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RESUMEN

MATEO L., 2017 - ANALISIS POBLACIONAL Y FILOGEOGRAFICO DE VECTORES
DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN PERU BASADO EN ANALISIS
MULTIGENICOS DEL ADN RIBOSOMAL Y MITOCONDRIAL. TESIS DOCTORAL
(DIRS. DRA. M.D. BARGUES, DR. S. MAS-COMA), FACULTAD DE FARMACIA,
UNIVERSITAT DE VALENCIA, (VALENCIA, ESPANA), 272 pp.

La enfermedad de Chagas, cuyo agente causal es Trypanosoma cruzi,
constituye un grave problema de salud publica en toda Latinoamérica. La
principal forma de transmision es la vectorial, de la que son responsables
hemipteros reduividos de la subfamilia Triatominae adaptados a los habitats
doméstico y peridoméstico. Puesto que el pardsito se mantiene en un ciclo
zoondtico silvestre y es imposible de eliminar, la principal forma de lucha
contra la transmision vectorial consiste en la eliminacion de las poblaciones
domiciliadas del vector. Los estudios moleculares constituyen una herramienta
de gran utilidad a la hora de planificar las campafias de control vectorial, puesto
gue permiten conocer y comprender la estructura poblacional y los procesos
de dispersion y adaptacion de estos insectos. Entre los principales paises
endémicos para esta parasitosis, se encuentra Peru, donde se han descrito 19
especies de triatominos, muchas de las cuales son reconocidos vectores de la
enfermedad de Chagas. La presente Tesis Doctoral tiene como principal
objetivo el haplotipaje molecular multigénico de las principales especies de
vectores de Chagas en Perd de los géneros Triatoma y Panstrongylus. Se ha
realizado ademas, un estudio de genética poblacional de la especie T. infestans
y un estudio filogenético de especies del género Panstrongylus. T. infestans es
el vector mejor adaptado al ambiente doméstico y el responsable de la mitad
de los casos humanos de la enfermedad de Chagas en todo el mundo. Esta
especie presenta una clara estructuracion poblacional, de acuerdo a su
variabilidad genética, que la separa en dos grupos ampliamente extendidos en
Latinoamérica: el grupo Andino y el no-Andino. Los T. infestans analizados de
Perl proceden de ambientes rurales e incluso urbanos y se integran dentro del
grupo Andino. El haplotipaje molecular multigénico se ha hecho mediante
marcadores del ADN ribosomal (ITS-1, 5.8S, ITS-2) y del ADN mitocondrial (16S,
ND1, COly Cyt b). Para ello, se han estudiado 129 ejemplares de T. infestans de
los cuales: 113 son de Peru; 12 de Bolivia, 2 de Argentina y 2 de Chile. No se
han encontrado diferencias genéticas ni en el estudio por altitudes geograficas



desde los 432 a los 2.979 metros sobre el nivel del mar, ni en el estudio por
departamentos de Peru. Destaca la uniformidad genética de T. infestans en
Perd, no habiéndose detectado variabilidad de haplotipos en los marcadores
utilizados con la excepcién del marcador COIl, el Unico que mostro variabilidad
(3 haplotipos) y que podria estar relacionada con resistencias a los insecticidas.
Se aporta por primera vez, la secuencia completa del gen Cyt b para esta
especie. Los test de neutralidad muestran que T. infestans ha sufrido una fuerte
reduccién poblacional, debido a las campafias de control pero que actualmente
esta en expansién. En cuanto al estudio de especies del género Panstrongylus
se han analizado los mismos marcadores que en T. infestans de un total de 168
especimenes: 51 de P. chinai; 14 de P. geniculatus y 103 de P. herreri. En el
estudio del ADNr se han detectado grandes diferencias relacionadas con
minisatélites que pueden ser consecuencias de retenciones de polimorfismos
de un ancestro comun. En el estudio del ADNmt se ha obtenido por primera
vez, la secuencia completa del gen Cyt b en especies el género Panstrongylus.
No se han observado diferencias genéticas entre poblaciones domésticas y
peridomésticas, indicando que existe flujo genético entre ambos ecotopos. En
el estudio filogenético de Panstrongylus los arboles obtenidos con marcadores
ribosomales evidencian su utilidad en la separacién de especies con elevado
soporte estadistico. Los marcadores mitocondriales no alcanzan resolucién a
nivel especifico pero si, a nivel poblacional. Las matrices combinadas con
secuencias obtenidas del GenBank muestran claras incongruencias que
evidencian confusiones de clasificacion taxondmica o bien, posibles
hibridaciones.

Palabras clave: enfermedad de Chagas, Perd, Triatominae, haplotipaje
molecular, ADNr (ITS-1, 5.8S, ITS-2), ADNmt (16S, ND1, COIl, Cyt b), genética
poblacional, filogenia, filogreografia.
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secuencias de los haplotipos largos mediante una linea gruesa en sentido 5’ - 3’
y los minisatélites hallados entre las bases 42 y 77. Los numeros indican las
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minisatélites en las secuencias cortas hay indels (-). En la secuencia nucleotidica
gue separa los minisatélites la diferencia entre ambos haplotipos se deben a un
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Figura 49: Mapa de la distribucién geografica de los haplotipos de la region intergénica
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Figura 52: Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud (-Ln=5406,27683) cuya matriz
son los marcadores de ADNr ITS-1 e ITS-2 de especies de Panstrongylus. El
modelo evolutivo utilizado ha sido GTR. Los valores de soporte de los nodos (a/b),
han sido obtenidos utilizando métodos probabilisticos basados en caracteres: a:
Maxima Verosimilitud mediante el método Bootstrap con el software RAXML
v.8.1.7; y b: Inferencia Bayesiana mediante probabilidad posterior con el
software MrBayes v.3.2.6. Como grupo externo se ha utilizado Triatoma infestans
de Peru. La barra de la escala indica el nimero de sustituciones por posiciéon de
la secuencia. Para obtener mas informacién sobre los haplotipos revisar los
ANEXOS VI, XY Xl e 236

Figura 53: Arbol filogenético de Méaxima Verosimilitud (-Ln=12127,5073) cuya matriz
son los marcadores de ADNr ITS-1 e ITS-2 y los genes del ADNmt 16S, ND1, COl,
Cyt b de especies de Panstrongylus. El modelo evolutivo utilizado ha sido GTR.
Los valores de soporte de los nodos (a/b), han sido obtenidos utilizando métodos
probabilisticos basados en caracteres: a: Maxima Verosimilitud mediante el
método Bootstrap con el software RAXML v.8.1.7; y b: Inferencia Bayesiana
mediante probabilidad posterior con el software MrBayes v.3.2.6. Como grupo
externo se ha utilizado Triatoma infestans de Peru. La barra de la escala indica el
numero de sustituciones por posicion de la secuencia. Para obtener mas
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Figura 54: Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud (-Ln= 5021,96294) cuya matriz
es el conjunto formado por la unién del marcador ITS-2 del ADNr ITS-2 y del gen
Cyt b del ADNmt de especies de Panstrongylus.El modelo evolutivo utilizado ha
sido GTR. Los valores de soporte de los nodos (a/b), han sido obtenidos utilizando
meétodos probabilisticos basados en caracteres: a: Maxima Verosimilitud
mediante el método Bootstrap con el software RAXML v.8.1.7; y b: Inferencia
Bayesiana mediante probabilidad posterior con el software MrBayes v.3.2.6.
Como grupo externo se ha utilizado Triatoma infestans de PerU. La barra de la
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Capitulo 1: Introduccion

1.1 Laenfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas fue descubierta por Carlos Chagas (1879-1934)
constituyendo un caso Unico en la historia de la medicina, puesto que en un
plazo de dos afios describio: el parasito, su ciclo bioldgico, el insecto vector y
las caracteristicas patoldgicas, clinicas y epidemiolégicas de la enfermedad
(Chagas, 1909).

La enfermedad de Chagas estd causada por un protozoo denominado
inicialmente Schizotrypanum cruzi Chagas, 1909 y al que mas tarde se le
denomind Trypanosoma cruzi. La enfermedad es transmitida principalmente a
través de insectos vectores hematofagos de la subfamilia Triatominae
(Reduviidae). Los vectores son cruciales a la hora de establecer la distribucion
geografica, patrones de transmision y principales caracteristicas
epidemioldgicas. La ausencia de vacunas y de drogas efectivas crean un
escenario en el que los vectores se convierten en la principal diana de control.

1.1.1 Caracteristicas generales de la enfermedad

La enfermedad de Chagas también llamada tripanosomiasis americana es
una de las enfermedades consideradas como Neglected Tropical Diseases o
Enfermedades Tropicales Olvidadas. Recibe esta denominacion por tratarse de
una patologia que afecta principalmente a la poblacién mds pobre de
Latinoamérica y por no recibir la ayuda econdmica internacional acorde a su
magnitud (Hotez et al., 2007). Inicialmente, esta enfermedad estaba confinada
en América del Sur pero en la actualidad se ha propagado a otros continentes.
El agente causante es T. cruzi, transmitido principalmente a través de las heces
u orina de vectores, insectos hematdfagos de la subfamilia Triatominae
(Reduviidae) conocidos comunmente, en funcion del pais, como vinchucas,
chinches, chirimacha... (OMS, 2017). El numero de infectados, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) - World Health Organization (WHO),
decrecié desde los 30 millones de personas en 1990, a 15 millones en marzo
de 2006 (OPS, 2006; OPS & FMS, 2007) y a unos ocho millones en la actualidad,
todo ello gracias a las campafias de control. La enfermedad de Chagas se
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encuentra principalmente en zonas endémicas de 21 paises de América Latina,
entre los que se encuentra Perld ademas, el fendmeno de las migraciones
humanas ha creado nuevos escenarios en otras regiones del mundo como
Europa, Japon y Australia. A pesar de los grandes progresos en la reduccion de
la transmision en las zonas endémicas, en el caso de los paises Andinos, el
progreso ha sido limitado, en parte debido a factores sociales como las
condiciones de vida y en parte, a la escasez de recursos y a las limitaciones
técnicas en las campafias de control (Grijalva et al., 2015; Sosa-Estani & Segura,
2015).

1.1.2 Etiologia, agente causal

El agente causal de la enfermedad de Chagas es el protozoo T. cruzi cuya
posicion sistematica es la siguiente (Levine et al., 1980):

Reino PROTISTA Haeckel, 1866
Subreino PROTOZOA Goldfuss, 1818; emend. Levine et al. (1980)
Phylum SARCOMASTIGOPHORA Honigberg and Balaniuth, 1963;
emend. Levine et al. (1980)
Subphylum MASTIGOPHORA Diesing, 1866; Levine et al. (1980)
Clase ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909
Orden KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963
Familia TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901; emend. Grobben,
1905
Género Trypanosoma Gruby, 1843
Subgénero Schizotrypanum Chagas, 1909

T. cruzi presenta una gran variabilidad bioldgica, asi como bioquimica y
genética lo que ha llevado a la creacion de multiples clasificaciones segun
biodemas, zimodemas o grupos genéticos. Finalmente, en 2009, se establecié
una nomenclatura consenso segun la cual se clasifica a T. cruzi, en funcién de
su variabilidad genética, en seis grupos denominados en inglés Discrete Typing
Units (DTU’s): T. cruzi | (Tcl), T. cruzi Il (Tcll), T. cruzi Il (Tclll), T. cruzi IV (TclV),
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T. cruziV (TcV) y T. cruzi VI (TcVI). Cada grupo presenta su propia distribucion
geografica, epidemiologia y manifestaciones clinicas de la enfermedad
(Zingales et al., 2012; Higuera et al., 2013). Tcl predomina en ambientes
domésticos, lo que implica un alto riesgo de transmisidn vectorial, en el norte
y centro de América del Sur; Tcll, TcV y TcVI son los mas abundantes en el cono
sur; Tclll y TclV se han encontrado en humanos solo de forma esporédica
(Zingales et al., 2009, 2012) (Figura 1).

DOMESTIC

k. \‘\ - :\\é:\ <
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Figura 1: Distribucion geogréfica de los DTU’s de Trypanosoma cruzi en ciclos domésticos y silvestres. Fuente:

(Zingales et al., 2012).

1.1.3 Ciclo biolégico

El ciclo de vida de T. cruzi se desarrolla entre dos hospedadores: el
triatomino vector y un mamifero. Durante el ciclo el parasito pasa por tres
estadios funcional y morfolégicamente diferenciados: epimastigote,
tripomastigote y amastigote. El ciclo comienza cuando el triatomino pica a un
hospedador vertebrado y junto con su sangre, ingiere formas tripomastigotes
del pardsito. Los tripomastigotes se transforman en epimastigotes y se
multiplican rdpidamente por division binaria en el intestino medio del insecto;
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posteriormente, se transforman en tripomastigotes mataciclicos, la forma
infestante para el hospedador vertebrado. Cuando el triatomino vuelve a
alimentarse, con sus deyecciones saldran estas formas metaciclicas, capaces de
penetrar en el hospedador vertebrado a través de la picadura o de una mucosa
y de invadir células epiteliales. Una vez dentro del hospedador vertebrado, se
transforman en formas amastigotes intracelulares que se replican vy
posteriormente se transforman en tripomastigotes que rompen la célula, salen
al torrente sanguineo, se diseminan por el organismo e invaden nuevas células
(Chagas, 1913; Hoare, 1972; De Souza, 2002; Berenguer, 2007) (Figura 2).

En triatdminos En humanos
mmmr:egx&dzﬁa:a o Los tripomastigotes metaciclicos
penetran por sitio de mordida penetran diferentes tipos celulares y

j >4 transforman en amastigotes
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é Mu!nphmaon en

Los amastigotes se
teshno medio muitiplican por
division binaria fen células
La chinche ingiere sangre Los tripomastigotes pueden
mpomasbgoles (de sujeto; infectar Oﬂm células y

© infectado)
El cuadro clnoo depende,
2 \ @ de ubicacion
D o
Los g intracelul. se en
A\~ Infectante tripomastigotes sangumeos que al ser destruida la célula
A\~ Diagnéstico 9 alac 9

Figura 2: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Figura obtenida de la pagina web del Centre for Disease Control

and Prevencion (CDC) (https://www.cdc.gov/parasites/chagas/es/).

T. cruzi presenta un rango muy amplio de hospedadores; se han
descrito mas de 150 especies de mamiferos infectados por T. cruzi, y se
considera que todos los mamiferos son susceptibles a esta infeccion. Los
distintos linajes filogenéticos de T. cruzi parecen tener asociaciones
preferentes con diferentes grupos de hospedadores (Stevens & Brise 2004).
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1.1.4 Epidemiologia, clinica, diagnostico y tratamiento

Epidemiologia

La enfermedad de Chagas es uno de los mayores problemas de
salud en América Latina, donde causa la muerte de mds de 7.000 personas
al afio y se estima que hay mas de 25 millones de personas en peligro de
contraer la enfermedad, afectdndose al afio unas 28.000 (OPS, 2014). Esta
considerada una de las enfermedades parasitarias mas importante en
América en términos de impacto socioecondmico, estimandose pérdidas de
662.000 afios potenciales de vida activa por incapacidad o mortalidad
(DALYs) (Jannin & Salvatella, 2006; Hotez et al., 2008; OMS, 2017).

La transmision vectorial (responsable del 80% de las infecciones) se
produce solo en América a través de la picadura y posterior deyeccién de las
chinches hematodfagas, el resto de infecciones se producen, por orden de
importancia epidemioldgica, mediante: transfusidon sanguinea, transmision
congénita, trasplante de odrganos, via oral (ingestién de alimentos
contaminados con triatominos o sus heces) y accidentes de laboratorio (Dias &
Schofield, 1999; OMS, 2017) (Figura 3).

La infeccidon se da de forma natural en muchos animales silvestres
principalmente pequefios mamiferos y marsupiales, dando lugar a un ciclo
selvatico zoondtico. La infeccidon humana resulta de la domiciliacidon de algunas
especies de vectores generando asi un ciclo doméstico (Ramsey & Schofield,
2003). La existencia de un gran nimero de especies animales que actlan como
reservorios silvestres hace imposible la eliminacion de este parasito.

La transmisidn vectorial se asociaba a areas rurales sin embargo, los
movimientos poblacionales desde areas rurales a urbanas ha ocasionado un
crecimiento de asentamientos humanos, en condiciones precarias, alrededor
de las ciudades. Esta nueva situacion ha llevado a la aparicién de transmision
vectorial urbana y periurbana en paises como Perd, Bolivia, México vy
Venezuela, entre otros (Dias, 2007; Bayer et al., 2009; Khatchikian et al., 2015).
En estas ciudades no solo afecta a los nuevos barrios periurbanos, también
existe en zonas urbanas desfavorecidas como barrios reconstruidos tras
catastrofes naturales (Schmunis, 2007). La urbanizacién de la enfermedad es
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uno de los mayores retos a los que se enfrentan las actuales campafias de
control vectorial (Dias, 2007; Bayer et al., 2009).

Enfermedad de Chagas

[] Limites de pais

Transmision por el principal vector
Septiembre 2014

[ /rea endémica donde lainterrupcion de a transmision
Vectorial no es una meta

Avea endémica donde Ia transmision por el vector principal no.

e ———
ha sido interrumpida 0 2050 1000 150 2000
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alainterrupcion Units: Degree
Avea donde la transmisién por el vector principal estd Fuente de Datos:
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- Produccion del Mapa:
Areas no participantes PAHOICHAIR

Figura 3: Mapa que muestra las zonas de América Central y América del Sur donde existe transmision

vectorial. Figura obtenida de la pagina web de la Asociacion Panamericana de la Salud (OPS) (https:paho.org).

La migracién masiva de latinoamericanos procedentes de zonas
endémicas a Europa, Canadad, Japdn y Australia ha provocado la apariciéon de
casos principalmente a través de vias de transmisién secundarias como:
transfusion sanguinea, trasplante de o&rganos, transmision congénita vy
accidentes de laboratorio. Cabe sefialar que EEUU realmente no puede ser
clasificado como area no endémica, ya que desde Georgia hasta California
existe transmision de T. cruzi, involucrando a diferentes especies de vectores y
mamiferos como mapaches, zariglieyas y perros domésticos de hecho, en el
estado de Texas, la transmisién canina de Chagas estda ampliamente extendida
y estudiada (Kjos et al., 2008). Hasta 2007, en EEUU se habian reportado siete
casos humanos autoctonos, gracias al cribado de T. cruzi implantado en los
controles de sangre de donantes desde 2007 hasta 2013 se reportaron 16 casos
mas (Hotez et al., 2013). Estos hechos hacen que la enfermedad de Chagas se
esté convirtiendo en un problema de alcance mundial, que si no es abordado
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de forma adecuada, podria llegar a convertirse en una amenaza para la salud
global (Coura & Albajar, 2010; OMS, 2017).

Clinica

La enfermedad de Chagas tiene dos fases: la fase aguday la crénica. La
fase aguda aparece tras un periodo de incubacion asintomatico de 7 a 14 dias
y dura unos dos meses. Durante esta fase circulan por el torrente sanguineo
una gran cantidad de parasitos. En menos del 50% de las personas picadas por
un triatomino aparece como signo inicial caracteristico una lesién cutdnea
conocida como chagoma (OMS, 2017). En la mayoria de los casos no hay
sintomas, pero pueden aparecer: signo de Romafia (edema periorbital
unilateral con conjuntivitis), fiebre, linfoadenopatia, esplenomegalia o incluso,
miocarditis o meningoencefalitis que puede provocar la muerte (Apt et al,,
2008) (Figura 4).

Figura 4: Signos clinicos de la fase aguda de la enfermedad de Chagas. A) Chagoma en un brazo. Figura

obtenida de: http://maismedicosamor.blogspot.com.es; B) Signo de Romafia en una nifia. Figura obtenida
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de: http://patologiabemiliapb.blogspot.com; C) Imagenes del nifio Elias Paredes tomadas en Arequipa (Pert)

con esplenomegalia. Fuente: (Ayulo & Herrer 1944).

