
mismo grupo si el grupo de loci es similar. Esto resulta en un analisis adecuado para
estudiar la estructuracion genética debido a que no toma en cuenta el origen de la
muestra, sino Unicamente la diversidad de loci del conjunto de muestras (Pritchard
et al., 2000). Para esto se utilizd 10 repeticiones por grupo, lo que significa que el
sistema analiz6 la probabilidad de la existencia de K grupos 10 veces, desde un
minimo de un grupo hasta un maximo de siete grupos genéticamente distintos. El
programa Structure Harvest (Earl & Bridgett, 2012) resumié y analizé los resultados
de Structure, describiendo la probabilidad de que K sea real (IL”[K]l). Por ultimo, se
utilizé el software online CLUMPAK (Kopelman, Mayzel, Jacobsson, & Rosenberg,
2018), el cual toma los resultados del STRCUCTURE vy grafico los resultados para
cada uno de los distintos conjuntos de poblaciones probables a existir.

7.5 Andlisis de diversidad genética

El software STACKS gener6 un archivo resumen de analisis de poblaciones, el
cual calcul6 los valores de porcentaje de loci polimérficos (P), la heterocigosidad
esperada (He) y (Ho). Stacks permiti6 generar un archivo de salida en formato
.genpop.txt, este archivo fue utilizado para calcular las desviaciones de equilibrio
Hardy-Weinberg (HW) y el indice de fijacion Fst en Genepop (Raymond & Rousset,
1995), utilizando el paquete genepop 1.1.7 bajo el soporte del CRAN del software
R V.3.6.3 (R Core Team, 2020).
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El mismo archivo .genpop.txt fue convertido a un formato .arp, utilizando el software
PGDSpider 2.1.1.5 (Lischer & Excoffier, 2012). El formato .arp fue utilizado con el
software arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010), en donde se realizé un andalisis
de varianza molecular (AMOVA), para observar la variaciéon entre grupos, entre
poblaciones del mismo grupo y entre poblaciones. Con el objetivo de la
operativizacion de los comandos en Arlequin y disminuir el sesgo en el analisis de

los datos, se decidié generar dos AMOVA con dos distintas agrupaciones:

AMOVA 1. Se formaron tres grupos segun su cercania geografica Grupo 1.
Huehuetenango y Quiché, Grupo 2. Chiquimula y Jutiapa, Grupo 3. Santa

Anay Sonsonate.

AMOVA 2. Segun su similitud en la estructuracion genética generada por
STRUCTURE. 1. Huehuetenango y Chimaltenango 2. Jutiapa, Santa Ana,
Sonsonate y Quiché (Tabla 2).

Por dltimo, el indice de diversidad genética H, y el nimero medio de alelos para
cada locus por poblacion fue realizado en Arlequin. El indice H de diversidad ilustra
una medida del grado de diversidad genética en una poblacién (Pifiero et al., 2008).
Por otro lado, el nimero medio de alelos por loci, es una medida del polimorfismo
encontrado en las poblaciones (Aranguren-Méndez, Roman-Bravo, Isea, Villasmil,
& Jordana, 2005). En ambos indices, un valor mayor expresa una mayor diversidad

genética dentro de la poblacion.

Tabla 2. Agrupaciones generadas para el analisis de varianza molecular
(AMOVA).

AMOVA 1. Criterio: Cercania geogréfica AMOVA 2 Criterio: Resultados
de estructuracion

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2
Huehuetenango Jutiapay Santa Ana y Huehuetenango Quiché,
y Quiché Chiquimula Sonsonate y Chiquimula Jutiapa, Santa
Anay

Sonsonate.
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7.6 Andlisis de aislamiento genético por distancia.

Para analizar la influencia del aislamiento geografico sobre la variablilidad
genética de las poblaciones, se inicié evaluando las distancias genéticas (Fst) entre
las distintas poblaciones de estudio (Nodarse, 2009). Como se menciono
previamente, el indice de Fst fue realizado en el software R con el paquete
Genepop. Por ultimo, estos valores de Fst obtenidos fueron utilizados para obtener

un arbol utilizando en comando hclust del paquete stat v.3.6.2 del software R.

Para el analisis de aislamiento por distancia es posible usar la prueba de Mantel en
el Software R Studio acoplado a R. 3.6.0, utilizando el paquete vegan V. 2.5-6. El
input de esta prueba son los valores de distancias genéticas dadas por los valores
de Fst obtenidos en Genepop, Y los valores de las distancias geograficas obtenidos
a partir de la distancia lineal del centroide de los puntos de colecta por
departamento, utilizando el software ArcMap 10.3. La prueba de mantel es un test
de correlacién entre dos matrices de distancia, y evidencia la relacion entre ambos
valores. De esta manera, es posible analizar si los valores de las distancias
genéticas y geograficas estan relacionados, evidenciando si existe un proceso de
diferenciacion genética azaroso o seleccionado (Hernandez, Ruiz-Garcia,
Munstermann, & Ferro, 2008; Lent & Wygodzinsky, 1979).