Tras superar la fase aguda, el paciente entra en una fase cronica
asintomdtica que puede durar toda la vida, en un 70% de los casos la
parasitemia es muy baja y se encuentra bajo el control del sistema inmune.
Transcurridos entre 10 y 30 afios desde la infeccidon aguda, los pacientes
pueden entrar en una fase crénica sintomatica en la que un 30% de los
pacientes pueden presentar trastornos cardiacos (sindrome arritmico,
aneurisma,...) y un 10% sintomas digestivos (megaesdéfago y megacolon),
neouroldgicos o mixtos. El prondstico de los pacientes en fase cronica depende
de la forma clinica en que se presente y de la existencia de complicaciones
durante el desarrollo de la enfermedad, con el paso de los afios la infeccién
puede causar muerte subita o insuficiencia cardiaca, por la destruccion
progresiva del miocardio (OMS, 2017). En general, los pacientes diagnosticados
en etapas no muy avanzadas de ambas formas clinicas tienen un buen
prondstico y pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo (Apt et al,,
2008).

Diagndstico

El diagnostico puede llevarse a cabo por técnicas parasitoldgicas
(observacion directa de los parasitos en sangre, hemocultivo, xenodiagndstico),
inmunoldgicas (hemaglutinacion, inmunofluorescencia, ELISA) y/o moleculares
(reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), PCR a tiempo real (qPCR).

En la fase aguda, el diagndstico parasitologico es el de eleccion cuando
la parasitemia es alta. Sin embargo, en la fase crdnica, cuando la parasitemia es
muy baja, el diagndstico inmunoldgico es el mas adecuado, aconsejandose la
combinacién de una técnica de elevada sensibilidad y otra de elevada
especificidad, ya que dependiendo del antigeno utilizado podria aparecer
reactividad cruzada (Gomes et al., 2009), como es el caso del uso de la técnica
western blot en paises endémicos de Leishmaia spp. donde la probabilidad de
reactividad cruzada es alta (Riera et al., 2012).

Las técnicas moleculares son muy sensibles y especificas y se utilizan
principalmente para realizar el seguimiento de la efectividad del tratamiento
(Pinazo et al., 2015) pero también son usadas con fines diagndsticos y para la
prediccion de la transmisidn congénita (Gomes et al., 2009; Murcia et al.,
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2010). Estas técnicas utilizan biomarcadores que segin la OMS son sustancias,
estructuras o procesos que pueden ser medidos en el cuerpo o en sus
productos y que pueden influir o predecir la incidencia o resultado de una
enfermedad. Las técnicas moleculares empleadas en el diagndstico de la
infeccién por T. cruzi utilizan biomarcadores del parasito como: proteinas,
glicoproteinas, proteinas recombinantes (Fernandez-Villegas et al., 2011) o
aislados como la proteina F29 (Fabbro et al., 2013); y emplean técnicas como
la amplificacion de acidos nucleicos del parasito mediante PCR, gPCR o ligandos
del ARN (aptdmeros) (Nagarkatti et al, 2014). Dentro de las técnicas
moleculares cabe destacar la PCR por su alta especificidad y sensibilidad (50%-
70%) que se puede emplear en el diagndstico durante fase aguda, y la gPCR
para el estudio de la respuesta al tratamiento en un corto periodo de tiempo
(Murcia et al., 2010; Pinazo et al., 2015).

En la infeccion congénita el método diagndstico de eleccién es el
microhematocrito debido a la alta sensibilidad y la pequefia cantidad de sangre
gue se necesita. El examen microscopico de cordén umbilical o sangre
periférica del neonato es el que se recomienda durante el primer mes de vida.
En caso de resultados negativos o si el test no ha sido realizado a tiempo, el
nifio debe ser examinado de anticuerpo IgG frente a T. cruzi a los 6-9 meses de
vida, cuando los anticuerpos maternos no estan presentes en el bebé (Rassi &
Marin-Neto, 2010).

En los paises con pocos recursos y acceso precario a los sistemas de
salud es necesario el desarrollo de test econdmicos que faciliten el diagndstico
de la enfermedad (Chappuis et al., 2010).

Tratamiento

En la actualidad, no existe ninguna vacuna efectiva frente al parasito y
tan sélo existen dos farmacos activos para el hombre con frecuentes reacciones
adversas: benznidazol y nifurtimox. El tratamiento farmacoldgico es efectivo
casi al 100% si se administra durante la fase aguda, incluso en los casos de
transmisién congénita, sin embargo, la eficacia es mucho menor a medida que
transcurre el tiempo en la fase crénica. En esta fase las tasa de curacidn
depende del momento en el que se administra el tratamiento, de forma que
cuanto antes se administre, mayor sera (Apt et al., 2008, Dias et al., 2016). El
efecto de la terapia farmacoldgica se refleja en una bajada serologica de
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anticuerpos anti-tripanosoma, pero el fallo del tratamiento puede llegar a
manifestarse décadas después, tras la persistencia de xenodiagndsticos
negativos (Marin-Neto et al, 2009). El tratamiento farmacoldgico estd
contraindicado durante el embarazo, en pacientes con insuficiencia hepatica o
renal severa y en pacientes con megaeséfago avanzado que tengan
impedimentos para tragar (Rassi & Marin-Neto, 2010).

El farmaco benznidazol es un nitroimidazol considerado de primera
eleccién para la enfermedad de Chagas en fase aguda, subaguda, transmisidn
congénita, transfusidn, reactivacién, infeccion por trasplante y en pacientes
inmunosuprimidos. La cura parasitolégica obtenida (serologia vy
xenodiagnostico permanentemente negativos) es del 70% de los pacientes
(Marin-Neto et al., 2009). Este farmaco se puede administrar en nifios y adultos
durante un maximo de 60 dias no sobrepasando en ninglin caso los 300mg/dia.
En caso de enfermedad crénica en adultos mayores de 50 afios es opcional,
puesto que los beneficios en esta poblacidon no estan demostrados (Rassi &
Marin-Neto, 2010; Dias et al, 2012). La eficacia del tratamiento con
benznidazol en pacientes en fase crdénica con cardiopatia chagasica fue
evaluada gracias la proyecto internacional BENEFIT (Benznidazole Evaluation
for Interrupting Trypanosomiasis). Este proyecto fue instaurado en 42 centros
y llevado a cabo en 2.854 pacientes de entre 18 y 75 afios, en dos pasos: (i) un
estudio piloto en el que se investigd si el tratamiento etioldgico reducia
significativamente la carga parasitaria, mediante PCR y determinando el perfil
de seguridad y tolerancia del farmaco en este tipo de poblacion; y (ii) un estudio
a gran escala en el que se determin¢ si la terapia con benznidazol reducia la
mortalidad y otros problemas clinicos cardiovasculares asociados a pacientes
con cardiopatia crénica chagasica (Marin-Neto et al., 2009; Dias et al., 2016).
Los resultados fueron una disminucién de la carga parasitaria tras el
tratamiento pero no se observé un efecto significativo en la progresién de la
enfermedad cardiaca, en pacientes en fase cronica de Chagas. En el estudio
murieron 503 pacientes en 5 afios (246 tratados con benznidazol y 257 con
placebo), el 63% de los pacientes desarrollaron complicaciones ventriculares
derivadas de la alteracion cardiaca (Dias et al., 2016).

El farmaco nifurtimox es un nitrofurano recomendado en caso de
intolerancia al benznidazol, el cual ha sido ampliamente utilizado durante tres
décadas y cuya cura parasitoldgica es similar a la del benznidazol. Este farmaco
tiene una alta incidencia de efectos adversos similares al benznidazol a los que
se le suman fuertes efectos gastrointestinales. Actualmente, no esta disponible

54



Capitulo 1: Introduccion

en varios paises y lo distribuye la Organizacion Panamericana de la Salud
(Marin—Neto et al., 2009; Rassi & Marin-Neto, 2010; Dias et al., 2012).

Antes de pautar cualquiera de los dos farmacos es necesario sopesar
los posibles beneficios de la medicacidn para prevenir o retrasar el avance de
la enfermedad, frente a la duracién del tratamiento (hasta 60 dias) y las
posibles reacciones adversas. Ademas, puede ser necesario administrar un
tratamiento especifico para las manifestaciones cardiacas o digestivas (OMS,
2017).

Los farmacos alopurinol o antimicéticos azélicos (ketoconazol,
itraconazol,...) son supresores de T. cruzi y pueden ser utilizados en algunas
situaciones especificas como la reactivacion de la parasitosis en pacientes
inmunodeprimidos, cuando es imposible utilizar benznidazol o nirfurtimox
(Dias et al., 2016).

Estudios recientes han demostrado la eficacia de un nuevo
medicamento para el tratamiento de la enfermedad cuyo principio activo es el
posaconazol. Este farmaco es un antimicdtico que ha sido probado en seres
humanos y se ha podido demostrar que si bien presenta actividad contra T.
cruzi no es suficiente para llegar a la cura, siendo el benznidazol
significativamente mas efectivo, tanto en la fase aguda como en la crénica. El
posaconazol, al igual que el resto de medicamentos frente a la enfermedad de
Chagas también tiene efectos secundarios. Los resultados obtenidos para este
nuevo farmaco representan uno de los avances mas importantes en el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, y abren una puerta a nuevas
estrategias como las terapias de combinacién o incluso los tratamientos
secuenciales (Francisco et al., 2015; Molina et al., 2015).

1.1.5 Control de la enfermedad de Chagas

El control de la enfermedad de Chagas presenta un gran nimero de
factores limitantes como los animales silvestres que participan en el ciclo como
reservorios, o las malas condiciones de las viviendas humanas (Silveira et al.,
2002). Actualmente, el control vectorial es el método mds Util para prevenir la
enfermedad de Chagas en América del Sur. El cribado de sangre y érganos es
decisivo para prevenir la infeccion mediante transfusiones sanguineas y
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trasplante, al igual que el diagndstico de la infeccion en las embarazadas y sus
recién nacidos y hermanos. Por tanto, los objetivos de control consisten en la
eliminacion de la transmision y en lograr que la poblacion infectada tenga
acceso temprano a la asistencia sanitaria (OMS, 2017).

Las recomendaciones de la OMS para prevenir la enfermedad son
(OMS, 2017):

- Rociamiento de las casas y alrededores con insecticidas

- Mejora de las viviendas para prevenir la infestacion por el vector

- Medidas preventivas personales como empleo de mosquiteros

- Buenas practicas higiénicas en la preparacién, transporte,
almacenamiento y consumo de alimentos

- Cribado de sangre, de 6rganos, tejidos o células donados y en los
receptores de estos

- Cribado de recién nacidos y otros nifios de madres infectadas, para
diagnosticar y tratar tempranamente el problema

1.1.5.1 Campafias de control vectorial

Como se ha comentado, el control vectorial es actualmente el método mas
util para la prevencion de la enfermedad de Chagas (OMS, 2017). Durante los
afios 60 comenzaron a planearse y ponerse en marcha los primeros programas
de control vectorial a escala estatal o nacional en Brasil, Argentina, Chile y
Venezuela con buenos resultados sentando asi las bases de los futuros
programas de nacionales e internacionales (Dias & Schofield, 1999) (Figura 5).
Las campafias llevadas a cabo desde entonces son:

- INCOSUR, Cono sur (1991). Integrada por Argentina, Bolivia, Brasil,
Chile, Paraguay y Uruguay. El principal objetivo fue eliminar a
Triatoma infestans Klug, 1834 puesto que su distribucion a
mediados de los 80 era realmente amplia (Bargues et al., 2006).
Gracias a esta campafia, llevada a cabo por la Iniciativa Cono Sur,
se ha podido interrumpir la transmision vectorial de T. cruzi por T.
infestans en Uruguay (1997), Chile (1999), Brasil (2006), Paraguay
(Region Oriental, 2008), Argentina (en ocho provincias entre 2001
y 2011) y Bolivia (Departamento La Paz, 2011). Uruguay en 2012
fue el primer pais declarado por la Organizacion Panamericana de
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la Salud como libre de T. infestans (Noireau et al., 2005; OPS, 2012)
(Figura 6).

- IPCA, Centroamérica (1997). Integrada por Belice, Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua y Panama. Esta
iniciativa se planted dos objetivos principales: la eliminacién de
Rhodnius prolixus Stal, 1859 vector exclusivamente doméstico y la
disminucion de las infestaciones por Triatoma dimidiata Latreille,
1811. En 2003, México se unio a la IPCA (Ponce, 2007).

- IPA, Regién Andina (1998). Integrada por Colombia, Ecuador, Perd
y Venezuela. Con el objetivo de controlar los principales vectores
de la enfermedad en estos paises: R. prolixus, Rhodnius
ecuadoriensis Lent y Leon, 1958 y T. dimidiata (Guhl, 2007
Salvatella, 2007).

- AMCHA, Regién Amazdnica (2004). Integrada por Bolivia, Brasil,
Colombia, Ecuador, Guyana Francesa, Guyana, Pery, Surinam y
Venezuela. Esta iniciativa nace de la necesidad de afrontar nuevos
patrones de transmisién en la cuenca del Amazonas, donde la
deforestaciéon de la selva provoca el contacto de la poblacién con
ciclos selvaticos del parasito y nuevas especies del vector,
produciéndose las infecciones principalmente durante el trabajo
en los cultivos como la piacaba (especie de palmera) (Bricefio-
Ledn, 2009).

IPCA (1998)
Rhodnius prolixus
$=y———————== Rhodnius pallescens
Triatoma dimidiata
Triatoma barberi

PACTO ANDINO (1997)
Rhodnius prolixus
Rhodnius ecuadoriensis
Triatoma maculata
Triatoma dimidiata

AMCHA (2004)
Rhodnius prolixus
Rhodnius robustus
Rhodhnius bretesi
Panstrongylus
geniculatus

INCOSUR (1991)
Triatoma infestans
Triatoma brasiliensis
Triatoma sordida
Panstrongylus megistus

Figura 5: Iniciativas internacionales llevadas a cabo para el control vectorial de la enfermedad de Chagas.

Adaptado de (Guhl, 2007).
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(A) (B)

Figura 6: Mapa de América del Sur: (A) En color azul oscuro se marca la distribucion geografica de Triatoma
infestans en la década de los 80; (B) En color azul claro se marca la distribucion geografica actual de T.
infestans, tras las campafias de control vectorial, se aprecia como la distribucién del vector se ha visto

ampliamente reducida.

Hasta la fecha, las campafias de control vectorial se han realizado
fumigando los domicilios y construcciones peridomésticas con insecticidas de
tipo piretroide. Estas campafias se disefian con el objetivo de acabar con los
triatominos domiciliados y peridomiciliados (Waleckx et al., 2015). Una vez
eliminados los insectos de la vivienda, se realiza una vigilancia constante, ya
gue puede ser re-infestada por la misma u otra especie de origen silvestre, el
control vectorial se complica cuando las re-infestaciones son constantes y
estan causadas por la misma especie. Para evitar y controlar las posibles re-
infestaciones un estudio detallado de la biologia del vector es esencial para
poder determinar la mejor estrategia a seguir (Bargues et al., 2009). En este
sentido, el estudio gendmico de la especie o especies implicadas puede aportar
informacién para comprender el proceso de domiciliacion y diferenciacion
entre las poblaciones silvestres y domiciliadas (Abad-Franch & Monteiro, 2005;
Borges et al., 2005). Existen especies como T. infestans, en el Cono Sur y R.
prolixus en Centro América que son totalmente domiciliadas, genéticamente
homogéneas y sin flujo genético con poblaciones silvestres, que mediante estas
campafias, se han eliminado en muchas zonas y en otras esta en proceso
(Waleckx et al., 2015).

Sin embargo, cada vez se observan mas poblaciones de triatominos con
bajos niveles de domiciliacion y un papel importante en la transmisién humana
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de T. cruzi. La eficacia de la fumigacidn estd directamente relacionada con el
nivel de domiciliacion del vector (Waleckx et al., 2015). Existen casos como el
de Panstrongylus chinai Del Ponte, 1929 en Perd, el cual era considerado
silvestre y sin embargo, cada vez se encuentra mas en domicilios (Naquira &
Cabrera, 2009). Este vector es capaz de re-infestar viviendas tras campafias de
control vectorial, puesto que puede invadir domicilios, y tiene un gran flujo
genético con poblaciones silvestres. Otro hecho que pone de manifiesto la gran
importancia de conocer con detalle la biologia y genética de cada especie de
vector, es la aparicién de focos de resistencia a los piretroides (Reithinger et
al., 2009), hecho que se ha observado en poblaciones en proceso de
domiciliacion con alta variabilidad genética (Catala et al., 2007).

El éxito alcanzado tras algunas campafias y/o los cambios
antropogénicos ponen de manifiesto una nueva situacion epidemioldgica, en
la que algunos vectores secundarios estan adquiriendo cada vez mas
importancia ocupando los nichos que dejan los vectores principales, tras ser
erradicados. Esta es la situaciéon del nordeste brasilefio en el que los programas
de control consiguieron eliminar a T. infestans pero sus antiguos habitats estan
siendo re-colonizados por otras especies del complejo T. brasiliensis (Costa,
1999).

Para lograr el control vectorial, es necesario determinar tres aspectos
de la relacion entre triatominos y humanos: (i) la presencia de poblaciones
silvestres de triatominos; (i) el nivel de intrusismo desde las poblaciones
silvestres a los peridomicilios y domicilios; y (iii) el nivel de domiciliacion o
domesticacién de los triatominos en los peridomicilios y domicilios. De hecho,
esta informaciéon deberia ser incluida en los programas de control vectorial
para evaluar la efectividad de las intervenciones. Una domiciliacion significativa
o una domesticacién dentro de los corrales sugiere que que la fumigacidn
dentro de las viviendas o las mejoras de las mismas ayudarian a reducir la
infestacion, como ha ocurrido con T. infestas. Por otro lado, un alto grado de
intrusismo en los corrales descartaria la fumigacién dentro de las viviendas
como una pieza clave en el control vectorial y se inclinaria hacia las
intervenciones a favor de impedir la entrada de los triatominos en las casas
mediante mosquiteras, cortinas impregnadas en insecticida,.... En cualquier
caso, ademas de conocer la relacion entre vectores y humanos, para asegurar
el éxito de las campafias de control vectorial es necesario: considerar la
educacion sobre la enfermedad de la poblacion, como una pieza clave para
asegurar la sostenibilidad de las campafias en el tiempo; realizar el estudio de
las dindmicas poblacionales del vector, para observar domiciliaciones, nuevas
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colonizaciones por parte de vectores secundarios y re-infestaciones; y tener en
cuenta la emergencia de la resistencia a piretroides (Waleckx et al., 2015).

1.2 Vectores de la enfermedad de Chagas:
subfamilia Triatominae

1.2.1 Clasificacién y sistematica

La subfamilia Triatominae fue descrita por Jeannel en 1919, quedando
situada en la siguiente posicién sistematica:

Reino Animalia Linnaeus, 1758
Phylum Artropoda Siebold, 1846
Clase Insecta Linnaeus, 1735
Orden Hemiptera Linnaeus, 1758
Familia Reduviidae Latreille, 1807

Subfamilia Triatominae Jeannel, 1919

La subfamilia Triatominae estd organizada en 5 tribus y 18 géneros, que
en total agrupan 148 especies (Bargues et al., 2010, 2017) (Figura 7). Los
principales vectores de la enfermedad de Chagas pertenecen a 3 géneros:
género Triatoma Laporte, 1832, género Panstrongylus Berg, 1879 (ambos
géneros se engloban dentro de la Tribu Triatomini Jeannel, 1919) y género
Rhodnius Stal, 1859 (Tribu Rhodniini Pinto, 1926). Mas de la mitad de las
especies de la subfamilia Triatominae son capaces de infectarse con T. cruzi de
forma natural o bajo condiciones de laboratorio, pero todos ellos son posibles
transmisores del parasito (Waleckx et al., 2015; Bargues et al., 2017).
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Tribes Genera Number of species

ALBERPROSENIINI  Alberprosenia 2
BOLBODERINI Belminus 8
Bolbodera 1
Microtriatoma 2
Parabelminus 2
CAVERNICOLINI Cavernicola 2
RHODNIINI Psammolestes 3
Rhodnius 1
TRIATOMINI Dipetalogaster 1
Eratyrus 2
Hermanlentia 1
Linshcosteus 6
Panstrongylus 1
Paratriatoma 1
Triatoma 847

=}

4

Total 15 148

Figura 7: Clasificacidon de la subfamilia Triatominae. El nimero de especies se corresponde con los trabajos
publicados hasta el momento. * Este género tiene una especie fosil Panstrongylus hispaniolae Ponair Jr,
2013. **Dentro de Triatoma (84 especies), 12 especies ha sido reasignadas a 3 nuevos géneros: Meccus (6
especies), Mepraia Mazza, Gajardo y Jorg, 1940 (3 especies), Nesotriatoma (3 especies).*** Este género

tiene una especie fésil: Triatoma dominicana Ponair Jr., 2005. Fuente: (Bargues et al., 2016).

Existen numerosos factores que determinan la importancia como
vector en las especies de triatominos, siendo los mds importantes los factores
bioldgicos y geograficos como: capacidad vectorial (probabilidad de transmitir
el parasito), adaptacion al habitad humano, capacidad de alimentarse de
sangre humanay defecar durante la ingesta o inmediatamente después (facilita
el contacto del parasito con el hospedador) y su distribucion geografica (Mas-
Coma & Bargues, 2009).

Segun el grado de adaptacion a los habitats humanos se ha establecido
una clasificacién que separa a los triatominos vectores en tres grupos: (i)
vectores intradomiciliarios, los cuales han colonizado hdbitats humanos
(vectores domésticos o domiciliados), (ii) especies silvestres en proceso de
adaptacion a los habitats humanos (vectores candidatos o peridomiciliados), y
(iii) especies silvestres asociadas a animales silvestres (vectores potenciales)
(Dujardin & Schofield, 2004; Mas-Coma & Bargues, 2009). La mayoria de los
triatominos son silvestres y viven asociados a mamiferos constructores de
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nidos y aves. Los vectores candidatos o peridomiciliados suelen presentar un
hdbitat peridoméstico, ocupando frecuentemente gallineros y corrales,
alimentdndose de animales domésticos y personas. Unicamente unas pocas
especies han completado su transicién al habitat doméstico, adoptando un
papel importante como vectores, como por ejemplo T. infestans. Los
triatominos silvestres viven en los nidos de sus hospedadores, en pilas de
piedras o incluso en arboles y plantas, mientras que los peridomésticos vy
domésticos suelen vivir en los huecos de las paredes de piedra y tejados de
cafia o palma de corrales, gallineros y de las propias viviendas humanas
(Schofield et al., 1999).

El mantenimiento de las poblaciones de triatominos requiere
estabilidad en las fuentes de alimento y proteccion climatica. El ambiente
doméstico ofrece estas caracteristicas, por lo que favorece la domiciliacion de
los triatominos. El proceso de domiciliacion implica una simplificacion genética
y fenotipica irreversible. La simplificacion genética que ocurre durante el
proceso de domesticacion se debe a dos procesos, primero la poblacién sufre
un efecto fundador seguido de una seleccion del genotipo mas 6ptimo. Las
especies silvestres que sean capaces de adaptarse al domicilio, como es el caso
de R. prolixus o T. infestans, puesto que son sometidas a simplificacion
genética, pierden la capacidad de readaptarse en ambientes silvestres. Las
diferencias genéticas entre poblaciones silvestres y domésticas podrian
utilizarse como indicadores de domesticacién (Schofield et al., 1999), como
ocurrio en T. infestans, donde el vector perdié la tercera parte del ADN total
por célulay su capacidad de sobrevivir en el habitat silvestre durante le proceso
de domiciliacién (Panzera et al., 2004).

El riesgo de transmision de la enfermedad estd claramente relacionado
con la presencia de triatominos en el domicilio, que a su vez se favorece por
multiples factores como: viviendas construidas con tejados de paja, cafias,
paredes de adobe; paredes agrietadas; desorden tanto en la vivienda como en
el peridomicilio; gallineros cercanos; perros o aves dentro y/o fuera del
domicilio,... En resumen, factores que proporcionan a los triatominos lugares
seguros donde anidar y fuentes de alimentacién estables junto a las viviendas
o dentro de las mismas (Monteiro et al., 2001).

La importancia epidemiolégica de cada especie vector depende en gran
medida de su capacidad de dispersion y adaptacion al habitad doméstico, de
modo que conocer estos datos asi como la estructura genética de las
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poblaciones es muy importante para el disefio de las campafias de control
(Monteiro et al., 2001).

1.2.2 Caracterizacién genética de los triatominos vectores de la
enfermedad de Chagas

Los marcadores moleculares generan una gran cantidad de
informacién sobre la diversidad genética y las relaciones filogenéticas de los
organismos. En las Ultimas décadas, estos marcadores han sido empleados para
el estudio de la subfamilia Triatominae y han servido para esclarecer: (i)
sistematica y taxonomia; (ii) origen; (iii) tasas evolutivas; (iv) rangos evolutivos;
(v) biogeografia; (vi) clasificacion de los especimenes; (vii) delimitacién de
poblaciones; (viii) caracterizacion de hibridos; (ix) cambios poblacionales; y (x)
capacidad de transmisién de enfermedad (Garcia & Powell 1998; Lyman., 1999;
Bargues et al., 2000, 2002, 2010; Garcia et al., 2001; Marcilla et al, 2002; Mas-
Coma & Bargues, 2009; Patterson & Gaunt, 2010; Blanddn-Naranjo et al., 2010;
Zuriaga et al., 2012, 2015; Cavassin et al., 2014).

La subfamilia Triatominae es considerada un grupo polifilético (ha
evolucionado a partir de diferentes ancestros) (Galvdo et al., 2003; Schofield &
Galvdo, 2009). Diversos estudios moleculares como los estudios de isoenzimas
y perfiles RAPD (amplificacién al azar de ADN polimérfico, del inglés Random
Amplification of Polymorfic DNA) (Garcia & Powell, 1998) y los estudios de
marcadores del ADN ribosomal nuclear (ADNr) y mitocondrial (ADNmt) (Garcia
& Powell, 1998; Lyman et al., 1999; Bargues et al., 2000; Marcilla et al., 2001;
Mas-Coma & Bargues, 2009; Hwang & Wirauch, 2012; Bargues et al., 2016) han
demostrado este hecho vy la inclusiéon, dentro de la subfamilia Triatominae, de
sus dos principales tribus, Triatomini y Rhodniini.

1.2.2.1 Marcadores moleculares del ADN ribosomal nuclear

El ADNr eucariota estd constituido por unidades de transcripcién u
operones localizados en los cromosomas nucleares y que se encuentran en
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forma de repeticiones en tandem. En los artropodos cada repeticion contiene
los genes codificantes de los ARN ribosomales (18S, 5.8S y 28S), ademas de tres
tipos de fragmentos espaciadores: los espaciadores internos transcritos que se
intercalan entre los genes (ITS-1 e ITS-2 del inglés Internal Transcribed Spacer),
los espaciadores externos transcritos que flanquean a los genes (ETS, del inglés
External Transcribed Spacer) y los espaciadores intergénicos o espaciadores no
transcritos que separan una repeticion de la siguiente (NTS, del inglés Non-
Transcribed Spacer). El conjunto de genes, ITSs y ETSs es transcrito por la ARN
polimerasa 1 de forma ininterrumpida (Figura 8). Tras la transcripcidn, tiene
lugar un proceso de maduracion en el que se separan los ARN producto de los
genes de los espaciadores (Gerbi, 1985). No se conoce mucho sobre la funcion
de estos espaciadores; generalmente muestran una divergencia evolutiva
rapida, por lo que no se consideraba probable que tuviesen una funcidn
concreta. Sin embargo, estudios en levaduras han demostrado que los ITSs
poseen un papel importante en el proceso de maduracién de los ARNr
(Munsters et al., 1990; Van Der Sande et al., 1992).

repeticion de ADNr

repeticion de ADNr

ETS '\ .I:,Tsss/- ETS '\5.33 /

ITS

Figura 8: Esquema del ADN ribosomal nuclear eucariota

Las caracteristicas de los genes y espaciadores del ADNr los han
convertido en marcadores moleculares muy utilizados en estudios sistematicos
y filogenéticos, debido a la gran informacién que se extrae tanto de sus
secuencias nucleotidicas como de su estructura secundaria (Wheeler &
Honeycutt, 1988; Hillis & Dixon, 1991). Cada gen del ADNr presenta una
velocidad de sustitucion diferente, con regiones conservadas y variables
incluidas dentro de las secuencias de los genes 18S y 28S, y del mismo modo,
cada espaciador evoluciona a una velocidad diferente (Jorgensen & Cluster,

64



Capitulo 1: Introduccion

1988). En general, los genes ribosomales presentan una variabilidad muy baja,
estan altamente conservados y por ello son Utiles para establecer relaciones
filogenéticas antiguas, mientras que los ITSs evolucionan mucho mds rapido,
por lo que son Utiles para estimar relaciones evolutivas mas recientes. En
cualquier caso, el nivel taxondmico en el que es Util cada marcador varia de
forma importante entre los diferentes grupos de organismos (Bargues & Mas-
Coma, 1997; Bargues et al., 2000; Mas-Coma & Bargues, 2009).

Otra caracteristica importante del ADNr, desde el punto de vista de su
utilidad como marcador molecular, es la evolucion concertada. La evolucion
concertada implica que el ADNr de una poblacién, con el tiempo suficiente,
homogeniza todas sus copias, eliminando las diferencias, tanto entre
cromosomas homologos como entre cromosomas no homaologos del genoma.
El resultado es la uniformidad en todos los individuos de la poblacion (Hillis &
Dixon, 1991).

Cabe destacar la presencia en los espaciadores internos de
microsatélites y minisatélites. Ambos son secuencias repetidas en tdandem cuya
unidad de repeticidn contiene un nimero variable de nucledtidos, hasta cinco
en el caso de los microsatélites y hasta cien en el caso de los minisatélites.
Ambos aportan informacion filogenética muy Util para la diferenciacién entre
poblaciones, subespecies y especies, como se ha podido comprobar en
diversos estudios en triatominos (Marcilla et al., 2001, 2002; Martinez et al.,
2005; Bargues et al., 2006, 2008; Pacheco et al, 2007). Sin embargo, la
presencia de microsatélites y minisatélites hace variar mucho la longitud de las
secuencias, lo que puede llevar a interpretaciones erréneas de resultados
obtenidos por métodos basados en la longitud de secuencias como RAPD y
PCR-RFLP (Reaccion en cadena de la polimerasa — Restriccion de polimorfismos
de longitud de fragmento, del inglés Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Length Polymorphism) (Mas-Coma & Bargues, 2009).

Los espaciadores transcritos internos (ITSs) del ADNr han demostrado
ser Utiles para clasificar especies, subespecies, hibridos y poblaciones de la
subfamilia Triatominae ademads, de para establecer relaciones filogenéticas
(Bargues et al., 2008; Mas-Coma & Bargues, 2009).

En la subfamilia Triatominae, el ITS-2 ha sido el marcador mas utilizado
y el mas importante a la hora de diferenciar especies cripticas. EIITS-2 presenta
una clara desviacién en su composicion nucleotidica con una media de 76% de
Ay T, y una longitud muy variable de 470 a 600 pares de bases en la tribu
Triatomini y alrededor de 700 pares de bases en la tribu Rhodniini. Es un buen
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marcador a nivel de especies, subespecies, hibridos, variedades e incluso
poblaciones. Sin embargo, no resulta apropiado para la comparacion de las
tribus Triatomini y Rhodniini, puesto que la diferencia de longitud no permite
obtener alineamientos claros. Este espaciador ha sido ampliamente analizado
en triatominos (Bargues et al., 2000, 2002, 2006, 2008; Marcilla et al., 2000,
2001, 2002; Martinez et al., 2006; Pacheco et al., 2007, Dorn et al., 2009, 2016;
Mas-Coma & Bargues, 2009, Costa et al., 2016).

El ITS-1 también ha sido estudiado en los triatominos (Bargues et al.,
2007), asi como la region intergénica que comprende ITS-1, el gen 5.8S e ITS-2,
aunque los estudios de esta regiéon son menos numerosos y solo se ha realizado
para algunas especies del género Triatoma, como T. infestans o Triatoma
rubrovaria Blanchard 1843, especies del género Mepraia y algunas especies del
género Panstrongylus (Pacheco et al., 2003, 2007; Bargues et al., 2006; Calleros
et al., 2010; Cavassin et al., 2014; Costa et al., 2016).

Los genes ribosomales 18S y 28S han sido menos estudiados que los
ITSs ya que son mas conservados. El gen 18S de multiples especies ha sido
secuenciado con una longitud de 1913 a 1918 pares de bases, siendo mas largo
en Rhodniini (1918) que en Triatomini (1013-1015), con una media en AT de
47,9% ha sido utilizado en la construccion del reloj molecular de la subfamilia
Triatominae (Bargues et al., 2000, 2002). En cuanto al gen 28S, solamente ha
sido analizado un fragmento correspondiente al dominio D2 en la tribu
Rhodniini (Monteiro, 2000; Monteiro et al., 2003) y en algunas especies del
género Triatoma (Guerra et al., 2016). El gen 5.8S es altamente conservado en
Triatominae con una longitud de 155 pares de bases y un contenido en AT del
42,6% (Mas-Coma & Bargues, 2009).

1.2.2.2 Marcadores moleculares del ADN mitocondrial

El genoma mitocondrial eucariota consiste en una molécula circular
cerrada de ADN. Presenta variaciones de tamafio importantes entre diferentes
organismos, pero la variabilidad de contenido génico es pequefia. EI ADN
mitocondrial (ADNmt) contiene de 36 a 37 genes, que codifican proteinas que
desempefian su funcion dentro de la mitocondria; subunidades ribosomales
mitocondriales, proteinas de la cadena de transporte de electrones y enzimas
implicadas en la fosforilacién oxidativa (Ballard & Rand, 2005).
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El ADNmt evoluciona mucho mas répido que el ADNr nuclear, de 2a 9
veces mas rapido en los insectos (Desalle et al., 1987; Moriyama & Powel, 1997,
Monteiro & Pierce, 2001) y la mayoria de los cambios que se producen son
sustituciones nucleotidicas simples (Mas-Coma & Bargues, 2009). Por este
motivo, muchos de los genes mitocondriales son herramientas apropiadas para
establecer relaciones filogenéticas a niveles taxonémicos bajos como géneros,
especies y poblaciones. Los genes mitocondriales presentan en general una
elevada tasa de sustitucion en la tercera posicion del codoén, por lo que han sido
muy utilizados para estudios filogenéticos a nivel de especies y genética de
poblaciones (Navajas et al.,, 1996). Sin embargo, sus secuencias aminoacidicas
son mucho mas conservadas y han sido aplicadas en estudios a niveles
taxondmicos superiores como familias o incluso ordenes (Liu & Beckenbach,
1992; Frati et al., 1997).

La elevada variabilidad de los genes mitocondriales hace que sea dificil
el disefio de cebadores especificos para su amplificacién, por lo que solo unos
pocos han podido ser utilizados con éxito en estudios filogenéticos (Tabla 1). El
uso de cada uno de estos genes serd mas o menos apropiado dependiendo del
grupo de organismos a estudiar. Su alto nivel de saturacion (acumulacion de
multiples sustituciones en sitios variables, especialmente transiciones en la
tercera posicién del coddn) sugiere que no deben ser utilizados para estimar
relaciones entre grupos de especies distantes (Morgan & Blair, 1995, 1998;
Blair et al., 1997). Los genes mitocondriales se llevan utilizando en estudios
filogenéticos desde finales de los afios 90 como se puede observar en
numerosos estudios (Garcia & Powell, 1998; Lyman et al.,, 1999; Monteiro et
al., 2000; 2003; 2004; Garcia et al., 2001; 2003; Sainz et al., 2004; Da silva et
al., 2007; Pavan & Monteiro, 2007; Mas-Coma & Bargues, 2009; Piccinali et al.,
2009, 2014; Quisberth et al.,, 2011; Torrez-Perez et al. 2011; Waleckx et al,,
2011; Justi et al., 2014). Los genes mitocondriales han sido ampliamente
utilizados como herramientas para conocer la historia evolutiva y demografica
de las poblaciones y especies. El ADNmt puede estar bajo procesos evolutivos
como seleccion natural, alto grado de homoplasia causada por un elevado
sesgo hacia A/T, o introgresion los cuales pueden ocultar la verdadera historia
de las especies (Ballard &Whitlock, 2004; Lin & Danforth, 2004).
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Marcador molecular

Caracteristicas

Debilidades

12S: Gen 12S ARNr.
Longitud total: 781 pb
Fragmento frecuentemente
analizado: 339-371 pb

16S: Gen 16S ARNr.

Longitud total: 1.270 pb
Fragmento frecuentemente
analizado: 501-510 pb

ND1: Subunidad 1 del gen NADH
Deshidrogenasa

Longitud total: 912 - 939 pb
Fragmento frecuentemente
analizado: gen completo

COl: Subunidad 1 del gen Citocromo
Oxidasa

Longitud total: 1.534 pb
Fragmento frecuentemente
analizado: 636 — 1.447 pb

Cyt b: Citocromo b
Longitud total: 1.136 pb
Fragmento frecuentemente
analizado: 313 — 682 pb

Presenta la tasa de evolucién mas
baja entro todos los marcadores
del ADNmt

Util  para estudios a nivel de
especies de un mismo género
Puede revelar diferencias a nivel
de poblacién

Evoluciona en paralelo al 12S, pero
es mas variable

- Tiende a revelar mas diferencias
entre especies de diferentes tribus
Evoluciona mas répido que los
anteriores pero mas despacio que
COly Cytb

- Util para estudios de especies
estrechamente relacionadas
Evoluciona  ligeramente  mds
rapido que ND1 pero mas lento
que Cytb

- Util para estudios a nivel de
especies estrechamente
relacionadas.

Presenta la evolucién mas rapida
entre los genes del ADNmt.

- Util para estudios comparativos a
nivel de subespecies
(intrapoblacional,
interpoblacional, entre morfos y
subespecies)

No recomendable para estudios
comparativos entre especies de
diferentes géneros y tribus o niveles
mas altos

No recomendable para estudios a
nivel de género o niveles mas altos

Presenta saturacion cuando se
comparan especies distantes del
mismo género

Presenta saturacion cuando se
comparan especies distantes y a
niveles taxonémicos mas altos

Presenta saturacion cuando se
comparan especies distantes y a
niveles taxonémicos mas altos

Tabla 1: Caracteristicas de los marcadores del ADN mitocondrial mas utilizados en estudios filogenéticos de

triatominos. El orden de aparicion es de genes mds a menos conservados. Adaptado de (Bargues et al., 2010).

En triatominos la secuencia del genoma mitocondrial completo ha sido

obtenida para la especie T. dimidiata con una longitud total de 17.019 pares de

bases, dos genes ribosomales, 22 ARN de transferencia y 13 ARN mensajeros

(Dotson & Beard, 2001) y para R. prolixus con una longitud de 15.456 pares de
bases (Mesquita et al., 2015) (Figura 9).