8 Resultados

El andlisis de Stacks genero un archivo de salida con 7103 loci, el cual posterior
de ser filtrado a Unicamente los loci presentes en el 80% de las muestras se genero
un archivo de salida con 4193 loci. Estos loci 4193 loci identificados, fueron los

utilizados en los andlisis de estructuracion y diversidad genética.
8.1 Estructuracion genética

Se realizaron los analisis de estructuracion genética en STRUCTURE con el
objetivo de identificar distintos grupos genéticos, sin tomar en cuenta su distribucién
geografica. Bajo este objetivo se realizé el andlisis de la tasa de cambio sobre la

distribucion de la probabilidad (eje y) sobre los distintos valores de K (eje x) (Figura
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2). Se observo los resultados en donde K = 2, por mucho, es el nimero de grupos

genéticos mas probables de ser reales para nuestras poblaciones de estudio.
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Figura 2. Tasa de cambio de la
distribucion de probabilidad para
los distintos valores de K. En
donde se observdé que K = 2
presento el valor de probabilidad
(L’[K]) mas alto. Lo que significa
que dos poblaciones
genéticamente distintas son las
mas probables de existir en

nuestras poblaciones de estudio.
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un grupo genético en la poblacién. Para K=2, se observd en grupo genético azul,
distribuido en todas las poblaciones y el grupo genético naranja Unicamente

distribuido en las poblaciones de Chiquimula y Huehuetenango.

En la figura 3 se observé la distribucion de los grupos genéticos para distintos
valores de K, en todas las poblaciones de estudio. Como ya se habia discutido, K =
2 es el numero de grupos genéticos mas probable para nuestras poblaciones de
estudio. Para este se observo dos grupos genéticos (azul y anaranjado), donde el
azul se distribuye en todas las poblaciones de estudio y el anaranjado solamente en
las poblaciones de Chiquimula y Huehuetenango. La distribucion de las poblaciones
genéticas, evidencia dos poblaciones diferentes genéticamente entre si con poco
flujo genético entre ellas. Posteriormente en K = 3, se afiade un grupo distinto en
morado distribuido mayormente en Quiché y Huehuetenango. Para K = 4 se afiade
el grupo genético en rojo, el cual se distribuye de manera homogénea en todas las
poblaciones, exceptuando Huehuetenango. Por ultimo, para K = 6 y K = 7 se
observa que se afiade pequefias proporciones de nuevos grupos distribuidos
principalmente en Chiquimula, Quiché y Sonsonate. Asimismo, obtuvimos un valor
de Fst =0.13 con un valor de p <0.05 lo que indica un ligero grado de estructuracion

genética entre las poblaciones de estudio.
8.2 Analisis de la diversidad genética

Se observa en los resultados de diversidad genética que todas las poblaciones
tienen patrones de diversidad genética poblacional distintos, haciéndose mas
notorio entre la poblacién de Chiquimula con indices que identifican a una poblacion
con baja diversidad genética. En primer lugar, en la tabla 3 se observa los valores
de porcentaje de loci polimorficos en cada una de las poblaciones, en donde se
encuentra a Jutiapa con el valor mas alto (P = 0.31), seguido por Huehuetenango
(P = 0.28) y a Chiquimula con en valor mas bajo (P = 0.013). Por otro lado, se
encuentra a las poblaciones de El Salvador, Santa Ana y Sonsonate con valores

similares entre si, de P = 0.12 y P = 0.14 respectivamente.

Para todas las poblaciones de estudio existen valores de heterocigocidad

observada menores a la esperada, lo que indica procesos de endogamia que
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disminuyen la heterocigocidad en todas las poblaciones. Este fendbmeno es mas
evidente en las poblaciones de Chiquimula (Ho = 0.07, He = 0.39) y en
Huehuetenango (Ho = 0.07, He = 0.29). En caso contrario, en donde la diferencia
entre ambos valores es menor fue en Santa Ana (Ho = 0.12, He = 0.17). En el
coeficiente de endogamia se observd un patrén similar a los valores de
heterocigocidad, en donde todas las poblaciones son predominantemente
homocigoticas, especialmente la poblacion de Chiquimula (Fis = 0.811), y la
poblacion menos homocigética es Jutiapa (Fis = 0.27). Al igual que los indices
anteriores, Chiquimula resulté ser la poblacién con menor indice de diversidad
genética (H) y lo indices mayores se encuentran en Quiché y Huehuetenango. Por
ultimo, el indice de nimero medio de alelos por locus, donde Chiquimula resultd
tener el menor niumero de variantes (0.036) y Huehuetenango y Quiché son las
poblaciones con mayor variacion media en cada locus (1.182 y 1.003,

respectivamente).

Tabla 3. Andlisis de diversidad genética de las poblaciones de estudio. Muestra los
valores de % de loci polimorficos (P), Heterocigocidad observada y esperada, indice

de fijacion (Fis), indice de diversidad genética (H) y el numero medio de alelos por

Heterocigocidad
Poblacién P Observada Esperada Fis H A
Jutiapa 0.3106 0.15464 0.21156 0.2748 0.07633  1.03
Chiquimula  0.01384 0.07688 0.39891 0.8118 0.00516 0.036
Quiché 0.23354 0.21638 0.38017 0.4637 0.10793 1.003
Huehuetenango 0.28173 0.07599 0.29365 0.2841 0.07629 1.182
Santa Ana  0.12373 0.12373 0.17238 0.3258 0.08467 0.965
Sonsonate 0.1462  0.1462 0.21473 0.7476 0.06912 0.631
locus (A)

En general, se observa que Chiquimula presentd los valores mas bajos de
diversidad genética en la mayoria de los indices, lo cual genera evidencia de
procesos de pérdida de diversidad genética en esta poblacion. En las poblaciones
de Quiché y Huehuetenango se observa el caso contrario, donde los valores de loci

polimérficos, endogamia, y diversidad genética evidencian que son poblaciones con
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una alta diversidad genética, al compararlas con el resto de las poblaciones de

estudio.