Triatoma dimidiata

Mitochondrial Genome
17019 bp

Figura 9: Esquema del ADN mitocondrial de Triatoma dimidiata. Fuente: (Dotson & Beard, 2001).
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La longitud del genoma mitocondrial puede variar en funcion de los
espaciadores intergénicos y de la longitud de la region control (Dotson & Beard,
2001) En el genoma completo de T. dimidiata se observan siete secuencias
intergénicas distintas, que contienen a su vez, varias secuencias de uno a cinco
pares de bases, muchas de ellas superpuestas. La funcién de esta region es
desconocida (Dotson & Beard, 2001).

1.2.2.3 Ventajas y desventajas de los marcadores ribosomales vy
mitocondriales

Los marcadores del ADNr evolucionan de forma mas lenta que los
marcadores del ADNmt , por lo que en general, los primeros son mas
adecuados para establecer relaciones filogenéticas a nivel evolutivos mas altos
(familia, subfamilia, género y especie), mientras que los segundos son mas
Utiles a niveles taxondmicos inferiores (especie, subespecie y poblacidn).

Ambos tipos de marcadores presenta una serie de caracteristicas
diferenciales (Mas-Coma & Bargues, 2009):

- EI'ADNr sigue una herencia de tipo mendeliano, por lo que es muy
util en el estudio de organismos bisexuados. Mientras que el
ADNmt se hereda de forma clonal, por herencia materna, sin
recombinacion, dando menos problemas en el analisis genético

- ElI ADNmt es, en general, mas facil de amplificar por PCR que el
ADNr debido al elevado nimero de copias que presenta (10° a 10*
por célula)

- EI ADNr contiene regiones muy conservadas ideales para el disefio
de cebadores. El disefio de cebadores es mucho mas complicado
en el ADNmt al presentar una elevada variabilidad

- EI ADNTr, especialmente los ITS, presentan un elevado niumero de
inserciones y deleciones, lo que dificulta el alineamiento de las
secuencias, haciendo necesario recurrir en estos casos a la
correccion manual de los alineamientos o al andlisis de la
estructura secundaria. Los marcadores del ADNmt son mas faciles
de alienar al no presentar inserciones y deleciones.

- Los genes mitocondriales tienden a alcanzar altos niveles de
homoplasia, cuya principal causa es la saturacién, que elimina las
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sefiales filogenéticas haciendo que las secuencias mitocondriales
no sean adecuadas para resolver filogenias antiguas (Ballard &
Rand, 2005)

- La evolucién concertada a la que estd sometida el ADNr simplifica
los estudios interpoblacionales con una especie concreta, ya que
es suficiente con obtener la secuencia de un unico individuo para
caracterizar a una poblaciéon local. En cambio, supone una
limitacion para los estudios intrapoblacionales, donde los
marcadores del ADNmt son mas adecuados (Mas-Coma & Bargues,
2009)

1.2.2.4 Estudios multigénicos y tendencias actuales en triatominos

En triatomininos los estudios con ADNmt han sido realizados
mayoritariamente con secuencias parciales de los genes, evidentemente los
genes completos proporcionan mejor informacion. Las secuencias parciales
pueden ocasionar problemas a la hora de comparar y reproducir resultados,
puesto que dentro de cada gen existen regiones con diferentes tasas
evolutivas. El argumento que apoya la utilidad de las secuencias parciales
defiende que, en los genes mitocondriales codificantes, la similitud de libertad
y restricciones para cada una de las tres posiciones del coddn puede ser
uniforme a lo largo de toda la secuencia de un gen. Sin embargo, se ha
demostrado que existe heterogeneidad en las tasas de sustitucion entre
regiones del ADNmt, lo que puede influir de forma importante en las hipdtesis
filogenéticas (Ballard, 2000 a, 2000b). El uso de una secuencia parcial de un gen
gue excluya la region variable puede llevar a resultados irreales y por tanto a
interpretaciones filogenéticas y conclusiones erréneas. En consecuencia, los
estudios con secuencias parciales deben ser considerados preliminares hasta
gue se establezcan las tasas de evolucion de todas las regiones del gen
completo del grupo de organismos en estudio (Mas-Coma & Bargues, 2009).

Los marcadores mitocondriales son especialmente Utiles en estudios
intrapoblacionales y los ribosomales en interpoblacionales. La combinacion de
ambos tipos de marcadores neutraliza los problemas inherentes a cada uno a
la hora de llevar a cabo un estudio en profundidad de un grupo de poblaciones,
subespecies y especies cercanas. Ademas, esta combinacién de marcadores
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permite detectar fendmenos de introgresion e hibridos, debido a su diferente
tipo de herencia (Mas-Coma & Bargues, 2009). Los estudios multigénicos son
los que permiten realmente conocer la historia evolutiva de una especie
(Piccinali et al., 2009). Actualmente, con el fin de obtener la mayor informacion
y puesto que es realmente complicado, el disefio de cebadores en el ADNmt
los estudios filogenéticos de triatominos utilizan de forma combinada
marcadores nucleares y mitocondriales (Martinez et al., 2006; Dorn et al.,
2009, 2016; Weirauch & Munro, 2009; Blanddn — Naranjo et al., 2010; Calleros
et al., 2010; Oliveira et al., 2017).

1.3 Situacion de la enfermedad de Chagas en Peru

1.3.1 Revisién histérica de la enfermedad de Chagas en Peru

En el afio 1.917, por primera vez el Dr. Escomel (1917) (Figura 10) reportd
la presencia de T. infestans en los valles de Arequipa y en 1.919, el primer caso
humano de la enfermedad de Chagas en Perd en un paciente procedente del
departamento de Madre Dios (Escomel, 1919; Ayulo & Herrer; 1944, Ruiz-
Guzman, 2007; Naquira & Cabrera, 2009). Sin embargo, la infeccién por T. cruzi
ha existido desde la época pre-colombina, hace aproximadamente 9.000 a
4.000 afios puesto que se han hallado segmentos del ADN de T. cruzi en
momias de la cultura Chinchorro (al norte de Chile y al sur de Peru) (Guhl et al,,
2000; Aufderheide et al., 2004) y también se ha encontrado a este parasito en
el tejido de una momiainca peruana (Fornaciari et al., 2002; Naquira & Cabrera,
2009). Dentro de los vectores de la enfermedad de Chagas, el mas
ampliamente estudiado, por ser el mas domiciliado, ha sido T. infestans. Se
sabe que este vector fue introducido en Peru desde el sur, penetrd a través del
valle de Caplina (Tacna) seguramente en la llamada Guerra el Pacifico (1.879-
1.883) entre Peru y Chile por tanto, es un insecto relativamente reciente en el
pais. Estos insectos tenian una barrera, una zona desértica sin poblar, que les
impedia llegar hasta Peru. Durante la guerra se intensificé el trafico entre Chile
y el valle de Caplina y por ello, los valles peruanos del sur fueron los primeros
infestados. La infestacién tras la guerra quedd circunscrita a los valles de
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Caplina y Moquegua pero con las migraciones humanas en 1.910, llegd a
Arequipa con los “repatriados” procedentes de Tacna y Arica a través del mar,
ya que no habia carreteras. Transcurrieron unos 30-35 afios hasta que T.
infestans se establecié en Arequipa y aparecio en Ica (Torrealva & Torrealva,
1945; Herrer, 1955).

Figura 10: Imagen de Edmundo Escomel médico Arequipefio que diagnosticé en 1.919 el primer caso humano

de la enfermedad de Chagas en Peru. Fuente: (Ndquira & Cabrera, 2009).

Tras el descubrimiento del vector y el diagnostico del primer caso humano
de la enfermedad de Chagas en Perd, comienzan las investigaciones
epidemioldgicas. A partir de 1.950, estas investigaciones se intensifican y como
consecuencia, en 1.959 ya se habia diagnosticado alrededor de 200 casos
humanos (Cornejo, 1958). Este aumento se debe en parte, a que en los Ultimos
afios de la década de los 50 comienza a usarse la reaccién de fijacién del
complemento como método de diagndstico de la enfermedad, hasta ese
momento se usaba el xenodiagndstico y la observacion directa en la sangre.
Paralelamente a la verificacién del nimero de casos, comenzaron a conocerse
aspectos epidemioldgicos y entomolégicos de la enfermedad; al mismo
tiempo, que se comprobaba la diferencia entre la virulencia de las distintas
cepas de T. cruzi en funcién de su procedencia (Herrer, 1960).

Los primeros estudios sobre la distribucidn del vector llevados a cabo por
Escomel (1917) referian que la infestacion estaba circunscrita a zonas aisladas,
en forma de focos. Posteriores investigaciones epidemioldgicas llevadas a cabo
por Herrer (1960) describieron la distribucion de la enfermedad en Perd como
endémica en dos regiones. Por un lado, la vertiente occidental de los Andes con
alturas desde los 0 a los 2.500 metros sobre el nivel del mar, lo que hoy en dia
se conoce como Arequipa, Moquegua y Tacna. En esta zona se localizaba como
Unico triatomino T. infestans conocido como “Chirimacha” y “vinchuca”. Y por
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otro lado, la regidén que se corresponde con el sistema hidrografico del
Amazonas que comprende los departamentos de Cajamarca y Amazonas. Las
localidades de la zona donde se habia identificado casos humanos se localizan
entre los 850 y los 1.500 metros sobre el nivel del mar y por su altitud, climay
posicidon geografica, pertenecen a lo que en Perud se denominaba Selva Alta. En
esta zona se habia descrito varias especies de triatominos pero parece que
Panstrongylus herreri Wygodzinsky, 1948 llamado por la gente del lugar
“chinche grande”, era el principal vector de T. cruzi en la especie humana en
este drea. Ademas de en estas zonas, se daban casos de Chagas en otros puntos
del pais pero no eran considerados endémicos (Figura 11).

Diciembre 1960 ENFERMEDAD DE CHAGAS EN EL PERU 573

ENFERMEDAD DE CHAGAS

EN EL PERU (1960)

Figura 11: Mapa de la distribucién de la enfermedad de Chagas en Perti en 1.960 y los vectores responsables

de esta en cada zona. Fuente: (Herrer, 1960).

1.3.2 Especies de vectores descritas en Peru

La primera cita acerca del hallazgo de triatominos vectores de la
enfermedad de Chagas en Perl la realizé Escomel (1917), en ella citaba
exclusivamente a T. infestans. El siguiente estudio vectorial fue realizado en
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1.960 y se hallaron 12 especies diferentes distribuidas por todo Peru: T.
infestans, T. dimidiata, Triatoma carrioni Larrousse, 1926, Microtriatoma
trinidadensis Lent, 1951, Panstrongylus geniculatus Latreille, 1811,
Panstrongylus rufotuberculatus Champion, 1899, P. herreri, P. chinai, Rhodnius
pictipes Stal, 1872, Rhodnius robustus Larrousse, 1927, Rhodnius pallescens
Barber, 1932 y Belmius peruvianus Herrer, Lent y Wygodzinsky, 1954 (Herrer,
1960).

En el presente estudio, se han recopilado todos los vectores que han sido
hallados e identificados en Perd desde 1.917 hasta la actualidad. Ademas, se
han afiadido vectores en algunos departamentos que no estaban descritos en
la literatura. En PerU se han registrado un total de 19 especies: Belmius
peruvianus, Microtriatoma trinidadensis, Cavernicola pilosa Barber, 1937, R.
ecuadoriensis, R. pictipes, R. robustus, Eratyrus cuspidatus Stal, 1859, Eratyrus
mucronatus Stal, 1859, Hermanlentia matsunoi Fernandez-Loayza 1989, P.
chinai, P. geniculatus, P. herreri, Panstrongylus lignarius Walker, 1837, P.
rufotuberculatus, T. carrioni, T. dimidiata, Triatoma nigromaculata Stal, 1859,
T. infestans, Psammolestes tertius Bergroth, 1911 (Escomel, 1917; Herrer,
1960; Cabreraetal., 2002; Caceres et al., 2002; Cuba et al., 2002; Chavez, 2006;
Cabrera, 2006; Naquira & Cabrera, 2009) (Tabla 2) y (Figura 12).

La variabilidad vectorial en el norte y centro de Perd es mayor que en el sur
donde predomina T. infestans (Caceres et al., 2002; Cuba et al., 2002; Cabrera,
2006; Chavez, 2006). La especie mas ampliamente distribuida es P. geniculatus,
ya que se encuentra en 11 de los 24 departamentos. Cabe destacar que en el
departamento de Huancavelica no se han encontrado vectores. La especie T.
dimidiata puede que esté eliminada en Perd puesto que desde hace afios no se
encuentra en las capturas. Los departamentos de Tacna y Moquegua han sido
certificados como libres de transmisién vectorial por T. infestans (Unico vector
existente en la zona) lo que no significa que se halla eliminado ya que en Tacna
no se han encontrado en las capturas mas recientes pero en Moquegua si .
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&  Belmius peruvianus
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6. Lambayeque odnits pictipes
7.  LaLibertad /N Rhodnius robustus
8.  San Martin
9. Ancash /] Eratyrus cuspidatus
10. Huanuco /] Eratyrus mucronatus
1. Ucayali [[)  Hermanlentia matsunoi
12. Lima

. anstrongylus chinai
1.’: Sfr::: de Pasco m - lus chinai
15. Cuzco Bl panstrongylus geniculatus
16. Madre de Dios I Panstrongylus herreri
17. Huancavelica [ Panstrongylus lignarius
18. Ica B ranstrongylus rufotuberculatus
19. Ayacucho
20. Apurl'rT\ac @  Triatoma carrioni
21. Arequipa ® Triatoma dimidiata
22. Puno O . .

O Triatoma nigromaculata

23. Moquegua ° i ) .
24. Tacna o Triatoma infestans infestans

Psammolestes tertius

Figura 12: Mapa de PerU en el que aparecen numerados los departamentos y mediante un simbolo se indica
qué triatominos vectores de la enfermedad de Chagas se han encontrado tanto en la literatura como en el

presente estudio.

Desde un punto de vista epidemioldgico los vectores mas importantes
son los de habitos domiciliarios. En Peru destacan T. infestans en la regién sur
y P. herrerien la region norte (Herrer, 1960). Sin embargo, cada vez se observan
mas especies con habitos silvestres como P. chinai en los domicilios (Naquira &
Cabrera, 2009). Actualmente, en Peru son considerados como los principales
vectores en la macro region norte P. herreri, P. chinaiy R. ecuadoriensis y en la
macro region sur destacan T. infestans y P. rufotuberculatus (Cabrera, 2005).

1.3.3 Situacién epidemioldgica actual

En Perd, actualmente, la enfermedad de Chagas sigue teniendo
importancia epidemioldgica. Se estima que en este pais existen entre 650.000
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y 670.000° personas infectadas con T. cruzi (Torres & Cabrera, 2010). Los casos
humanos autdctonos han sido reportado en las tres macro regiones: la macro
region norte (Piura, Cajamarca, Amazonas, San Martin) que coincide en parte
con la regién de la Selva Alta que describia Herrer (1960); macro regién centro
(Huanuco, Ucayali, Junin); y la macro regién sur (lca, Apurimac, Arequipa),
también considerada como zona endémica por Herrer (1960) (Caceres et al.,
2002; Naquira & Cabrera, 2009; Naquira, 2014) (Figura 13).

Tumbes
Piura
Cajamarca
Amazonas
Loreto
Lambayeque
La Libertad
San Martin
Ancash

10. Huanuco
11. Ucayali

12. Lima

13. Cerro de Pasco
14. Junin

15. Cuzco

16. Madre de Dios
17. Huancavelica
18. Ica

19. Ayacucho
20. Apurimac
21. Arequipa
22. Puno

23. Moquegua
24. Tacna

N hWN =~

Figura 13: Mapa de los departamentos de Peru en los que existen casos humanos autéctonos de Chagas.
Aparecen marcadas las 3 macro regiones: en color gris la macro region norte; en color azul la macro regién

central; y en color verde la macro regién sur.

Desde el afio 1.997 los casos agudos de la enfermedad de Chagas en PerU
son de declaracién obligatoria, la incidencia de casos registrada en Perd no
refleja la verdadera magnitud de la infeccién humana, porque muchos casos
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guedan sin registrar (Cabrera, 2005). Desde 2.004, los afios en los que mas
casos de la enfermedad de Chagas se han registrado han sido 2.006 y 2.009.
Arequipa es el departamento en el que mas casos son declarados. Los Unicos
departamentos en los que no existen casos declarados desde 2.004 son Callao
(realmente es una provincia Constitucional de Lima), Lima, y Huancavelina
(como ya se ha comentado, no se han hallado triatominos en este
departamento en la literatura). Hasta la fecha, el afio 2.001 es el afio con menor
ndmero de casos registrados y el afio 2.017 parece tener la misma tendencia
(RENACE, 2017) (Figura 14).

Enfermedad de Chagas segiin departamentos Perd Enfermedad de Chagas segin notificacion semanal
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Figura 14: Casos humanos de la enfermedad de Chagas declarados en Peru hasta el 26 de abril de 2.017
recogidos por la Red Nacional de Epidemiologia y Control de Enfermedades (RENACE) perteneciente al
Ministerio de Salud de Perd. (A): Niumero de casos declarados por departamento al afio desde 2.014 hasta
2.017. (B) Distribucién anual de los casos humanos de la enfermedad de Chagas declarados desde el afio

2.000 hasta 2.017 en Peru. Fuente: (RENACE, 2017).

La seroprevalencia humana de infeccién por T. cruzi en el norte de Perd es
de 14,9% afectando a residentes de zonas rurales, mientras que en el sur, la
seroprevalencia varia desde 1,4 a 13,4% en zonas rurales, urbanas y
periurbanas (Alroy et al., 2005). En el sur, destaca la ciudad de Arequipa con
tasas de seroprevalencia en nifios del 5%, lo que implica que esta poblacion
presenta un alto riesgo de infeccidon por T. cruzi (Bowman et al., 2008).

Ya se ha comentado que la variabilidad genética de T. cruzi permite
distinguir 6 tipos 0 DTU’s y que la clinica asociada a cada uno de ellos es distinta.
En Perd se han encontrado dos DTU’s de T. cruzi: Tcl y Tclll (Zingales et al.,
2012; Higuera et al., 2013). Las manifestaciones clinicas asociadas a estos son:
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en el caso de Tcl, cardiopatia chagasica; y en el caso de Tclll, se conoce poco
sobre su clinica, puesto que es raro en humanos y estd mas asociado a ciclos
silvestres y a perros, pero se relaciona con casos agudos (Zingales et al., 2012).

Las primeras campafias de control vectorial en el pais comenzaron en la
macro region sur. En 1.965 se realizd un control exitoso de T. infestans
mediante el rociamiento domiciliario de insecticidas, sin embargo, la
persistencia del vector hizo necesario un segundo plan de control que se
implementd en el afio 2.000 y que siguid las directrices del Plan CONAL. El plan
fue disefiado con el asesoramiento de los paises del Cono Sur y con la
Organizacion Panamericana de la Salud, con el objetivo de eliminar T. infestans
y el tamizaje de los bancos de sangre. Este plan se aplicé a Tacna, Moquegua y
Arequipa con éxito en Tacna y Moquegua por lo que estos departamentos
fueron considerados libres de transmision vectorial por la OPS Organizacion
Panamericana de la Salud en 2.010 (Naquira & Cabrera, 2009). En el
departamento de Arequipa se siguen registrando casos humanos de la
enfermedad, de hecho es el departamento de Perd donde mas casos al afio se
declaran (RENACE, 2017) y no solo en las zonas rurales ya que cada vez se
registran mas transmision en zonas urbanas, principalmente asociadas a T.
infestans. Esta urbanizacion de la enfermedad se debe fundamentalmente a la
migracion rural a la ciudad, con todo lo que acarrea este tipo de movimientos
humanos: transporte de animales que actlan de reservorio, hacinamiento de
la poblacion, condiciones insalubres, etc. Por ello, la urbanizacion de la
enfermedad de Chagas se ha consolidado como un nuevo escenario
epidemioldgico principalmente en la ciudad de Arequipa (Bowman et al., 2008;
Bayer et al., 2009; Delgado et al.,, 2013; Barbu et al., 2014; Naquira, 2014;
Khatchikian et al., 2015). Desde 2.003 las autoridades municipales y el
ministerio de Salud en colaboracion con la Organizacién Panamericana de la
Salud trabajan para eliminar al vector de la ciudad (Barbu et al., 2014) Otras
ciudad peruana donde se han encontrado T. infestans es Lima, donde se
encuentran en las afueras de la ciudad asociados a movimientos migratorios
humanos (Cuba et al, 2002) pero a diferencia del caso anterior, en el
departamento de Lima, hasta la fecha, no se ha registrado ningin caso humano
(RENACE, 2017).

En Perd se han implantado con éxito programas de control para hacer
frente a la enfermedad de Chagas. Dentro del area macro regidn sur existe un
programa de control especifico para la Ciudad de Arequipa y Moquegua, con
énfasis en el ataque quimico contra el Unico vector, T. infestans. En los valles
de los departamentos de la costa norte, los cuales forman parte de las
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iniciativas ICA y AMCHA, los programas de control no son tan especificos como

los de la Regién Sur, pero existen medidas comunes como la notificacién

obligatoria de los casos agudos, para evitar la transmisién activa y reducir el

riesgo. Los programas de control implantados en Peru, en general llevan a cabo

distintos tipos de vigilancia (Cabrera, 2005):

- Vigilancia epidemioldgica: Trata de reducir las infestaciones de los

domicilios y peridomicilios y de impedir la colonizacién por parte
de triatominos silvestres

- Vigilancia seroldgica: se llevan a cabo estudios de seroprevalencia

para detectar anticuerpos especificos contra T. cruzi, en gestantes,
menores de 15 afios o escolares, donantes de sangre y poblaciones
de alto riesgo.

- Vigilancia centinela: controlan la infeccidon congénita y de otros

grupos de riesgo en establecimientos centinela con protocolos
especificos.

- Vigilancia de los factores y determinantes de riesgo: existen

protocolos especificos para controlar factores de riesgo como
vivienda, hacinamiento, crianza de mamiferos...y determinantes de
riesgo como temperatura, cambios antropondticos...

- Vigilancia entomoldgica con participacion comunitaria: Educacion

a la poblacion afectada para que ellos mismos sean capaces de
notificar la presencia de triatominos.

Las medidas de prevencién y control de la enfermedad de Chagas que

actualmente aplican en Peru son:

1)

Mejoras de la vivienda y del peridomicilio como: cubrir hendiduras y
grietas de las paredes, dormitorios ventilados, limpieza de la vivienda,
criar animales en corrales construidos con alambre, enlucir las
viviendas, ...

Control quimico mediante rociamiento con insecticidas piretroides.
Antes de comenzar las campafias de rociamiento se estudian los
indicadores entomolégicos

Control de la transmision transfusional: es obligatorio realizar un
control contra T. cruzi tanto en la sangre como en sus hemoderivados
en los donantes

Educacién sanitaria: La poblacidon en riesgo debe conocer que las
“vinchucas o chirimachas” transmiten el agente etioldgico de la
enfermedad y ademas, debe ser instruida para saber cémo evitarla
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5) Vigilancia entomoldgica comunal: con sensores que se colocan detras
de las puertas de las viviendas rociadas o con programas de mejora de
la vivienda

6) Tratamiento de los casos humanos

El programa especifico de control en la regiéon macro sur tiene varias fases
e implica a varios organismos publicos para asegurar su funcionamiento y un
correcto seguimiento. Las fases del programa son diagndstico, ataque,
consolidacion y mantenimiento. El diagndstico esta orientado a conocer los
indicadores entomolégicos, seroprevalencia en menores de 5 afios y
entrenamiento de los recursos. La fase de ataque se basa en control quimico y
mejora de la vivienda. La consolidacion prioriza el control de focos causados
por re-infestacion, en los que debe observarse una reduccién de la
seroprevalencia en los menores de 5 afios. La Ultima fase de mantenimiento
asegura una vigilancia minima de 3 afios, para lograr la certificacién de la
eliminacion del vector en una provincia o departamento. Si tras haber rociado
una vivienda se encuentran triatominos, se realiza una investigacién por parte
de la Oficina Ejecutiva de Salud Ambiental (DESA) correspondiente (Cabrera,
2005).

1.3.3.1 Nuevo escenario epidemioldgico en Perd: Urbanizacion de la
enfermedad

La emergencia de la enfermedad de Chagas en zonas urbanas enfatiza
la importancia de los estudios de salud publica para investigar los procesos
dinamicos de invasién, colonizacion y aumento de los agentes causales de la
enfermedad en sistemas urbanos (Foley et al., 2013) para poder disefiar a
medida, las campafias de control. La expansion de las poblaciones de especies
invasoras en las ciudades estd estrechamente relacionada con la historia del
desarrollo urbano (Khatchikian et al., 2015). El fendmeno de globalizacidon, que
estd teniendo lugar en todo el mundo, ha generado una serie de cambios
culturales, econémicos, politicos,... que estan modificando las sociedades. En
las udltimas décadas, Latino América ha experimentado un apabullante
fendmeno de urbanizacién debido, en gran parte, a la inmigracién, y Perd no
es una excepcion. Diversos estudios han relacionado directamente la migracidn
y los nuevos asentamientos cercanos a las ciudades, con la transmisién de la
enfermedad de Chagas (Bowman et al., 2008; Bayer et al., 2009; Foley et al.,
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2013; Naquira, 2014; Khatchikian et al., 2015) . Se han encontrado indicios que
sugieren que los inmigrantes que viven en la periferia de las ciudades, en
poblados chabolistas, es muy probable que sean los que introduzcan estos
vectores en la ciudad, tras su primera llegada. Ademas, los movimientos
estacionales de personas como los trabajadores temporeros, hacen que los
residentes de estos barrios chabolistas viajen para trabajar en lugares
endémicos donde los vectores son prevalentes y luego vuelvan a sus casas. El
patron de asentamiento chabolista junto con la practica de cria de animales
domésticos, en estas zonas, crean un ambiente favorable para los vectores. Los
métodos para la mejora del control vectorial de esta enfermedad deben
enfocarse hacia la supervivencia del vector en dreas con poblaciones moaviles,
mediante campafias de educacién sobre la enfermedad a la poblacidn,
enfocadas por ejemplo, hacia temporeros y por supuesto, fomentando la
colaboraciéon entre los distintos organismos publicos de salud (Bayer et al.,
2009).

En Peru, el departamento de Arequipa es el gque mas casos humanos
declara de la enfermedad de Chagas (RENACE, 2017) en su capital, la ciudad de
Arequipa, fue donde se observaron por primera vez en 1.952 vectores
infectados (Lumbreras, 1952) y donde se localiza el mayor foco urbano de
transmisién vectorial de esta enfermedad (Bowman et al.,, 2008; Bayer et al.,
2009; Foley et al., 2013; Naquira, 2014; Khatchikian et al., 2015). La poblacion
en la ciudad de Arequipa ha crecido rapidamente desde 1.960 hasta la
actualidad, sobretodo por la inmigracion procedente de pueblos de los valles
Andinos atraidos por las oportunidades econdmicas que ofrece. Estos
inmigrantes llevan consigo sus animales (ovejas, vacas, gallinas, cerdos
guineanos,...) creando asi, asentamientos densamente poblados en los que
animales y humanos estan en contacto permanente (Bowman et al., 2008). Los
asentamientos de los inmigrantes en las zonas periurbanas de Arequipa (al
igual que en otras ciudades de Peru), se inician con invasiones, cuando las
familias desplazadas o sin vivienda ocupan laderas desérticas en la periferia de
la ciudad. Una vez formalizadas estas viviendas, a través del otorgamiento de
titulos de propiedad, se levantan estructuras permanentes. En este punto, la
comunidad toma el nombre de “pueblo joven”. Con el tiempo, con una mayor
infraestructura de carreteras, con instalacién de agua y desagiie en toda la
comunidad, se conectan con secciones ya establecidas de la ciudad y pasan a
llamarse “urbanizaciones” (Naquira, 2014). En los “pueblos jévenes”, la
mayoria de los residentes trabajan como temporeros en los campos y las
industrias cercanas a la ciudad. Como ya se ha comentado, los temporeros
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trabajan en focos activos de Chagas por lo que ademas de infectarse, pueden
transportar con ellos a las ciudades animales, también infectados, vy
triatominos. Los patrones genéticos que se encuentran en la ciudad de
Arequipa indican que hay un flujo constante de nuevas invasiones de T.
infestans procedentes de otras zonas ya que hay una alta riqueza alélica
(Khatchikian et al., 2015). Las viviendas que se localizan en las “urbanizaciones”
suelen estar construidas de ladrillo, mientras que las que se localizan en barrios
menos asentados o de reciente construccion suelen ser de sillar, una roca
volcanica. El material de las viviendas condiciona las tasas de infestacion
domiciliares por lo que en los barrios mds asentados estas tasas rondan el 3-
9% vy en los barrios mas recientes se sitlan entre el 17 y 21%, ya que los
materiales de construccion son favorables para la domiciliacién del triatomino.
Los factores demograficos también afectan a la epidemiologia, en las zonas
recientemente ocupadas la alta densidad de domicilios y de poblacién favorece
la diseminacion del vector entre las casas (Bowman et al., 2008) (Figura 15).

Punto A Punto B Punto C

Figura 15: Imagenes de viviendas construidas en la periferia de Arequipa, que va desde el punto A, en el que
se encuentran las recientemente erigidas, en los bordes del cerro, hasta las de la zona urbanizada del distrito
Mariano Melgar (punto C), y una zona intermedia (punto B) que incluye “pueblos jévenes”. Imagen adaptada

de (Naquira, 2014).

La cria de animales domésticos en estos asentamientos favorece las
reinfestaciones desde los peridomicilios, donde se encuentran los corrales
(Cecere et al., 1997). El cerdo actla como reservorio de la enfermedad de
Chagas y es uno de los principales animales domésticos en estas zonas
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periurbanas. La presencia de los cerdos es determinante en la infestacion por
T. infestans, las casas que tienen corrales cercanos con estos animales es mas
probable que sean infestadas y cuando lo hacen, albergan dos veces mas
vectores que el resto de domicilios. Ademds, el habito de los cerdos de
apoyarse contra los muros del corral facilita la alimentacidn y el crecimiento de
las poblaciones de triatominos (Levy et al., 2006).

Las invasiones bioldgicas tienen consecuencias ecoldgicas, econdmicas
y de salud publicas devastadoras, en el caso de Arequipa, esta invasion ha
generado una crisis de salud publica que ha puesto en riesgo de infeccion por
T. cruzi a miles de residentes de esta ciudad, siendo necesaria una gran
campafia de control vectorial, con los costes econdémicos que esto acarrea
(Foley et al., 2013). La combinacion de un clima favorable, condiciones de
pobreza de los domicilios, la proximidad a los animales domésticos, junto con
la alta densidad de poblacién generan un clima ideal para la transmisiéon
vectorial periurbana en Pert de T. cruzi. Todos estos factores deben ser tenidos
en cuenta a la hora de desarrollar estrategias mas eficientes en la lucha de la
transmisién vectorial (Bowman et al., 2008).
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2.1 Material

Para este estudio se han procesado y analizado un total de 297
triatominos de los cuales 281 proceden de Perl y 16 proceden de paises
vecinos: Bolivia, Argentina, Chile y Colombia. Estos insectos se agrupan en 4
especies: T. infestans (129 ejemplares de los cuales: 113 son de Pert; 12 de
Bolivia; 2 de Argentina; y 2 de Chile); P. chinai (51 ejemplares de Peru), P.
geniculatus (14 ejemplares de Peru) y P. herreri (103 ejemplares de Peru)
(Figura 16) y (Tabla 3).

Los insectos procedentes de Peru fueron colectados, fijados en etanol
y enviados al Laboratorio de Parasitologia, Departamento de Parasitologia,
Facultad de Farmacia, Universitat de Valéncia por el equipo del profesor
Abraham Caceres del Instituto de Medicina Tropical (DAC), Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Perd. Los insectos
procedentes del resto de paises se han utilizado con fines comparativos y se
han obtenido de la coleccién de triatominos del Laboratorio de Parasitologia
de la Facultad de Farmacia de la Universitat de Valéncia, a cargo de la Doctora
Maria Dolores Bargues. Al igual que en el caso de Per( estos insectos se
encontraban fijados en alcohol
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Figura 16: Mapas politicos que muestran la procedencia y la distribucién de los materiales estudiados. Se
indican mediante diferentes formas y colores las especies analizadas en el presente estudio. Aparece
ampliado a la derecha el mapa politico de Peru en el que se observan qué ejemplares se han recogido en

cada uno de los departamentos del pais.
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Especie 'g E .
Pais o o Localidad n
. = 2 Procedencia Localidad, Distrito, Provincia, departamento
N¢ de ejemplares 5 §
| Género Triatoma

T. infestans - 432 La Tinguifia, La Tinguifia, Ica 12

Peru D 1476 Senccache — Concepcidn, Otoca, Lucanas, Ayacucho 3

N=113 D 1654 Kullumayo, Otoca, Lucanas, Ayacucho 4
D 1800 Maran, Pauza, Paucar del Sara Sara, Ayacucho 14
D 2810 Ayraranca, Pauza, Paucar del Sara Sara, Ayacucho 20
D 2800 Huanuco, Pauza, Paucar del Sara Sara, Ayacucho 2
- 2772 Pampatama, Tintany, Aymaraes, Apurimac 6
- 2979 Santa Isabel, Santa Rosa, Aymaraes, Apurimac 5
- 1617 VillalaJoya, La Joya, Arequipa, Arequipa 2
P 2250 7 deJunio, Sachaca, Arequipa, Arequipa 7
D 2268 Hunter, Hunter, Arequipa, Arequipa 4
- 2385 Mariano Melgar, Mariano Melgar, Arequipa, Arequipa 2
D 2430 Miraflores, Miraflores, Arequipa, Arequipa 1
D 2355 Allancay, Quechualla, La Unidn, Arequipa 2
D 2421 Quechualla, Quechualla, La Unidn, Arequipa 6
P 1439 San Francisco, Moquegua, Mariscal Nieto, Moquegua 12
- 2576 Matalaque, Matalaque, Sanchez Cerro, Moquegua 8
- 2576 Sahuanay, La Capilla, Sanchez Cerro, Moquegua 1
- 570 Tacna 1
- 570 Tacna 1

T. infestans P 2560 Sipesipe, Quillacollo, Cochabamba 2

Bolivia D,P,S 2555 Cotapachi, Quillacollo, Cercado, Cochabamba 3

N=12 p 817  Pozo del monte, Boyuibe, Cordillera, Santa Cruz 3
D 811  Benemerito, Boyuibe, Cordillera, Santa Cruz 1
D 1388 Mataral, Chuquisaca, Santa Cruz 1
p - (Colonias de laboratorio) Insectos capturados en Bolivia 2

T. infestans

Argentina p 97 Pampa del Indio, Chaco, General San Martin 2

N=2

T. infestans

Chile D 810  Cachiyuyo, borde de las provincias Atacama y Coquimbo 2

N=2

Género Panstrongylus

P. chinai p 12 Totumo, Matapalo, Zarrumilla, Tumbes 5

Peru - 65 Jibito, Querocotillo, Sullana, Piura 15

N=51 - 72 Sullana, Sullana, Piura 8
D 72 Sullana, Sullana, Piura 4
D 72 CP11, Tambo Grande, Tambo Grande, Piura 1
- 72 CP4, Tambo Grande, Tambo Grande, Piura 1
p 400  Nanchoc, Nanchoc, San Miguel, Cajamarca 2
D 2380 Ingenio, San Bernardino, San Pablo, Cajamarca 5
- 1164 Las Pampas, Chota, Cajamarca 1
- 104  Miguel Grau, Yurimaguas, Alto Amazonas, Loreto 7
- 1231 Pariacoto, Huaraz, Ancash 2

P. geniculatus - 468 (Hotel Barcelona) Bagua Grande, Bagua Grande, Utcumbamba, Amazonas 1

Peru D 214  Paujilzapa, Buenos Aires, Picota, San Martin 1

N=14 D 231 Nuevo control, Picota, Picota, San Martin 1
D 231  Aypefia, Picota, Picota, San Martin 1
D 1460 Puente Paucartambo, Villa Rica, Oxapampa, Cerro de Pasco 1
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- 1813 Pozuzo, Oxapampa, Cerro de Pasco 3
D 715 Rio Blanco, La Merced, Chancahmayo, Junin 1
p 620  Kimbiri, Kimbiri, La Convencién, Cusco 2
D 807  Catarata, Pichari, La Convencion, Cusco 1
D 3644 Buena gana, Anco, La Mar, Ayacucho 2
P. herreri D 707  Jaén, Jaén, Cajamarca 10
Peru D 1663 Tablabamba, Santo Domingo de la Capilla, Cutervo, Cajamarca 4
N=103 D 1700 La Esperanza, Pimpincos, Cutervo, Cajamarca 5
D 1744  Guayaquil, Pimpingos, Cutervo, Cajamarca 4
D 1790 Casa Blanca, Pimpingos, Cutervo, Cajamarca 4
- 1790 Casa Blanca, Pimpingos, Cutervo, Cajamarca 2
- 700  SanJuan de Chiple, Callayuc, Cutervo, Cajamarca 1
D 1797 San Juan de Dios, Callayuc, Cutervo, Cajamarca 2
- 1797 San Juan de Dios, Callayuc, Cutervo, Cajamarca 11
D 1849 Ellimdn, Callayuc, Cutervo, Cajamarca 2
D 1990 Playa hermosa, Callayuc, Cutervo, Cajamarca 5
D 2271 Puquio, Callayuc, Cutervo, Cajamarca 2
D 2171 Chirimoyo, Sinchimache, Cutervo, Cutervo, Cajamarca 2
- 2537 Sinchimache, Cutervo, Cutervo, Cajamarca 9
- 2257 Guayo, Querocotillo, Cutervo, Cajamarca 3
D 468  Seda Flor, Cajaruro, Utcumbaba, Amazonas 10
- 930  Galvez, Aramango, Bagua, Amazonas 5
- 950 La Palma, Aramango, Bagua, Amazonas 4
D 1245 Lonya Grande, Lonya Grande, Utcumbamba, Amazonas 1
2143 Copallin, Copallin, Bagua, Amazonas 3
- 130  Trus Alto, Chepen, Chepen, La Libertad 1
p 876  Nueva Unidn, Alfonso Alvarado, Lamas, San Martin 1
D 743 Lahuarpia, Jepelacio, Moyobamba, San Martin 1
- 1034 Nuevo Oriente, Jepelacio, Moyobamba, San Martin 1
- 2041 Chimu, Moyobamba, Moyobamba, San Martin 10

Tabla 3: Especies estudiadas de ejemplares procedentes de PerU y de paises vecinos. Se ordenan los insectos
por género: Triatoma y Panstrongylus. Se indica: total de ejemplares estudiados de cada especie y pais (N);
ecotopo del que provienen (ambiente), D= Domicilio, P= Peridomicilio; procedencia (localidad); y nimero de

ejemplares analizados en cada una de las localidades geogréficas (n).

2.2 Métodos

2.2.1 Seleccién de marcadores moleculares

Para la identificacion y clasificacion de triatominos se utilizan
marcadores moleculares del ADNr nuclear y del ADNmt. La eleccién de uno u
otro tipo de marcadores se justifica por las caracteristicas diferenciales que
poseen, puesto que aportan diferente informacion.
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De acuerdo a los objetivos del trabajo, la combinacién de los
marcadores del ADNr y del ADNmt proporcionardn la informacién que
permitira el desarrollo de los mismos. Se han utilizado 3 marcadores del ADNr:
los espaciadores transcritos internos ITS-1 e ITS-2 y la region intergénica
completa del ADNr que comprende ITS-1, 5.8S e ITS-2. Ademas, se analizan 5
marcadores del ADNmt: 16S, ND1, COIl, Cyt b y la regién intergénica
comprendida entre los genes ND1 y Cytb.