En la tabla 4 se observa los resultados del analisis de equilibrio de HW, en esta se
observan resultados similares para todas las poblaciones, donde estas presentan
una alta probabilidad (p<0.005) de no estar en equilibrio HW. Lo que significa
procesos de pérdida de diversidad genética en todas las poblaciones. Estos
resultados son similares a los valores de Heterocigocidad, ambos indices expresan

gue son poblaciones bajo procesos de pérdida de diversidad genética.

En la tabla 5 se muestran los resultados del analisis de varianza molecular
(AMOVA), en donde se observa que en todos los AMOVA realizados la fuente de
variacion molecular principal se encuentra dentro de todas las poblaciones. Lo cual
indica una cierta variabilidad genética dentro de las poblaciones a pasar de la alta
diferencia de heterocigocidad esperada y observada, o la falta de equilibrio HW. Se
observa una mayor variacion genética entre grupos al utilizar los grupos formados
por el andlisis de Structure, lo cual genera evidencia que la distancia geografica no
juega un rol importante en la diferenciacion genética de nuestras poblaciones de

estudio.

Tabla 4. Analisis del Equilibrio de Hardy — Weinberg (HW), para las seis poblaciones
de estudio. Se observa que las seis poblaciones presentan una alta probabilidad de

no estar en equilibrio HW.

Poblacion Chi2 df Prob
>
Jutiapa 3059.4082 1950 p<0.05
Chiquimula > 761.9312 96 p<0.05
Quiché 1656.8792 1238 p<0.05
>
Huehuetenango 9434.4756 1602 p<0.05
>

Santa Ana 4715.8613 2346 p<0.05
Sonsonate 2748.31 1532 p<0.05
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Tabla 5. Andlisis de Varianzas Molecular (AMOVA) para las seis poblaciones de
estudio agrupadas de 2 maneras distintas (Resumen de los grupos formados en

Anexo 2).

Porcentaje de Variacion

Fuente de variacibn AMOVA 1 AMOVA 2
Entre Grupos 9.22 19.72

Dentro poblaciones de
un Mismo grupo 29.41 19.84

Dentro poblaciones 61.37 60.42

8.3 Aislamiento genético por distancia

Con el objetivo de evidenciar como varian los patrones genéticos de las
poblaciones con respecto a su distribucion genética se trabajé con un analisis de
Fst. En la tabla 6 se observo los resultados del analisis de Fst, donde se evidencian
las distancias genéticas existentes entre cada poblacion de estudio. Se observa que
el valor mas bajo se encuentra entre las poblaciones de Santa Ana y Sonsonate
(0.0052) y el valor més alto entre las poblaciones de Chiquimula y Jutiapa (0.4153).
En la figura 4, se observan los resultados generados, a partir de un analisis de los
valores de Fst entre las distintas poblaciones. En esta figura se observan resultados
similares a los que obtuvimos por el andlisis de estructuracion genética en
STRUCTURE. En este se encontr6 dos clusters principales uno formado por
Chiguimula y Huehuetenango, y otro por el resto de las poblaciones. Se observé a
Jutiapa como la poblacién de Guatemala mas cercana a Santa Ana y Sonsonate,
poblaciones de El Salvador. Cabe aclarar que el arbol expuesto en la figura 4, no
es un arbol filogenético, inicamente es una representacion grafica de las distancias

genéticas expresadas por los valores de Fst.
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Tabla 6. Valores del indice de fijacion (Fst), que representan las distancias

geneéticas existentes entre cada poblacion de estudio.

Santa
Jutiapa Chiquimula Quiché Ana Sonsonate Huehuetenango
Jutiapa 0 0.4153 0.05886 0.03562  0.05236 0.3657
Chiquimula 0.4153 0 0.2824  0.4087 0.3636 0.3321
Quiché 0.05886 0.2824 0 0.04205 0.05953 0.262
Santa Ana 0.03562 0.4087 0.04205 0 0.005174 0.3557
Sonsonate 0.05236 0.3636 0.05953 0.005174 0 0.3614

Huehuetenango 0.3657 0.3321 0.262 0.3557 0.3614

0

Chiquimula Huehuetenango

FST

— Quiché
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|
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Figura 4. Dendrograma generado a partir de los valores de Fst entre cada una de
las poblaciones de estudio.

Para evidenciar la influencia del aislamiento geografico sobre la diferenciacion
genética entre las poblaciones de estudio, se realizdé una prueba de mantel. En la
figura 5 se puede observar los resultados del analisis, en el cual es evidente que no
existe asociacion entre ambas variables. Esto se confirma con el coeficiente de
determinacion (r = 0.24), el cual significa que la variable de distancia geografica
Unicamente explica un 24% del comportamiento de la variable distancia genética.
Asimismo, se obtuvo un valor de p = 0.21 lo cual significa que solamente presenta
un 21% de probabilidad de equivocarse al rechazar la hipétesis nula. Esto quiere

decir que el modelo no presenta evidencia para sustentar la hip6tesis de sobre la
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influencia de la distancia geografica sobre el aislamiento genético. Por lo cual es
posible que otras variables tengan un mayor efecto sobre el aislamiento genético,

en comparacion a las distancias geograéficas.

300 ]

Distancia Geografica Lineal

0.0 0.1 0.2 0.3 04
Distancia genética (Fst)
Figura 5. Analisis de aislamiento genético por distancias. Resultado de la prueba
de Mantel realizado entre las matrices de distancia geografica linea y la matriz de
distancia genética. El modelo present6 un coeficiente de determinacién de r?= 0.24.
Asimismo, no existe evidencia que permita rechazar la hipétesis nula (p = 0.21). Por
lo cual el modelo evidencia que no existe una relaciéon de diferenciacion genética

ligada al aislamiento geogréfico.
9. Discusion

Se observa estructuracion genética, con dos grupos genéticos, altamente
diferenciados y aislados uno del otro (Figura 2 y 3, K =2). El grupo genético azul se
distribuye en todas las poblaciones, mientras que el grupo genético naranja
Unicamente se encuentra en las poblaciones de Huehuetenango y Chiquimula.
Asimismo, se observa que ambos grupos se encuentran altamente aislados uno del

otro debido a que muy poco individuos forman parte de ambos grupos genéticos.
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Esto es contrastante con los de Monteiro y otros (2013), donde se identifica a toda
el area y grupos de estudio como parte de un solo grupo genético utilizando
marcadores basados en microsatélites. En contraposicion, Castellanos (2017)
presento resultados similares para T. dimidiata utilizando SNPs, como marcadores
genéticos, en la zona fronteriza de Guatemala y El Salvador, donde se encontré una
estructuracion genética en la zona. Este patron contrastante entre los resultados
obtenidos por Monteiro, et al., (2013) y de Castellanos, (2017) y los resultados de
este trabajo, es probablemente debido a la capacidad de los SNPs en la deteccién
de estructura en las poblaciones, principalmente debido uso de gran cantidad de
marcadores genéticos que es capaz de generar la técnica de SNPs en comparacion
a otros marcadores (Garke et al., 2011; Reitzel, Herrera, Layden, Martindale, &
Shank, 2013).

En contraparte a lo descrito con anterioridad, recientemente ha sido descrito qué
andlisis genéticos en la historia evolutiva de T. dimidiata presentan resultados
similares independientemente de la técnica y marcadores utilizados (microsatélites
0 SNPs) (Justi et al., 2018). Por lo que es posible que las diferencias en los
resultados se deban principalmente a la escala del analisis. Mientras los trabajos
generados por Monteiro et al., (2013), Bargues et al., (2008), y Justi et al., (2018),
se enfocan en un area geogréafica mayor (Mesoamérica), este trabajo se enfoca a
una escala mas pequefia como lo es poblaciones de Guatemala y parte de El
Salvador, lo que puede permitir un mayor detalle a la hora de los analisis
moleculares y de estructuracion genética (Landry & Bernatchez, 2001). Tomar en
cuenta la dimension espacial de los analisis de estructuracibn genética es
importante, debido a que, segun la escala a la cual esta se analice se tendra mayor
o menor detalle de la estructuracion (Landry & Bernatchez, 2001). Diversos estudios
han demostrado que si existe una estructuracion de la diversidad genética a
pequeia escala, lo cual se encuentra estrechamente relacionado con una alta
relacién a variables microcliméticas, como es el caso de Plethodon albagula, en el
cual variables como la temperatura y humedad del suelo presentan una mayor
relacion en la abundancia de estas salamandras, en comparacion a variables macro

climaticas (Peterman & Semlitsch, 2013). Asimismo, variables de manejo forestal
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influyen predominantemente en la estructura de diferentes especies de Quercus
(Lind-Riehl & Gailing, 2015). Un fenémeno similar podria estar ocurriendo en las
poblaciones de T. dimidita, donde no se ha observado una relacién fuerte entre
variables climaticas (Dulce Bustamante, Monroy, Rodas, Juarez, & Malone, 2007;
Castellanos, 2017), pero si una alta relacion con variables de pequefia escala como
pueden ser variables domiciliares (Bustamante et al., 2015). Por lo cual, una
adaptacion a variables del ecotopo y habitat podria generar una estructura a menor
escala que trabajos como el de Monteiro, et al., (2013) no detectan por la escala

utilizada (Bustamante et al., 2004).

Otra posibilidad a lo observado en la estructuracién del grupo es la existencia de
dos especies cripticas, con aislamiento reproductivo entre ellas. Esto se apoyaria
por la coexistencia de dos variantes genéticas, con poco flujo genético entre ellas
en las poblaciones de Huehuetenango y Chiquimula. Esto es un proceso que ha
sido evidenciado previamente, con dos taxa distintos de T. dimidiata conviviendo en
un mismo espacio geografico y aislamiento reproductivo (Dorn et al., 2009). De igual
manera, la descripcion de una reciente nueva especie en Huehuetenango,
diferenciada de T. dimidiata por leves caracteres morfolégicos y principalmente por
caracteres moleculares (Lima-Cordon et al., 2019), clarifican que son procesos
recurrentes en la diversidad poblacional del grupo. Por lo tanto, T. dimidiata se ha
caracterizado por ser una especie con una historia evolutiva complicada de
dilucidar, separandose en distintas especies y volviéndose a juntar desde su
descripcion en 1811 (Dorn, Monroy, & Curtis, 2006).

Al analizar los resultados de diversidad genética (Tabla 3), se observé que todas las
poblaciones han presentado cierto grado de pérdida de variabilidad genética y es
especialmente notorio en los bajos valores de heterocigocidad. Este fendbmeno ha
sido previamente documentado para T. dimidiata, donde las poblaciones tienden a
mantener una dinamica de baja heterocigocidad (Castellanos, 2017; Landaverde,
2004), y de igual manera para poblaciones de T. infestans en Argentina (Belisario
et al., 2017; Piccinali & Gaurtler, 2015). Resultados similares se observan para el

analisis de equilibrio de HW (Tabla 4). En ambos casos, estos patrones de pérdida
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de diversidad genética podrian deberse a procesos de endogamia dentro de las
poblaciones (Hedrick, 2011), o también debido a procesos de seleccion de alelos a
ambientes domiciliares como ha sido evidenciado para T. infestans (Piccinali &
Gdurtler, 2015). Esto podria ser el caso para las poblaciones de T. dimidiata en
Guatemala, debido a que trabajos con morfometria evidencian una alta
diferenciacion entre poblaciones silvestres y domiciliares (D. Bustamante et al.,
2004). Aun asi, con los resultados obtenidos en este andlisis es dificil discernir sobre
si es un proceso de endogamia o seleccién, por lo cual se debe seguir trabajando
en este patron de pérdida de diversidad genética documentado en las poblaciones
de T. dimidiata.