2.2.1.2 Marcadores ribosomales nucleares

Los marcadores del ADNr nuclear presentan una serie de
caracteristicas que los hacen ideales para los estudios de relaciones
filogenéticas a nivel de género, especie y subespecie. Este tipo de marcadores,
como ya se ha comentado, han sido ampliamente utilizados en estudios de
triatominos.

Se analiza por primera vez la region intergénica completa de especies
de triatominos halladas en Perd como: P. chinai, P. geniculatusy P. herreri.

2.2.1.3 Marcadores mitocondriales

Los marcadores del ADNmt presentan una evolucién mas rapida que
los marcadores del ADNr nuclear y por eso se utilizan en analisis de relaciones
filogenéticas a nivel de subespecies, poblaciones e hibridos.

En el presente estudio se analizan por primera vez genes completos de
triatominos como Cyt b y ND1 y la regién intergénica situada entre ambos.
Ademas, se analizan fragmentos de genes como COl y 16S.

2.2.2 Extraccion del ADN

Para la extraccion de ADN, se utilizaron patas de ejemplares fijados en
etanol al 70% y en algunos casos, en los que las patas no tenian suficiente
musculatura o los resultados eran negativos, se utilizé la musculatura del torax.
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La extraccion se llevé a cabo con el kit comercial InstaGene Matrix de
Bio-Rad, siguiendo el protocolo para extraccion de ADN de tejidos
proporcionado por el fabricante.

El proceso de extraccién se basa en el empleo de una matriz que
retiene los productos generados de la lisis celular permitiendo asi la obtencidn
de un extracto de ADN de un modo mas rdpido y sencillo que la extraccidn
clasica fenol-cloroformo.

Antes de realizar la extraccion, se trituran las muestras con ayuda de
una tijera para que los reactivos del kit puedan acceder mas facilmente a la
musculatura de la cual se extrae el ADN. El proceso de extraccion de ADN
consiste en:

1. Afadir 150 pl de la matriz al tubo eppendorf con el material
bioldgico.

Incubar a 56°C, con agitacién durante 30 minutos.

Incubar en agua en ebullicién durante 8 minutos.

Agitar en un voértex durante 10 segundos.

A

Centrifugar durante 3 minutos a 13.000 revoluciones por

minuto (rpm).

6. Tomar el sobrenadante, con precaucién de no arrastrar el
precipitado que contiene la matriz, restos celulares (parte del
exoesqueleto de quitina) y pasarlo a otro eppendorf
previamente rotulado y autoclavado.

7. Conservar congelado a -20°C.

2.2.3 Amplificacion por PCR de los marcadores moleculares

Las secuencias de los marcadores moleculares de cada muestra fueron
amplificadas mediante la reaccién en cadena de la polimerasa PCR.

Los oligonucledtidos cebadores o primers utilizados para la reaccién se
unen a zonas conservadas que flanguean la secuencia analizada. Los cebadores
empleados en el estudio del ADNr fueron disefiados en posiciones conservadas
de los genes 18Sy 28S (Bargues & Mas-Coma, 1997; Bargues et al., 2002, 2002,
2006). Para el disefio de los cebadores del ADNmt se partié del genoma
mitocondrial completo de T. dimidiata (Dotson & Beard, 2001) y de la
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compilacion de cebadores conservados para PCR en animales llevada a cabo
por Simon y colaboradores (2006) y ademas, se utilizé la herramienta Primer
Desing del NCBI Centro de Informacion Biotecnolégica de la Biblioteca Nacional
de Medicina de EEUU del inglés National Center for Biotechnology Information
U.S. National Library of Medicine para avances en ciencias y salud que provee
el acceso a informacién gendmica y biomédica. Muchos de los cebadores y las
condiciones de PCR utilizadas fueron obtenidos a partir de la bibliografia como
es el caso del gen 16S en el que para todas las especies tanto los cebadores
como las condiciones de reaccion fueron las mismas (Lyman et al., 1999; Ceretti
et al., 2008; Segura et al., 2009). La forma de obtencion del gen ND1 es
diferente en funciéon de la especie estudiada y del estado del ADN puesto que
se obtiene en una sola reaccion o se necesitan varias reacciones con diferentes
combinaciones de cebadores y condiciones (Mas-Coma & Bargues, 2009). Para
el gen COI debido a la dificultad en el disefio de cebadores especificos se han
utilizado parejas universales (Folmer et al., 1994). El gen Cyt b se obtiene por
partes pero la combinacion de cebadores es distinta en funcién de la especie
(Lyman et al.,, 1999; Monteiro et al., 2003; Pfeiler et al., 2006; Patterson &
Gaunt, 2010; Ceballos et al., 2011; Justi et al., 2014). Para la regién intergénica
gue separa los genes Cyt b y ND1 se han utilizado genomas mitocondriales
completos de otras especies ademas del de T. dimidiata (Li et al., 2011)

La mezcla de reaccion de PCR utilizada tiene un volumen total de 25ul
y una composicion constante (Tabla 4).

Mezcla de reaccion de PCR

Componentes Concentracion Volumen
Mezcla de reaccién:
Tampén * 2,5 uL
MgCI2 50 mM 2,0 uL
DNTPs  (Desoxirribonucleétidos  trifosfato: 2 uM (de cada uno) 5,0 uL
adenina, citosina, guanina, timina)
Cebadores 10 uM /cebador 0,5 pL /cebador
Polimerasa** 5U -1 0,3 L
ADN Superior a 10 ng pl-1 6,0 uL
Agua c.s.p. 25 uL

Tabla 4: Composicion de la mezcla de reaccion de PCR utilizada. *Tampdn Tris-HCL 50mM. pH: 8.0; NaCl
100mM; EDTA (Acido etilendiaminotetraacético) 0,1mM: DTT 1mM; Glicerol 50%; Tritén X-100 1%. **

Biotools ADN polymerase 1000 Units 5 U pl-1 de Biotools.
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La reaccion se realizé indistintamente en los termocicladores
MiniCycler™ PT-150 (MJ Research, USA), Mastercycler Epgradient (Eppendorf,
USA) y termociclador Mastercycler Epgradient (Eppendorf, USA).

Los programas utilizados para la amplificacién de los marcadores
moleculares fueron:

ITS-1: 1) 4 minutos a 94°C; 2) 40 segundos a 94°C; 3) 45 segundos a
55°C; 4) 40 segundos a 72°C; 35 ciclos repetitivos de los pasos 2 a 4; 5) 4
minutos a 72°C; 6) descenso y mantenimiento a 4°C.

ITS-2 opcidén a*: 1) 4 minutos a 94°C; 2) 40 segundos a 94°C; 3) 45
segundos a 50°C; 4) 40 segundos a 72°C; 30 ciclos repetitivos de los pasos 2 a
4;5) 4 minutos a 72°C; 6) descenso y mantenimiento a 4°C.

ITS-2 opcién b*: 1) 3 minutos a 94°C; 2) 1 minuto a 94°C; 3) 1 minuto
a 52,2°C; 4) 40 segundos a 72°C; 30 ciclos repetitivos de los pasos 2 a 4; 5) 10
minutos a 72°C; 6) descenso y mantenimiento a 4°C.

16S: 1) 5 minutos a 95°C; 2) 1 minuto a 95°C; 3) 1 minuto a 50°C; 4) 1
minuto a 72°C; 35 ciclos repetitivos de los pasos 2 a 4; 5) 10 minutos a 72°C; 6)
descenso y mantenimiento a 4°C.

ND1 opcién a*: 1) 3 minutos a 94°C; 2) 30 segundos a 94°C; 3) 1 minuto
a48°C; 4) 2 minutos a 72°C; 35 ciclos repetitivos de los pasos 2 a 4; 5) 4 minutos
a 72°C; 6) descenso y mantenimiento a 4°C.

ND1 opcién b*: 1) 30 segundos a 94°C; 2) 30 segundos a 94°C; 3) 45
segundos a 50°C; 4) 1 minuto y 30 segundos a 72°C; 40 ciclos repetitivos de los
pasos 2 a 4; 5) 5 minutos a 72°C; 6) descenso y mantenimiento a 4°C.

COl: 1) 2 minutos a 94°C; 2) 1 minuto a 94°C; 3) 1 minuto a 50°C; 4) 3
minutos a 72°C; 30 ciclos repetitivos de los pasos 2 a 4; 5) 2 minutos a 72°C; 6)
descenso y mantenimiento a 4°C.

Cyt b primera parte del gen: 1) 3 minutos a 94°C; 2) 1 minuto a 94°C;
3) 45 segundos a 55°C; 4) 1:30 minutos a 72°C; 35 ciclos repetitivos de los pasos
2 a 4;5) 7 minutos a 72°C; 6) descenso y mantenimiento a 4°C.

Cyt b segunda parte del gen: 1) 3 minutos a 94°C; 2) 1 minuto a 94°C;
3) 1 minuto a 50 °C; 4) 1:30 minutos a 72°C; 35 ciclos repetitivos de los pasos
2 a 4;5) 10 minutos a 72°C; 6) descenso y mantenimiento a 4°C.

*En funcion de la especie y de la calidad del ADN del insecto se escogio
un programa u otro. En el caso del ITS-2 la diferencia principal es la temperatura
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de melting dptima (Tm) en funcion de la especie. En el caso de ND1 en funcidn
de la calidad del ADN o de la especie la reaccién de PCR se llevaba a cabo en un
solo paso (opcidén a) o en 2 (opcién b).

2.2.4 Electroforesis en gel de agarosa

La finalidad de realizar una electroforesis es por una parte, verificar el
éxito de la PCR, comparando la movilidad del fragmento amplificado con un
control positivo y un fragmento de peso molecular conocido, y por otra,
estimar la cantidad aproximada del amplificado obtenido en la reaccién de PCR
en funcion de la intensidad de la banda.

Para realizar la electroforesis se prepara un gel de agarosa al 1% en
tampdn TAE, al que le afiade 0,3 pL de una solucion de bromuro de etidio de
10 mg/ml. Se carga en cada pocillo 4 uL de muestra previamente mezclada con
2 uL de un tampon de carga a base de glicerina, azul de bromofenol y EDTA. La
electroforesis se realiza a 60 W constantes durante 60 minutos.

El resultado de la electroforesis se observa a través de un iluminador
ultravioleta (UV) (Figura 17). El bromuro de etidio es un agente intercalante
gue se une a los fragmentos de ADN y al exponerlo a la luz ultravioleta emite
fluorescencia y permite ver las bandas del amplificado.

Figura 17: Gel de agarosa visto a través de un iluminador de luz UV. Véanse las bandas de ADN amplificadas

con fluorescencia de color rosa.
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2.2.5 Purificacién de los productos de PCR

El objetivo de este paso es obtener una solucién concentrada de alta
pureza del fragmento amplificado, eliminando los restos de cebadores,
nucledtidos, sales, etc.

En la mayoria de los casos se obtenia una sola banda del amplificado y
la purificacién era llevada a cabo mediante el kit comercial Ultra Clean ® (MoBio
Laboratories, USA), siguiendo el protocolo facilitado por el fabricante. El
fundamento de este método de purificacién es retener el ADN en una
membrana de silice y arrastrar el resto de sustancias presentes en la PCR.

Para realizar la purificacion, en primer lugar, se adiciona al producto de
PCR una solucién de sales de pH adecuado (6-7,5) para retener solamente los
fragmentos de ADN mayores a 60 pares de bases (pb) con lo que se eliminan
los cebadores, ademas de los dNTPs, la enzima y los constituyentes del tampdn
reaccion. A continuacion, se hace pasar por la membrana una solucion de
lavado que contiene etanol para eliminar las trazas de sustancias no deseadas
o0 contaminantes que puedan quedar. Por ultimo, el ADN es liberado de la
membrana afladiendo tampdn Tris 10mM y se conserva congelado a -20°C.

En caso de que en lugar de una banda durante la electroforesis
aparecieran dos o mas, se procedia a la purificacidn, directamente en gel de
agarosa, de la banda seleccionada de acuerdo con el peso molecular esperado
utilizando el kit comercial Ultra Clean ® 15 DNA Purification kit (From Agarose
Gels and Solutions) (MoBio Laboratories, USA), siguiendo el protocolo facilitado
por el fabricante. El fundamento de este método es el mismo que el anterior
pero con un paso previo en el que se rompen los enlaces de hidrégeno de la
agarosa mediante sales y calor y el ADN liberado es extraido en silice.

2.2.6 Cuantificacién y determinacién de la pureza del ADN

Tanto la concentracion de ADN como su pureza son medidas
espectrofotométricamente en una dilucién de la muestra al 5% en agua
autoclavada.
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A partir de la absorbancia a 260nm (nandmetros) de longitud de onda
se calcula la concentracién de ADN en ug/mly a 280 nm se determina la pureza
de la muestra. La relacion Ayeo/Aaso Se encuentra en torno a 1,8 cuando el ADN
es puro. Valores por debajo de 1,6 indican contaminacién por proteinas y no es
aconsejable la secuenciacion en este caso, pues no se obtienen buenos
resultados.

2.2.7 Clonacion de fragmentos de ADN en bacterias de E. coli DH5a.

En los casos en los que la secuenciacion directa de los fragmentos de
ADN amplificados dio malos resultados, obteniéndose secuencias con doble
sefial e imposibles de interpretar, se recurrié a la clonacién de estos
fragmentos. Este tipo de interferencias en la secuenciacién aparecen cuando
durante la PCR se amplifican, ademas de la secuencia correcta, otras secuencias
donde los cebadores se unen de forma inespecifica. Para solucionar este
problema, se llevd a cabo la clonacion en bacterias, que permite obtener la
secuencia a partir de una Unica copia del fragmento de ADN amplificado,
eliminando asi las interferencias causadas por las amplificaciones inespecificas.

El protocolo seguido para la clonacidn consta de las siguientes etapas:

1) Ligacion: El fragmento de ADN amplificado y purificado se introduce en un
vector de clonacion, en este caso el plasmido comercial Pgem-T (Pgem-T
Easy Vector System |, Promega). Siguiendo el protocolo del fabricante se
prepara la siguiente mezcla de ligacion: 1ul de plasmido (50ng/ul), 5 ul de
buffer de ligacion (2x), 1-2 ul de ADN (inserto), 1 wl ADN ligasa (3
unidades/ul), agua hasta un volumen total de 10 ul. La reaccién de ligacidn
se completa en 2 horas a temperatura ambiente.

2) Transformacion: El proceso de transformacién consiste en introducir el
vector (el plasmido con el inserto) en células competentes (capaces de
captar ADN) de Escherichia coli de la cepa DH5a.. El método utilizado para
la transformacidn en este caso fue el shock térmico. Para ello, se afiaden
100 ul de células competentes a la mezcla de ligacion anterior, se
mantienen durante 30 minutos en hielo y posteriormente se pasan a 37°C
durante 5 minutos, este cambio brusco de temperatura produce el cierre
de los poros en la membrana celular de las bacterias, quedando el vector
en el interior de las células. A continuacion, se afiade a las células 1 ml de
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medio de cultivo LB liquido y se incuban durante 1 hora a 37°C con
agitacion ligera para promover su crecimiento, antes de pasarlas a un
medio sélido. Una vez transformadas las bacterias se siembran en placas
agar LB S-Gal con ampicilina. En este medio solamente son capaces de
crecer aquellas bacterias que han captado el pladsmido, que contiene un
gen de resistencia a la ampicilina. Ademas, el medio de cultivo LB S Gal es
un medio selectivo, ya que contiene galactosa que solamente puede ser
metabolizada por aquellas bacterias que contienen el plasmido sin inserto
de ADN, puesto que el inserto se introduce dentro de un gen que codifica
para una enzima necesaria para la metabolizacion; como resultado, las
colonias que no contienen inserto son de color azul (a causa de un
metabolito de la galactosa), mientras que las que si contienen inserto son
de color blanco. Las placas se mantienen durante 24 horas a 37°C.

3) Separacién de clones: A partir de colonias aisladas crecidas en las placas de
agar se hacen cultivos en medio LB liquido para obtener mayor cantidad
del inserto de ADN. Tras dejarlas crecer durante 24 horas a 37°C, se
procede a la extraccion del ADN plasmidico de las bacterias mediante un
proceso de lisis de las células y posterior purificacion que en este caso se
llevo a cabo con el kit comercial UltraClean® Estandar Mini Plasmid Prep
Kit (MoBio Laboratories, USA). Los purificados quedan listos para la PCR de
secuenciacion que se describe a continuacién (Figura 18).

ADN dador del gen
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l e o o o o l
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bacteriano dio con antibiético
O \.‘," 7
clonado ‘ & &»
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sélo crecen las recombinantes
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clon
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Figura 18: Esquema del proceso de clonacién de fragmentos de ADN.
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2.2.8 Secuenciacion del ADN

Las secuencias de bases nitrogenadas correspondientes a los
fragmentos de ADN amplificados, purificados y cuantificados se obtienen por
un método de secuenciacidon automatica.

La secuenciacién de ADN consiste en realizar una PCR con un Unico
cebador, afiadiendo a la mezcla de reaccién didesoxinucledtidos (ddNTPS)
marcados con distintos fluoréforos para cada base nitrogenada; al ser
incorporados por la polimerasa, estos ddNTPs detienen la sintesis de la cadena
en crecimiento, puesto que impiden la adiciéon del siguiente nucledtido. El
resultado de la PCR serd una coleccion de fragmentos de diferente longitud
terminados en un ddNTP fluorescente. Al someter esta mezcla a una
electroforesis capaz de discriminar diferencias de tamafio de un solo
nucledtido, es posible detectar mediante un lector de fluorescencia, la
secuencia de sefiales fluorescentes, que se correspondera con la secuencia de
bases nitrogenadas.

Los reactivos utilizados pertenecen al kit comercial Big Dye®
Terminator v3.1., la mezcla de reaccidén se muestra en la Tabla 5:

Mezcla de reaccion de PCR de marcaje
Componente | Concentracién Volumen
Big Dye * 1ul
Tampén * 1,5 ul
Agua 1,5 ul
Cebador 5uM 1ul
Agua c.s.p. 10 pl

Tabla 5: Composicién de la PCR de marcaje. *Mezcla de reactivos y tampdn pertenecientes al kit comercial:
Big Dye ® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA). ** Dependiendo del tamafio del
fragmento a secuenciar se requiere una cantidad de ADN determinada, en este caso 1000ng: el volumen

afiadido dependera de la concentracién de la muestra, con un méaximo de 5 pl.
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Pueden diferenciarse dos etapas en este proceso en cuanto al lugar de
realizacion, puesto que la PCR se lleva a cabo en el laboratorio de Parasitologia
de la Facultad de Farmacia de la Universitat de Valéncia, y la electroforesis y la
obtencion del cromatograma de la secuencia se realiza en el Servicio de
Secuenciacién del SCSIE (Servicio Central de Soporte a la Investigacidn
Experimental) de la Universitat de Valéncia, donde se utiliza el equipo ABI 3730
XL de Applied Biosystems.

2.2.9 Andlisis de las secuencias

En primer lugar se obtuvo para cada muestra la secuencia consenso de
las lecturas de los dos cebadores utilizando el programa informético FinchTV
versién 1.5.0 (Geospiza, http://www.geospiza.com/finchTV).

El alineamiento y analisis de las secuencias se llevd a cabo con el
programa MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016), las secuencias del ADN ribosomal se
alinearon a mano y las del ADNmt mediante el algortimo ClustalW (Thompson
et al.,, 2002). Mediante este programa se comparan las secuencias obtenidas
entre ellas y con secuencias extraidas de bases de datos de ADN, los genes
codificantes de proteinas se traducen a secuencias aminoacidicas y se calcula
la longitud, composicién y variabilidad [mutaciones e indels (inserciones y
deleciones)] de cada secuencia.