Aunque todas las poblaciones presentaron cierto grado de pérdida de diversidad
genética, Chiquimula fue la poblacion con mayor evidencia de una fuerte pérdida de
diversidad. Esto se evidencia con los menores valores de loci polimorficos, la mayor
diferencia entre la heterocigocidad esperada y observada, el mayor indice de
endogamia, y los menores valores de diversidad alélica y promedio de alelos por
locus. Esto podria deberse a muchos factores, como lo puede ser la baja distribucion
de localidades de colecta en Chiquimula, donde todas pertenecen a un mismo
municipio (Figura 1), aunque en contraste, las colectas de Jutiapa también fueron
cercanas unas de otras y los valores de diversidad genética no presentaron un
patron similar al de Chiquimula. Esto desde otro punto de vista, la baja diversidad
genética pudo deberse a una reciente competencia de nicho con el vector Rhodnius
prolixus. Chiquimula fue, por mucho, el departamento con mayor infestacion
asociada a este vector introducido, R. prolixus. El cual fue el principal vector de la
enfermedad de Chagas en Guatemala, hasta la certificacion de la eliminacién de la
transmision de la enfermedad asociada a R. prolixus en 2008 (Cedillos, Romero, &
Sasagawa, 2012; Hashimoto et al., 2012; OPS, 2008). Asimismo, la competencia
de especies que comparte un nicho tiende a generar patrones de diferenciacion y
reduccion de la diversidad genética de las poblaciones en competencia (Vellend,
2006). Por lo tanto, segun la informacion descrita es posible que se discuta sobre
una posible reduccion de la diversidad genética de T. dimidiata debido a la fuerte

competencia que existio entre este y R. prolixus en la regién de Chiquimula.



27

Todas las poblaciones presentan cierto grado de pérdida de variacidon genética,
probablemente debido a endogamia, seleccion y/o competencia como es el caso de
Chiguimula. Sin embargo, los resultados de AMOVA (Tabla 5), indican que la mayor
fuente de variacion genética proviene de dentro de las poblaciones. Lo mismo fue
observado en poblaciones fronterizas de Guatemala y El Salvador (Castellanos,
2017) y previamente descrito para poblaciones de Guatemala y Meéxico
(Landaverde, 2004). Igualmente, T. dimidiata siempre ha sido descrito como un
grupo con alta variabilidad genética, donde el grupo se ha dividido y juntado en
distintas especies y subespecies desde su descripcion en 1811 (P. L. Dorn et al.,
2006). También ha sido descrita su gran capacidad de infestar gran cantidad de
distintos ecotopos desde domiciliares hasta silvestre (M. Menes, C. Monroy, A.
Rodas, 2007). Por lo cual, aunque son poblaciones bajo procesos de pérdida de
diversidad genética, estas a su vez mantiene cierta variabilidad genética dentro de

la poblacion.

Al comparar ambos paises, se observa gque las poblaciones de Guatemala, Jutiapa,
Quiché, y Huehuetenango, presentan una mayor diversidad genética que las
poblaciones de el Salvador (exceptuando Chiquimula por lo discutido con
anterioridad). Esto se observa principalmente en los indices de loci polimérficos (P),
diversidad genética (H) y nimero de alelos por locus (A). Esto tiene congruencia
con lo descrito por Bargues et al., (2008), donde identifica que la region de
Guatemala y México como la region con la presencia de mas grupos genéticos para
la distribucion de T. dimidiata. Por otro lado, esta zona ha sido como un area de
divergencia de especies y grupos de Triatominos (S. A. Justi et al., 2018). Por ultimo,
la descripcion de dos nuevas especies en la region de Guatemala, México y Belice
(P. Dorn et al., 2018; Lima-Cordon et al., 2019), caracterizan a la region como una
region de alta diversidad para el grupo de Triatominos y para T. dimidiata.
Recientemente han sido descrito que esta gran variabilidad genética descrita para
el grupo T. dimidiata, se encuentre posiblemente relacionado con una compleja
historia geoldgica que presenta el territorio de Guatemala en comparacién al
territorio del El Salvador (Landaverde-Gonzalez, Menes, Melgar, Bustamante, &
Monroy, 2020).
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Es importante manejar esta alta diversidad genética dentro de las poblaciones. Una
mayor diversidad genética presenta una mayor probabilidad de adaptacion a
distintos ecotopos (M. Menes, C. Monroy, A. Rodas, 2007), por lo cual esto podria
llevar a una mejor comprension de la dinAmica de las poblaciones, asimismo,
comprender su capacidad de infestacion y colonizacién (Waleckx, Gourbiere, &
Dumonteil, 2015). Una alta diversidad en poblaciones de vectores suele ser
peligroso cuando se trabaja con rociamiento de insecticida, debido a que puede
generar poblaciones resilientes que se adapten y generen resistencia con mayor
facilidad (Mougabure-Cueto & Picollo, 2015). Por ultimo, comprender la variabilidad
genética dentro de una poblacion facilita el entendimiento de su potencial de
dispersion (Lépez et al., 2007), y de infeccidn por el parasito Trypanosoma cruzi
(Ramirez-Sierra & Dumonteil, 2016), lo cual son variables que determinan el riesgo

epidemioldgico al cual estd expuesto una poblacion.

Al analizar los resultados de distancias genéticas Fst, (Tabla 6), se observa que la
poblacion de Chiquimula es la que mas distanciada de todas. Esto es probable que
se deba a que Chiquimula ha manejado una dinamica de competicion con R.
prolixus, muy diferente al resto de poblaciones de estudio, lo cual ha disminuido su
variabilidad genética (Hashimoto et al., 2012; Vellend, 2006). Por otra parte, si
examinamos el cladograma generado a partir de estas distancias de Fst (Figura 4),
se observa que se forman dos grupos principales uno formado por las poblaciones
de Huehuetenango y Chiquimula, y el otro formado por el resto de las poblaciones.
Esto es un resultado comparable con lo observado en la estructuracion de las
poblaciones, donde Huehuetenango y Chiquimula son los Unicos en presentar el
grupo genético 2. Los resultados obtenidos son contradictorios a los obtenidos por
Castellanos (2017), donde evidencia a Chiquimula como la poblacién mas cercana
a las poblaciones de El Salvador. Esto resultados contradictorios pueden estar
generados por la escala geogréfica del analisis; mientras Castellanos (2017)
Unicamente trabaja en la zona fronteriza, este estudio se amplié6 a mas poblaciones
de Guatemala. El aumentar la escala del andlisis aumenta la variabilidad en el

analisis, lo que disminuye la probabilidad de deteccion de microestructuracion
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Por ultimo, al observar los valores de Fst entre las distintas poblaciones (Tabla 6;
Figura 4) y como estos se correlacionan con las distancias geograficas (Figura 5)
se observa claramente que no existe un patrén sobre la influencia del aislamiento
geografico sobre la variacion genética. Esto es un resultado recurrente observado
en poblaciones de Guatemala (Calderon et al., 2005; Castellanos, 2017). Aunque,
en contraparte, estudios realizados con anterioridad utilizando morfometria si han
observado una influencia del aislamiento genético sobre la variacion morfolégica de
T. dimidiata (D. Bustamante et al., 2004), se prefirié otorgar una mayor importancia
a los resultados obtenidos por marcadores genéticos, debido a que diferentes
variables fenotipicas han dado resultados distintos (P. L. Dorn et al., 2006). El poco
efecto que presenta el aislamiento geografico sobre la diversidad genética también
fue evidenciado en estudios previos para T. dimidiata al igual que para el parasito
Trypanosoma cruzi encontrados dentro del vector T. dimidiata (Castellanos, 2017;
Solérzano, 2015). De esta manera se evidencian procesos de seleccién, los cuales
pueden ser dados por una alta adaptacion su habitat y nicho (D. Bustamante et al.,
2004; Gémez-Palacio, Arboleda, Dumonteil, & Townsend Peterson, 2015) o deriva
génica, debido a la perdida de variantes genéticas de manera aleatoria (Wright,
1980). Lo cual podria ser generado por un efecto de cuello de botella y posterior
subdivision de las poblaciones, debido a un rapido proceso de perdida de habitat.
Proceso evidenciado previamente, donde en area de alta deforestacién no se
encontré evidencia de poblaciones silvestres del vector de Chagas en zonas

endémicas de la enfermedad de Chagas en Brasil (Sarquis et al., 2004).

Los resultados de estructuracion genética coinciden con lo hipotetizado sobre el
namero de grupos genéticos, mas no con la distribucion de los mimos. Esto es
debido a que la hipétesis fue basada en una estructuracion generada por
aislamiento geografico, y como se observaron en la mayoria de los resultados, las
poblaciones no presentan estructuracion basada en aislamiento geografico. Esto
se debe posiblemente a procesos de seleccidén a variables del habitat y ecotopos
(D. M. Bustamante et al., 2004; Piccinali & Gurtler, 2015).
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10.Conclusiones

1. Los resultados analizados demuestran una clara estructuracion genética en
las poblaciones de estudio. En donde se encuentra dos grupos genéticos
claramente diferenciados (K=2). Los grupos genéticos se encuentra distribuidos,
uno alo largo de todas las poblaciones y otro encontrado Unicamente en Chiquimula
y Huehuetenango. Esta estructuracién genética es confirmada por los resultados de
distancias genéticas, donde se observan a las poblaciones de Chiquimula y
Huehuetenango como un grupo distinto al resto de poblaciones, probablemente
siendo un reflejo de la estructuracion genética existente en estos grupos o a la

presencia de especies cripticas.

2. Para todas las poblaciones se observaron patrones de diversidad genética
similar, exceptuando a Chiquimula en la cual se observé un patrén de menor
diversidad genética, respecto al resto de poblaciones de estudio (Tabla 3).
Posiblemente dado por los procesos de competencia con otro vector de la
enfermedad de Chagas, R. prolixus.

3. No se observo una relacion entre el aislamiento y la variabilidad genética (p
=0.21). Por lo cual, es posible asumir la existencia de patrones de seleccion que no

determinen un aislamiento genético azaroso.
11.Recomendaciones

Los resultados demuestran una clara estructura en las poblaciones de T.
dimidiata, a diferencia de lo descrito en la literatura. Por ende, se plantea la
necesidad de seguir clarificando la diversidad genética del grupo T. dimidiata, con
el objetivo de generar estrategias de control mas efectivas, adaptadas y disefiadas

para cada poblacion en Guatemala.