Para identificar las secuencias obtenidas, una vez estan limpias y
alineadas se lanzan al programa BLAST (Basic Local Alignmet Search Tool) de la
pagina web del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica de EEUU
(National Center of Biotechnology Information, NCBI) (Altschul et al., 1990,
1997; Gish & States, 1993; Madden et al., 1996; Zhang & Madden, 1997; Zhang
et al., 2000; Morgulis et al., 2008; Camacho et al., 2008; Boratyn et al., 2012)
para que encuentre homologias entre las secuencias introducidas y las
depositadas en las bases de datos genéticas.
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2.2.10 Analisis de genética poblacional

Para el anadlisis de la variabilidad genética intraespecifica e
intrapoblacional de la especie T. infestans se han utilizado los siguientes
programas: DNAsp v.5.10.1 (Librado & Rozas, 2009); Arlequin v.3.5.2.2
(Excoffier, 2005; Excoffier & Lischer, 2010); Network v.4.6 (Fluxux Technology
Ldt.,http:/www.fluxus-engineering.com); 'y PopART (http:/www.popart
.otago.ac.nz).

El programa DNAsp v.5.10.1 (Librado & Rozas, 2009) se ha utilizado
para el cdlculo de los pardmetros Hd (diversidad haplotipica) (Nei, 1987), it
(diversidad nucleotidica expresada como el nimero medio de diferencias
nucleotidicas por sitio entre dos secuencias) (Nei, 1987),k (media de las
diferencias nucleotidicas entre secuencias) (Tajima, 1983) y S (numero de sitios
segregantes, lugares polimorficos).

2.2.10.1 Test de neutralidad

Para determinar la historia demografica de la poblacion se realizaron
test de neutralidad. De esta forma se puede determinar si la poblacion se
encuentra en una situacion de deriva genética, equilibrio o esta de acuerdo a
lo esperado segun la teoria neutral (Kimura, 1983). La hipdtesis nula o teoria
neutral afirma que la evolucién de una poblacion es debida fundamentalmente
a mutaciones y no a cambios adaptativos de las secuencias. La probabilidad de
reemplazo de un nucledtido por otro en una secuencia solo depende de la tasa
de mutacion, jugando la seleccién un papel minoritario y reservado a la
eliminacion de variantes deletéreas (Kimura, 1968).

Mediante el programa Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier, 2005; Excoffier &
Lischer, 2010) se calcularon los test de neutralidad: D de Tajima (Tajima’s D)
(Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu’s S) (Fu, 1997). D de Tajima se basa en las
diferencias entre la diversidad nucleotidica () y los sitios segregantes. En una
situacién de evolucion neutral (sin seleccién, ni recombinacién, ni subdivision
poblacional y sin cambios en el tamafio poblacional) el valor D de Tajima sera
igual a cero. Si D presenta valores positivos es indicativo de una seleccion
positiva, equilibradora o una reduccion del tamafio poblacional. Si D presenta
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valores negativos es indicativo de que la muestra estd sufriendo una expansién
poblacional tras una situacion de cuello de botella. Fs de Fu (Fu, 1997) utiliza la
informacién de la distribucién de la frecuencia haplotipica en la muestra. El test
calcula la probabilidad de observar una muestra aleatoria con un nimero de
singletons igual o inferior a los observados con un nivel de diversidad dado. El
test se basa en el modelo de mutaciones infinitas, y asume que todos los alelos
son selectivamente neutros. Valores negativos de F son causados por un exceso
de singletons debido a un evento de expansién poblacional. Valores positivos
de F indican un déficit de singletons, debido a un reciente cuello de botella o
un seleccion dominante (Ramos-Onsins & Rozas, 2002; Joyce et al., 2003;
Holsinger, 2010).

2.2.10.2 Anélisis de varianza molecular AMOVA

Los analisis de varianza molecular AMOVA (Excoffier et al, 1992),
fueron obtenidos mediante el programa Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier, 2005;
Excoffier & Lischer, 2010). Estos andlisis incorporan informacion de la
divergencia haplotipica como un analisis de la varianza derivada de una matriz
de distancia genética entre todos los pares de haplotipos. El AMOVA permiten
observar la estructura genética de la poblacién, estimar el porcentaje de
variacion asociado a cada nivel poblacional y determinar los indices de fijacion
(@) Weir & Coockerham (1984) que reflejan la correlacién entre la diversidad
haplotipica y los diferentes niveles de subdivision jerarquica: ®¢r (asociado a la
variacion de los individuos entre los grupos), ®sr (asociada con la variacién de
individuos dentro de poblaciones), y ®sc (asociada a la variacién entre
poblaciones) (Holsinger & Weir, 2009) con una significancia estadistica de
1.000 permutaciones, para cada uno de los indices. Los individuos se
estructuraron jerdrquicamente en tres niveles de mayor a menor tamafio: i) en
el primer nivel se dividen en dos grandes grupos segun su procedencia
geografica; ii) en el segundo nivel se dividen en paises; y iii) en el tercer nivel se
estudian los individuos dentro de cada poblacion.
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2.2.10.3 Redes de haplotipos

La construccion de la red de haplotipos (Network) se llevé a cabo
mediante el método Median-Joining (Bandelt et al, 1999) utilizando los
programas Network v.4.6 (Fluxux Technology Ldt., http:/www.fluxus-
engineering.com) y el programa PopART (http:/www.popart.otago.ac.nz). Las
redes se construyen para representar las relaciones dentro de una especie
(Posada & Crandall, 2001). Estos programas permiten elaborar mediante
parsimonia estadistica redes filogenéticas a partir de secuencias de ADN o de
matrices de distancias nucleotidicas, estimando el maximo numero de
diferencias entre haplotipos como resultados de sustituciones individuales con
un 95% de confianza.

2.2.11 Analisis filogenéticos

Los analisis filogenéticos para especies y haplotipos del género
Panstrongylus se llevaron a cabo sobre conjuntos de datos o matrices en las
que se combinan varios genes y/o marcadores. Las matrices que se
conformaron para los analisis fueron: 1) solo genes mitocondriales (16S, ND1,
COl'y Cyt b); 2) solo genes nucleares (ITS1, ITS2); 3) mixta con los marcadores
ITS2 y Cyt b, la cual nos permitiria comparar nuestros resultados con los
obtenidos anteriormente (Sempertegui-Sosa, 2012); y una ultima matriz con
toda la informacién nucleotidica obtenida en este trabajo de genes nucleares y
mitocondriales (ITS-1, ITS-2, 16S, ND1, COI, Cyt b).

Puesto que se utilizaban matrices combinadas de varios marcadores,
se considerd la utilizacion de varias particiones, con la posibilidad de que cada
cada una de ellas tuviera sus propias tasas evolutivas, frecuencias y/o
posiciones invariables. Para poder elegir las opciones mas adecuadas para el
estudio de estas matrices de datos, utilizamos el programa PartitionFinder 2
(Lanfear et al., 2016) que valora cual el esquema de particiones que mejor se
ajusta a los datos obtenidos para cada particion en funcién de los criterios AIC
(Akaike Information Criterion) (Akaike, 1973), AlCc (corrected Akaike
Information Criterion) (Hurvich & Tsai, 1993) o BIC (Bayesian Information
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Criterion) (Schwartz, 1978). Las combinaciones de datos que se le dieron al
programa fueron:

i. Todoslos marcadoresy genes juntos: (ITS-1, ITS-2, 16S, ND1, COI, Cyt
b)

ii. Todos los marcadores y genes por separado: (ITS-1) (ITS-2) (16S)
(ND1) (COl) (Cyt b)

iii. Marcadores nucleares juntos por un lado (ITS-1, ITS-2) y genes
mitocondriales juntos por otro (16S, ND1, COl, Cyt b)

iv. Marcadores nucleares separados (ITS-1) (ITS-2) vy genes
mitocondriales juntos (16S, ND1, COl, Cyt b)

v. Genes nucleares juntos (ITS-1, ITS-2) y mitocondriales separados
(16S, ND1, COlI, Cyt b)

Para la reconstruccion filogenética se utilizaron métodos
probabilisticos basados en caracteres como son el de maxima verosimilitud
(maximum likelihood) (MV) (Edwards et al., 1964; Felsenstein, 1981) y el de
inferencia Bayesiana (IB) (Swofford et al., 1996; Holder & Lewis, 2003). Estos
métodos tienen en cuenta los cambios que ocurren en cada posicién del
alineamiento, y hacen por tanto, un uso mas eficiente de la informacién
(Swofford et al., 1996).

El método MV trata de inferir la historia evolutiva mas probable
utilizando el modelo evolutivo mds adecuado en cada matriz. El principio MV
se define como la probabilidad de que un modelo de evolucién dado (en este
caso de nucledtidos) y una historia evolutiva hipotética (el arbol) hayan dado
lugar a los datos observados (alineamiento de secuencias) (Felsenstein, 1981).
El arbol MV es aquel que tiene la mayor probabilidad de haber generado los
datos observados vy, por tanto, se prefiere como hipdtesis filogenética. Para
asegurar que el arbol generado es el de maxima verosimilitud se realizan 1.000
busquedas heuristicas mediante el método Bootstrap para asi, explorar de
forma mas eficiente el conjunto de arboles posibles. Para el célculo de la
verosimilitud total del arbol primero, se calcula la verosimilitud de forma
independiente para cada posicion del alineamiento y después, se suman los
logaritmos de las verosimilitudes para cada sitio (Huelsenbeck & Crandall,
1997). Para la obtencion del drbol MV se utilizd el programa RAXML v8.1.7
(Randomized Axelerated Maximum Likelihood) (Stamatakis, 2014) al cual se le
introducen las particiones y el modelo evolutivo éptimo dado por el programa
PartitionFinder 2 (Lanfear et al., 2016).
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La IB en filogenia se obtiene mediante en el cdlculo de la probabilidad
posterior de un arbol, esto es, la probabilidad de que dicho arbol sea correcto
dados unos datos y un modelo. Para la IB se utilizan algoritmos MCMC (Markov
Chain Monte Carlo) para obtener una aproximacion de la distribucion de
probabilidad posterior, parten de un arbol al azar y realizan cierto nimero de
visitas a arboles concretos (Hastings, 1970). Los algoritmos MCMC modifican
ligeramente una de las variables del drbol inicial y evalian el nuevo darbol, el
cambio se acepta o se rechaza en funcion del valor de la razén entre las
probabilidades posteriores de los estados actual y anterior. Tras un tiempo
suficiente, se espera que la cadena MCMC muestree cada valor de topologias,
longitudes de ramay parametros del modelo un nimero de veces proporcional
a su probabilidad posterior. Para realizar el arbol IB se utilizd el programa
MrBayes (Ronquist et al., 2009) que implementa cuatro cadenas MCMC para
calcular el soporte estadistico y para evitar que las cadenas se queden en
maximos locales y asegurar asi que el arbol generado sea el que de la
probabilidad posterior mas elevada.

Una vez obtenidos los arboles de MV e IB, para poder ser visualizados
y editados, se utilizd el programa FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk
/software/figtree/).
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3.1 Caracteristicas generales de T. infestans

T. infestans conocido comuUnmente en Perud con el
nombre de Chirimacha (Herrer, 1955), que en el vocablo
guechua significa borracho por el frio (Guevara et al.,
2011), es el vector de la enfermedad de Chagas

considerado responsable de la mitad de los casos
humanos en todo el mundo, ya que es la especie mejor
adaptada al ambiente doméstico (Lent & Wygodzinsky, Figura 19: Hembra adulta de
1979; Bargues et al., 2006) (Figura 19). Triatoma infestans.

3.1.1 Origen y dispersién

T. infestans fue citado por primera vez en Bolivia. Los Doctores Torrico y
Dias (1943) citan como Artur Neiva en 1916 describié “vinchucas”, infectadas
la mayoria de ellas por flagelados, en el departamento de Potosi (en los Andes
Bolivianos). Torrico y Dias (1943) expusieron que estos triatominos hallados en
Bolivia eran T. infestans y los describieron ademds, como los insectos
domeésticos mas ampliamente difundidos en el pais, especialmente en los
ranchos rurales (Torrico & Angel, 1950). La abundancia de T. infestans en los
domicilios de Bolivia era tal, que en treinta minutos tres personas fueron
capaces de capturar en un solo punto 1.628 parasitos de todos los estadios
(Torrico y Dias (1943).

Existen 2 hipdtesis sobre el origen geografico de T. infestans, ambas lo
sitian en Bolivia aunque difieren en el drea concreta. La hipdtesis cldsica lo
sitUa en los Andes y la mas reciente, lo sitla en el Chaco (Figura 20).

107



Capitulo 3: Caracterizacion genética de T. infestans de Peru

Key
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Figura 20: Mapa de Bolivia en el que aparecen marcados con puntos los origenes geograficos propuestos
para la especie Triatoma infestans. En azul, se marcan los puntos pertenecientes a los valles de Cochabamba
(Andes) origen propuesto por la hipotesis cldsica y en rojo, se marca el Chaco Boliviano lugar de origen segin

la nueva hipdtesis (Noireau et al., 2005).

La hipdtesis clasica sitla el origen de la especie en los valles de
Cochabamba que se localizan en los Andes Bolivianos (Usinger et al., 1966;
Noireau et al.,, 1999, 2005; Panzera et al., 2004; Bargues et al., 2006), ya que
en esta zona fueron descritas por primera vez poblaciones silvestres de T.
infestans en pilas de rocas asociadas a cerdos guineanos (Galea musteloides)
(Torrico, 1946); y porque existen diversos trabajos que apoyan la teoria
utilizando diferentes herramientas: isoenzimaticas (Dujardin et al., 1998),
cromosomicas (Noireau et al., 1999) citogénesis (Panzera et al., 2004; Bargues
et al., 2006), secuenciacién del ADN ribosomal (Bargues et al, 2006) y
secuenciacion del ADN mitocondrial (Waleckx et al., 2011).

La hipotesis que situa el origen en el Chaco Boliviano surgio en 1.997
como consecuencia del descubrimiento, por primera vez en la zona, de
poblaciones silvestres de T. infestans (Waleckx et al., 2011) en el departamento
de Santa Cruz (Dujardin et al., 1998; Giordano et al., 2005; Piccinalli et al., 2009;
Quisberth et al., 2011; Torres-Perez et al., 2011) ademas de en otros puntos
del Chaco Argentino, Paraguay y en el norte de la Region Metropolitana de
Chile (Carvallo et al., 2000; Bacigalupo et al., 2006, 2010; Ceballos et al., 2009;
Cortez et al., 2009; Rolon et al., 2011, Torres-Pérez et al., 2011; Waleckx et al.,
2011). De acuerdo con la teoria evolutiva, en el Chaco se localizan especies
estrechamente relacionadas con 7. infestans como T. platensis y T. delpontei y
por ello, es probablemente el origen de la especie. Existen ademas, estudios de
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secuenciacion del ADN mitocondrial (Giordano et al.,, 2005; Piccinali et al.,
2009) a favor del origen en el Chaco. Los puntos en contra de esta teoria
argumentan que las poblaciones silvestres encontradas podrian derivar de
otras Andinas, puesto que la gran degradacién ambiental de los Andes somete
a las especies a procesos selectivos y demograficos y en el Chaco, las especies
estan mas protegidas. Ademas, el gran numero de haplotipos encontrados en
el Chaco puede ser consecuencia de que historicamente las poblaciones en
esta zona fueran mas numerosas (Waleckx et al., 2011).

Desde Bolivia se generaron dos grupos de T. infestans genéticamente
diferentes: el grupo Andino y el no-Andino. Para el grupo Andino se propuso
gue su origen se localizaba en los Andes Bolivianos y de alli habria difundido al
norte de Chile y al sur de PerU; para el grupo no-Andino se propuso que su
origen se localizaba en el Chaco Boliviano desde donde habria difundido a
Argentina, Chile, Uruguay, Brasil y Paraguay (Dujardin et al., 1998; Noireau et
al., 1999; Panzera et al., 2004; Bargues et al., 2006; Torres-Pérez et al., 2011,
Waleckx et al., 2011).

La domiciliacion de T. infestans es un fendmeno de adaptacion
reciente, desde que los humanos pasaron a formar parte del Nuevo Mundo
(hace unos 12.000 afios aproximadamente). Se ha sugerido que la expansién
de esta especie tuvo lugar en dos pasos. Primero, los Incas e incluso tribus
anteriores facilitaron la dispersidon pasiva en las regiones Andinas, gracias a sus
asentamientos y a la domesticacion de animales como el cerdo guineano
(Figura 21) (fuente de alimentacién principal de los T. infestans silvestres)
(Monteiro et al., 1999; Noireau et al., 2005; Mas-Coma & Bargues, 2009).
Segundo, la mayor expansion de esta especie probablemente tuvo lugar en el
periodo post-Colombino, después del siglo XVII, cuando los pioneros migraron
hacia el interior y comenzaron a trabajar las tierras para su supervivencia. Esta
expansion ha continuado hasta casi la actualidad con datos de la llegada de T.
infestans a Uruguay a principios del siglo XX, a Bahia (Brasil) sobre 1.970 y al
resto del nordeste brasilefio sobre 1.980 (Panzera et al.,2004; Bargues et al.,
2006).
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Figura 21: Cerdos guineanos (Galea musteloides). A) Granja doméstica de cerdos guineanos Fuente:
http://www.ipsnews.net. B) Brochetas de cerdo guineano plato tipico de Cusco Fuente:

http://www.pinterest.com

3.1.2 Morfologia y biologia

T. infestans es un insecto alado en su estado adulto y puede dispersarse
activamente caminando o volando, en distancias cortas (menores a 2
kilbmetros) en las que ambos procesos se superponen. A pesar de ello, no
utiliza el vuelo como medio ordinario de locomocidn y su difusion es llevada a
cabo de manera pasiva (Herrer, 1955; Dujardin et al., 1998; Foley et al., 2013).
Normalmente, solo los adultos en bajo estado nutricional, o cuando no tienen
acceso a fuentes sanguineas, usan el vuelo como mecanismo de dispersion. Su
habitat se limitaba a zonas rurales pero los entornos creados por el rapido
desarrollo de las areas urbanas, las migraciones de personas desde las zonas
rurales a la periferia de las ciudades, junto con el transporte de objetos generan
nuevos habitats para estos insectos, en los que encuentran refugio vy
abundantes fuentes de sangre por parte de animales domésticos y humanos.
Ayudado por las actividades antropogénicas, T. infestans puede recorrer
distancias mucho mas largas que si fuera caminando o volando (Foley et al.,
2013). Por todo esto, se considera que la enfermedad de Chagas se esta
urbanizando (Ndquira, 2014). Los alrededores de ciudades como Arequipa (la
segunda ciudad mas grande de Peru) son idéneos para la expansiéon de las
poblaciones de este vector (Foley et al., 2013). Las colonias silvestres se
encuentran en pilas de rocas, en asociacion con cerdos guineanos y pequefios
mamiferos como comadrejas (Noireau et al., 1999).
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La combinacién de la dispersién activa y pasiva puede afectar a la
estructura poblacional del vector, creando patrones de diversidad genética
menos correlacionados con distancias geograficas y mas relacionados con las
vias usadas en este tipo de dispersion (Foley et al., 2013).

La distribucién de T. infestans a mediados de los 80 era realmente
amplia, cubria practicamente todo Bolivia, el suroeste de Perd, Chile, Brasil,
Paraguay, Uruguay y Argentina. En la actualidad, se ha visto drasticamente
reducida, debido a las intervenciones llevadas a cabo por campafias de control
vectorial a gran escala (Bargues et al., 2006). El mayor obstaculo con el que se
han topado estas campafias a la hora de eliminar T. infestans son las
poblaciones peridomésticas ya que los insecticidas piretroides, con los que se
tratan las zonas afectadas, en estos ecotopos son menos efectivos. Sin
embargo, aprovechando que esta especie se encuentra casi exclusivamente
domiciliada, las campafias de control han conseguido reducir e incluso
erradicar la transmisiéon de la enfermedad de Chagas, a través de estos
vectores, en algunos paises de la Iniciativa Cono Sur (Noireau et al., 2005).