Seré necesario generar mayor evidencia sobre los procesos que han generado
esa pérdida de diversidad genética generalizada para todas las poblaciones de
estudio. La cual podria estar relacionada con procesos de seleccién que generen la

estructuracion observada en este trabajo. Asimismo, podria estar relacionada con
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una baja movilidad del vector, aumentando la probabilidad de endogamia de las

poblaciones.

Por ultimo, se observan poblaciones de T. dimidiata con una cierta variabilidad
genética intrinseca, por lo cual su capacidad de adaptacién a nuevos ambientes y
alta probabilidad de infestacion generan un problema epidemioldgico. Trabajar de
forma multidisciplinaria, tomando encuentra la genética del grupo, serd necesario
para llevar a cabo controles poblacionales que aseguren la eliminacién de la

transmision de la enfermedad de Chagas en Guatemala.
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Anexo 1. Detalle de muestras utilizadas, segun la disponibilidad en la base
de datos del LENAP

Fechade Material
Cédigo Colecta Aldea, Municipio Departamento Pais Latitud Longitud Utilizado
TPG324 31/08/2011 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Abdomen
TPG1017 17/10/2013 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Patas+Adomen
TPG198 24/08/2011 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Abdomen
TPG1239 25/11/2013 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Abdomen
TP891 22/01/2012 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Patas+Adomen
TP892 22/01/2012 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Patas+Adomen
TP896 20/01/2012 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Patas+Adomen
TP1247 27/05/2013 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Patas+Adomen
TPG154 6/09/2011 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Abdomen
TPG487 5/09/2011 ©Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Abdomen
TPG488 5/09/2011 ©Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Abdomen
TPG489 5/09/2011 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Abdomen
TPG511 5/09/2011 ©Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Abdomen
TPG715 6/09/2011 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Abdomen
TPG761 27/09/2011 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Abdomen
TPG1217 14/11/2013 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Patas+Adomen
TPG1218 14/11/2013 Olopa Chiquimula Guatemala 14.691111 -89.349722 Patas+Adomen
Barrio La Union,
A10083 25/03/2014 La Democracia Huehuetenango Guatemala 15.610556 -91.923056 Patas+Adomen
Barrio Nueva
Providencia, La
A10056 4/01/2014 Democracia Huehuetenango Guatemala 15.610556 -91.923056 Abdomen
Buenos Aires,
A10067 25/03/2014 Santa Ana Huista Huehuetenango Guatemala 15.610556 -91.923056 Patas+Adomen
Caserio los
Uvales, La
A10307 4/02/2015 Democracia Huehuetenango Guatemala 15.610556 -91.923056 Patas+Adomen
Caserio Ojo de
Agua, La
A10055 3/31/2014 Democracia Huehuetenango Guatemala 15.610556 -91.923056 Abdomen
Chamux, La
A10308 28/03/2015 Democracia Huehuetenango Guatemala 15.610556 -91.923056 Patas+Adomen
A10071 4/02/2014 El Rosario Huehuetenango Guatemala 15.503333 -91.4975 Patas+Adomen
Exchima,
A10238 12/10/2014 Aguacatan Huehuetenango Guatemala 15.340278 -91.311667 Patas+Adomen
Exchimal,
A10226 1/09/2014 Aguacatén Huehuetenango Guatemala 15.340278 -91.311667 Patas+Adomen
Exchimal,
A10235 12/10/2014 Aguacatan Huehuetenango Guatemala 15.340278 -91.311667 Patas+Adomen
Exchimal,
A10247 12/10/2014 Aguacatan Huehuetenango Guatemala 15.340278 -91.311667 Patas+Adomen



A10248

A10249

A10250

A10054

A10305

A10304

A10229
A10309
A10310
CHJ801
CHJ795
CHJ952
CHJ802
CHJ803
CHJ804

CHJ082

CHJ087

CHJ187

CHJ663

CHJ667

CHJ683

CHJ695

CHJ699

CHJ704

CHJ708

CHJ592

CHJ593

CHJ594

A9944
A8256

12/10/2014

12/10/2014

12/10/2014

4/03/2014

3/10/2015

3/06/2015

28/07/2014
13/03/2015
13/03/2015
6/01/2014
6/01/2014
29/04/2015
6/01/2014
6/01/2014
6/01/2014

1/10/2012

1/10/2012

1/10/2012

16/07/2013

16/07/2013

16/07/2013

16/07/2013

16/07/2013

16/07/2013

16/07/2013

15/07/2013

15/07/2013

15/07/2013

8/05/2013
2/10/2010

Exchimal,
Aguacatan
Exchimal,
Aguacatan
Exchimal,
Aguacatan

La Mesilla, La
Democracia

Los Chucles, La
Democracia

Los Tavayes, La
Democracia
Patzalan,
Aguacatan

Sabener, Cuilco

Sabener, Cuilco

El Carrizal, Jutiapa
El Carrizal, Jutiapa
El Carrizal, Jutiapa
El Carrizal, Jutiapa
El Carrizal, Jutiapa

El Carrizal, Jutiapa
El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

El Chaperno,
Jutiapa

Llano Santa Maria,
Jutiapa

Carrén, Pachallin

Huehuetenango
Huehuetenango

Huehuetenango

Huehuetenango

Huehuetenango

Huehuetenango

Huehuetenango
Huehuetenango
Huehuetenango
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa

Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa
Jutiapa

Jutiapa

Jutiapa
Quiché

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala
Guatemala

15.340278

15.340278

15.340278

15.610556

15.610556

15.610556

15.340278
15.401667
15.401667
14.375
14.375
14.375
14.375
14.375
14.375

14.351389

14.351389

14.351389

14.351389

14.351389

14.351389

14.351389

14.351389

14.351389

14.351389

14.351389

14.351389

14.351389

14.323889
14.924722

-91.311667

-91.311667

-01.311667

-91.923056

-91.923056

-91.923056

-01.311667
-91.938056
-91.938056
-89.986389
-89.986389
-89.986389
-89.986389
-89.986389
-89.986389

-89.950278

-89.950278

-89.950278

-89.950278

-89.950278

-89.950278

-89.950278

-89.950278

-89.950278

-89.950278

-89.950278

43

Patas+Adomen

Patas+Adomen

Patas+Adomen

Abdomen

Patas+Adomen

Patas+Adomen

Patas+Adomen
Patas+Adomen
Patas+Adomen
Patas+Adomen
Patas+Thorax

Patas+Thorax

Patas+Adomen
Patas+Adomen
Patas+Adomen

Patas+Thorax

Patas+Thorax

Patas+Thorax

Patas+Thorax

Patas+Thorax

Patas+Thorax

Patas+Thorax

Patas+Thorax

Patas+Thorax

Patas+Thorax

Patas+Thorax

-89.950278

-89.950278

-89.955278
-90.664167

Patas+Thorax

Patas+Thorax

Abdomen
Patas+Adomen



A8974
A292

A8981
A8260

TPS0053

TPS0068

S238

TPS0215

TPS0225

TPS0330

TPS0400

TPS0180

S476

S478

S487

S507a

S507b

TEXO0023

TEX0010

S649

S333

S336

S234

S236

S239

S486

10/02/2010
11/06/1998

5/10/2010
17/02/2010

Sin Fecha

Sin Fecha

28/11/2009

Sin Fecha

Sin Fecha

Sin Fecha

Sin Fecha

Sin Fecha

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

20/11/2009

20/11/2009

25/11/2009

26/11/2009

27/11/2009

1/09/2009

Pachaldn,
Cimarron

Sacapulas

San Bartolomé,
Jocotenango

Tuxtuenep, Canilla

Chilguyo,
Texistepeque

Chilguyo,
Texistepeque

Chilguyo,
Texistepeque

El Jute
El Jute
El Jute
El Jute

El Jute

El Zacatal, Santa
Ana

El Zacatal, Santa
Ana

El Zacatal, Santa
Ana

El Zacatal, Santa
Ana

El Zacatal, Santa
Ana

Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana

Santa Ana

Chilguyo,
Texistepeque

Chilguyo,
Texistepeque

Chilguyo,
Texistepeque

El Zacatal, Santa
Ana

Quiché
Quiché

Quiché
Quiché

Santa Ana

Santa Ana

Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa_Ana

Santa_Ana

Santa_Ana

Santa_Ana

Santa_Ana

Santa_Ana

Guatemala
Guatemala

Guatemala
Guatemala

El
Salvador

El
Salvador

El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador

El
Salvador

El
Salvador

El
Salvador
El
Salvador

14.924722
15.285

15.191944
15.175

14.129444

14.129444

14.129444

14.120278

14.120278

14.120278

14.120278

14.120278

13.979444

13.979444

13.979444

13.979444

13.979444

13.979444

13.979444

13.979444

13.979444

13.979444

14.129444

14.129444

14.129444

13.979444

-90.664167
-91.091111

-91.078889
-90.858333

-89.504444

-89.504444

-89.504444

-89.64

-89.64

-89.64

-89.64

-89.64

-89.551389

-89.551389

-89.551389

-89.551389

-89.551389

-89.551389

-89.551389

-89.551389

-89.551389

-89.551389

-89.504444

-89.504444

-89.504444
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Patas+Adomen
Patas

Patas+Adomen
Patas+Adomen

Abdomen

Abdomen

Patas+Adomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Patas+Adomen

Patas+Adomen

Patas+Adomen

Patas+Adomen

Patas+Adomen

Patas

Patas

Patas+Adomen

Abdomen

Abdomen

Patas+Adomen

Patas+Adomen

Patas+Adomen

-89.551389

Abdomen



S354

S358

S359

S443

S445

S446

S447

S448

S451

S453

S455

S388

11/05/2009

11/05/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

1/09/2009

Cantoén Las Flores
Cerro Alto,
Municipio Caluco

Canton Las Flores
Cerro Alto,
Municipio Caluco

Cantoén Las Flores
Cerro Alto,
Municipio Caluco
El Aguacate,
Armenia

El Aguacate,
Armenia

El Aguacate,
Armenia

El Aguacate,
Armenia

El Aguacate,
Armenia

El Aguacate,
Armenia

El Aguacate,
Armenia

El Aguacate,
Armenia

San Raymundo,
Armenia

Sonsonate

Sonsonate

Sonsonate

Sonsonate

Sonsonate

Sonsonate

Sonsonate

Sonsonate

Sonsonate

Sonsonate

Sonsonate

Sonsonate

El
Salvador

El
Salvador

El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador
El
Salvador

El
Salvador

13.726111

13.726111

13.726111

13.740278

13.740278

13.740278

13.740278

13.740278

13.740278

13.740278

13.740278

13.740278

-89.657778

-89.657778

-89.657778

-89.478333

-89.478333

-89.478333

-89.478333

-89.478333

-89.478333

-89.478333

-89.478333

-89.478333

45

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen

Abdomen
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