3.1.3 Estudios genéticos previos

T. infestans se incluye dentro del subcomplejo infestans junto a T.
platensis, T. delponteiy T. melanosoma (Dujardin et al., 2000). Estas especies
suelen habitar nidos de diversas aves. T. platensis se encuentra en Paraguay,
Uruguay y Argentina y es muy probable que se cruce con T. infestans en
gallineros. T. delpontei no tiene relevancia en la transmision de la enfermedad
de Chagas, se encuentra en Bolivia, Paraguay, Uruguay y Argentina. T.
melanosoma, fue descrito originalmente como una subespecie de T. infestans,
después adquirié el rango de especie y recientemente, se ha sinonimizado con
T. infestans. Ha sido encontrado exclusivamente en Argentina, difiere de T.
infestans solamente en el color negro de su exoesqueleto. Un patrén similar de
color al que ha sido descrito para T. infestans dark morph, que se encuentra
principalmente en huecos de arboles del Chaco Boliviano (Bargues et al., 2006).

T. infestans tiene 22 cromosomas con un contenido variable en DNA
haploide. Estas variaciones se deben a diferencias en la cantidad de
heterocromatina-C (Bargues et al., 2006), lo que ha permitido hallar variaciones
intra e interpoblacionales en esta especie (Guevara et al., 2011). Actualmente,
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mediante especiacion alopatrica se distinguen 3 grupos cromosdmicos en
funcién de la altitud de la que proceden (Panzera et al., 2004; Guevara et al.,
2011). Para esta especie se distinguen: i) El grupo Andino compuesto por
poblaciones de Bolivia, Perd y Chile (Torres-Pérez et al., 2011), los cuales
poseen bloques de heterocromatina-C presentando de 14 a 20 cromosomas
heterocromaticos y con un contenido en ADN superior al resto; ii) el grupo no-
Andino compuesto por poblaciones de Argentina, Paraguay, Brasil, Uruguay vy
Bolivia, los cuales poseen entre 4 y 7 cromosomas con banda de
heterocromatina-C es decir, menor contenido en ADN por célula (Bargues et
al., 2006); iii) y el grupo intermedio, en un drea restringida y bien marcada
geograficamente situada en el extremo norte de Argentina (en la provincia de
Salta) y el sur de Bolivia (en el departamento de Tarija) con blogques de
heterocromatina-C presentes entre 7y 11 de sus cromosomas (Panzera et al.,
2007; Guevara et al., 2011). La mayoria de los autores agrupan a los T. infestans
en los dos primeros grupos. Se ha sugerido que estas diferencias
heterocromaticas son las responsables de una variacion de aproximadamente
el 30% del contenido del ADN entre estos grupos (Panzera et al., 2004). A pesar
de esto, los individuos de todas las poblaciones parece que hibridan
normalmente y generan descendencia fértil (Bargues et al., 2006).

La diversidad genética dentro de la especie T. infestans se puede medir
utilizando minisatélites como marcadores. Estos se distribuyen de forma
abundante en regiones codificantes y no codificantes del genoma y permiten
obtener resultados reproducibles. La determinacion de minisatélites en T.
infestans permite distinguir el origen silvestre, peridoméstico o doméstico y
estudiar la reinfestacion tras el rociamiento con insecticida (Garcia et al., 2004,
2013; Bargues et al., 2006; Marcet et al., 2006, 2008; Harry et al., 2008, 2009;
Pérez de Rosas et al., 2008, 2013; Foley et al., 2013; Khatchikian et al., 2015;
Piccinali & Gurtler, 2015; Belisario et al., 2017).

3.2 Distribucion actual de T. infestans en PerU

La distribucién actual en Peru de T. infestans se limita al sureste del pais
afectando a los departamentos de Lima, Ica, Ayacucho, Apurimac, Arequipa, vy
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Moquegua, no se incluye Tacna puesto que no ha sido detectado en las Ultimas
colectas en el campo realizadas por expertos de este departamento (Cabrera
et al., 2002; Caceres et al,, 2002; Cuba et al., 2002; Chavez, 2006; Cabrera,
2006; Naquira & Cabrera, 2009) (Figura 22).

Figura 22: Mapa politico de Peru en el que aparecen marcados en color gris los departamentos en los que se

encuentra actualmente Triatoma infestans.

Los departamentos de Tacna y Moquegua han sido considerados libres de
transmisidn vectorial por la Organizacién Panamericana de la Salud, aunque en
Moquegua se siguen encontrando ejemplares de T. infestans. En Arequipa, la
transmisién vectorial ademas de producirse en los nucleos rurales, tiene lugar
en las ciudades, principalmente en la ciudad de Arequipa (Bowman et al., 2008;
Bayer et al., 2009; Delgado et al.,, 2013; Barbu et al., 2014; Naquira, 2014;
Khatchikian et al.,, 2015). En la ciudad de Lima también se han observado T.
infestans (Cuba et al., 2002) si bien hasta la fecha no se ha registrado ningun
caso humano transmision de Chagas (RENACE, 2017). Actualmente, T. infestans
es el Unico vector de la enfermedad de Chagas encontrado en los
departamentos de Apurimac e Ica, con una distribucién exclusiva en zonas
rurales (Solis et al., 1997), en Lima y Ayacucho comparte distribucion con otros
vectores de los géneros Panstrongylus y Rhodnius (Cabrera, 2006; Chavez,
2006).
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3.3 Procedencia geografica de los especimenes de T.
infestans estudiados

Se han analizado un total de 127 ejemplares de T. infestans de los
cuales 113 proceden de Peru; con fines comparativos se han analizado también
12 ejemplares de Bolivia, 2 de Argentina y 2 de Chile. Los ejemplares de Peru
proceden de domicilios y peridomicilios y fueron colectados en los
departamentos de Ica, Ayacucho, Apurimac, Arequipa, Moquegua y Tacna;
cuyas altitudes van desde los 432 a los 2.979 metros. El resto de T. infestans
proceden de domicilios y peridomicilios, excepto una de las muestras de Bolivia
que es silvestre (Figura 23). Los datos sobre la localizacion exacta de las
muestras se incluyen en la tabla (Tabla 3) del capitulo 2 Material y métodos.

@®  Triatoma infe

Figura 23: Mapa de la distribucion geogréfica de los ejemplares de Triatoma infestans estudiados. Aparece a
la izquierda la procedencia por paises de los insectos en América del Sury a la derecha, la procedencia por

departamentos en Perd.
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3.4 Objetivos

3.4.1 Objetivo general

El presente capitulo tiene como objetivo general la caracterizacién a
nivel molecular de la especie T. infestans en Pert y en América del Sur mediante
la secuenciacién y analisis de los marcadores moleculares del ADNr nuclear
(ITS-1, 5.85 e ITS-2) y del ADNmt (16S, ND1, COl y Cyt b).

3.4.2 Objetivos especificos

- Estudiar la distribucién geogréfica actual del vector T. infestans en
Peru por diversos niveles altitudinales y departamentos.

- Estudiar la epidemiologia de la especie T. infestans en Peru.

- Estudiar la historia demografica y la distribucion geografica actual
de T. infestans en América del Sur.

- Creacién de una base de datos unificada de haplotipos de T.
infestans.

- Estudiar la genética poblacional de T. infestans para poder enfocar
las campafias de control y frenar su expansion y colonizacion de
nuevos ecotopos.
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3.5 Resultados moleculares de los especimenes de
Peru

3.5.1 Resultados obtenidos en el estudio del ADN nuclear
ribosomal (ADNr)

3.5.1.1 Analisis del ITS-1 del ADNr

El andlisis de las secuencias obtenidas del marcador ITS-1 de los 113
especimenes de T. infestans de Peru estudiados ha permitido obtener un Unico
haplotipo: T.inf-HA [longitud: 673 pares de bases (pb); 65,8% de composicién
en Adenina y Timina (AT)], idéntico 100% al haplotipo AJ576051 publicado en
la base de datos de secuencias genéticas GenBank por Bargues y colaboradores
(2006). No se han encontrado diferencias ni en el estudio por departamentos
de Perd, ni por altitudes geograficas desde los 432 a los 2.979 metros sobre el
nivel del mar.

3.5.1.2 Andlisis del ITS-2 del ADNr

El andlisis de las secuencias obtenidas del marcador ITS-2 de los 113
especimenes de T. infestans de Peru estudiados ha permitido obtener un Unico
haplotipo: T.inf-H1 (longitud: 476 pb; 77,7% AT), idéntico 100% al haplotipo
AJ576051 publicado en GenBank por Bargues y colaboradores (2006). No se
han encontrado diferencias ni en el estudio por departamentos de Peru, ni por
altitudes geograficas desde los 432 a los 2.979 metros sobre el nivel del mar.
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3.5.1.3 Analisis de la regién intergénica completa (ITS-1, 5.8S, ITS-2) del ADNr

El anadlisis de las secuencias obtenidas de la region intergénica
completa del ADNr que engloba los dos marcadores transcritos internos ITS-1
e ITS-2 y el gen 5.8S de los 113 especimenes de T. infestans de Peru estudiados
ha permitido obtener un Unico haplotipo T.inf-CH1A (longitud:1.304 pb; 67,4%
AT), idéntico 100% al haplotipo AJ576051 publicado en GenBank por Bargues y
colaboradores (2006). En esta region el ITS-1 va desde la base 1 a la 700; el gen
5.8S desde la 701 hasta la 855: y finalmente, el ITS-2 desde la 856 hasta la
1.304. No se han encontrado diferencias ni el estudio por altitudes geograficas
desde los 432 a los 2.979 metros sobre el nivel del mar, ni en el estudio por
departamentos de Peru.

3.5.2 Resultados obtenidos en el estudio del ADN mitocondrial
(ADNmt)

3.5.2.1 Analisis del gen ribosomal 16S del ADNmt

El analisis de las secuencias obtenidas del gen ribosomal 16S
componente de la subunidad 30S de los ribosomas de los 113 especimenes de
T. infestans de Peru estudiados ha permitido obtener un Unico haplotipo: T.inf-
16S.A (longitud: 543 pb; 68,7% AT). No se han encontrado diferencias ni en el
estudio por departamentos de Peru, ni por altitudes geograficas desde los 432
alos 2.979 metros sobre el nivel del mar..

3.5.2.2 Analisis del gen ND1 del ADNmt

El analisis de las secuencias obtenidas del gen ND1 de los 113
especimenes de T. infestans de Peru estudiados ha permitido obtener un Unico
haplotipo nucleotidico T.inf-ND1.CH1ABC (longitud: 912 pb; 68,6% AT),
idéntico 100% al haplotipo AM980622 publicado en GenBank por Mas-Coma y
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Bargues (2009). Este gen cual codifica para el haplotipo aminoacidico T.inf-
ND1.I [longitud: 303 aminoacidos (Aa)]. No se han encontrado diferencias ni en
el estudio por departamentos de Perd, ni por altitudes geograficas desde los
432 alos 2.979 metros sobre el nivel del mar.

3.5.2.3 Analisis del gen COl del ADNmt

El analisis de las secuencias obtenidas del gen COIl de los 113
especimenes de T. infestans de Peru estudiados han permitido obtener dos
haplotipos nucleotidicos: T.inf-COl.a (longitud: 699 pb; 59,4% AT) en el 71,4%
de las muestras y T.inf-COl.b (longitud: 699 pb; 59,4% AT) en el 28,6%, con una
mutacion entre ellos. Estos haplotipos nucleotidicos codifican para los
haplotipos aminoacidicos T.inf-COLI (longitud: 233 Aa) y T.inf-COLII (longitud:
233 Aa), respectivamente. En el estudio por departamentos y altitudes T.inf-
COl.a se encuentra en Ayacucho, Ica y Moquegua con una amplia distribucidn
altitudinal que va desde los 432 a los 2.919 metros; y T.inf-COl.b se localiza en
el sur en los departamentos de Arequipa y Moquegua, donde coexisten ambos
haplotipos, y su distribucién altitudinal se limita de los 1.617 a los 2.576 metros
sobre el nivel del mar (Tabla 6).

Gen COlI de T. infestans
Posiciones Posiciones
. . . . variables variables
Haplotipos nucleotfdicos/aminoacidicos del . o . k T
Longitud nucleotidicas | Longitud | aminoacidicas
gen COI ol %AT 2 Aa 1
5 5
2 1
T.inf-COl.a / T.inf-COL.| 699 59,4 G 233 R
T.inf-COL.b / T.inf-COL.II 699 59,4 A 233 H

Tabla 6: Alineamiento de las posiciones variables de las secuencias nucletotidicas y aminoacidicas del gen
COl halladas en el estudio de Triatoma infestans de PerU. Aparecen indicadas las longitudes de los haplotipos
nucleotidicos [pares de bases (pb)] y de los aminoacidicos (Aa) y la proporcion en Adenina y Timina (%AT). Se

indican las posiciones de las mutaciones observadas.
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3.5.2.4 Analisis del gen Cyt b del ADNmt

El anadlisis de las secuencias obtenidas del gen Cyt b de los 113
especimenes de T. infestans de Perl estudiados ha permitido obtener por
primera vez un unico haplotipo nucleotidico del gen completo T.inf-Cytb.a
(longitud: 1.134 pb; 65,2% AT). Este gen codifica para el haplotipo aminoacidico
T.inf-Cytb.l (longitud: 377 Aa). No se han encontrado diferencias ni en el
estudio por departamentos de Peru, ni por altitudes geograficas desde los 432
alos 2.979 metros sobre el nivel del mar.

3.5.2.5 Analisis de la regién intergénica que separa los genes Cyt b y ND1 del
ADNmt

Se ha obtenido por primera vez en T. infestans la regidn intergénica del
ADNmt que separa los genes Cyt by ND1. El anélisis de las secuencias obtenidas
de los 113 especimenes de T. infestans de PerU estudiados ha permitido
obtener por primera vez dos regiones: T.inf-ARNt.a (longitud: 160 pb; 74,4%
AT) en el 79,3% de los insectos y T.inf-ARNt.b (longitud: 160 pb; 75% AT) en el
20,7% de los insectos. En el estudio por departamentos y altitudes T.inf-ARNt.a
se localiza en Arequipa, Ayacucho, Apurimac e Ica desde los 432 a los 2.979
metros. T.inf-ARNt.b tiene una distribucion mas limitada puesto que se
encuentra en Moquegua y Arequipa, desde los 1.439 a los 2.576 metros sobre
el nivel del mar (Tabla 7).

Region intergénica ARNt del ADNmt que separa los genes Cyt by ND1 de T.infestans

Posiciones variables nucleotidicas
Haplotipos nucleotidicos Longitud pb | %AT 0
241
121
T.inf-ARNt.a 160 74,4 gig
T.inf-ARNt.b 160 74,5

Tabla 7: Alineamiento de las posiciones variables de las regiones intergénicas ARNt del ADNmt halladas en el
estudio de Triatoma infestans. Aparecen indicadas la posiciones de las mutaciones nucleotidicas

encontradas.
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En total, para cada uno de los 113 especimenes estudiados de T.
infestans de Peru se han obtenido tres marcadores del ADNr (ITS-1, ITS-2 y el
gen 5.8S) y cinco marcadores del ADNmt, dos de los cuales son genes
completos (ND1 y Cyt b), dos son parciales o incompletos (16S, COl) y una
region intergénica (ARNt) (Tabla 8). Los resultados obtenidos del andlisis del
ADN ribosomal y mitocondrial de todos los especimenes de T. infestans
estudiados se detallan en el ANEXO | y ANEXO II.

Gen mitocondrial e Codén de inicio Codén de parada
(pb) lectura

Cythb 1.134 F ATG TAG

ARNt *160 F TCA *

ND1 912 R ATA TAA

Tabla 8: Genes mitocondriales completosy la region de ARNt que los separa obtenidos en el presente estudio
de Triatoma infestans de Peru. El orden de aparicion se basa en el orden que tienen en el ADN mitocondrial.
La direccién de lectura F= del inglés foward se refiere a la lectura del extremo 5" al 3" y R= del inglés reverse
se refiere a la lectura 3" a 5. (*) El nimero exacto de nucledtidos de esta secuencia no se puede determinar

puesto que se superpone con el gen siguiente (ND1).

Hasta la fecha no se ha obtenido ningun espécimen de T. infestans
silvestre en Peru. Los ejemplares hallados en el departamento de Tacna debido
a que son antiguos (del afio 1.989 y 1.990) no se ha podido obtener ninguna
secuencia. Tacna fue declarado libre de transmisidn vectorial y actualmente no
se encuentran ejemplares de T. infestans en este departamento.
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3.6 Resultados moleculares de especimenes de
Bolivia, Argentina y Chile

3.6.1 Resultados obtenidos en el estudio del ADNr

3.6.1.1 Analisis del ITS-1 del ADNr

El analisis de las secuencias obtenidas del ITS-1 de los 12 especimenes
T. infestans de Bolivia estudiados ha permitido obtener 3 haplotipos: T.inf-HA
(longitud: 673 pb; 65,8% en AT), T.inf-HB (longitud: 692 pb; 65,75% AT) y T.inf-
HC (longitud: 699; 66,1% AT). Estos haplotipos son idénticos a los publicados
en GenBank por Bargues y colaboradores (2006) como: AJ576051, AJ582024 y
AJ582025. El analisis de las secuencias obtenidas del ITS-1 de los especimenes
de Argentina y Chile ha permitido obtener un haplotipo T. inf-HA, el mismo que
ha sido encontrado en Bolivia y Perd.

Dentro del ITS-1 se observan minisatélites compuestos por secuencias
de 10 nucledtidos denominadas a (CCGCAAAGAC) y por secuencias de 15
nucledtidos denominadas B (TAAATAAAATAAAAA) que se repiten a partir de la
posicién 153, alternandose regularmente y separandose por un nucledtido. El
haplotipo T.inf-HA posee 2 repeticiones a.y 2 3, el haplotipo T.inf-HB posee una
repeticion de cada minisatélite y el haplotipo T.inf-HC posee 4 repeticiones de
ay3def (Tabla9).

3.6.1.2 Andlisis del ITS-2 del ADNr

El analisis de las secuencias obtenidas del ITS-2 de los 12 especimenes
T. infestans de Bolivia estudiados ha permitido obtener 2 haplotipos: T.inf-H1
(longitud: 476 pb; 77,7% AT) y T.inf-H4 (longitud: 474 pb; 77,6% AT). Estos
haplotipos son idénticos a los publicados en GenBank por Bargues vy
colaboradores (2006) como: AJ576051 y AJ576053. El analisis de las secuencias
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del ITS-2 de los especimenes de Argentina y Chile ha permitido obtener un
haplotipo T.inf-H4, el mismo que ha sido encontrado en Bolivia (Tabla 10).

En el ITS-2 se han detectado minisatélites que incluyen repeticiones de
las bases AT, separadas por timinas o adeninas (AT)gTTT(AT)AA(AT)g.

ITS-1 de T. infestans

Posiciones variables nucleotidicas
el
Haplotipos . . 2 a

ITS-1 Pais de origen @5 | BAT | 11111112222222222222222222222222223
3 66899991112222222222333333333344441
23901237890123456789012345678901235

T.inf-HA Pert, Bol.,Arg., Chile 673 65,8 ATATAAA-—————————————————————————— G

T.inf-HB Bolivia 692 65,7 | ——==——= TAAATAAAATAAAAAGCCGCAAAGACC-

T.inf-HC Bolivia 699 66,1 | ....... TAAATAAAATAAAAAGCCGCAAAGACC-

Tabla 9: Alineamiento de las posiciones variables de los haplotipos hallados en el presente estudio del ITS-1
de Triatoma infestans. Se indica para cada haplotipo la longitud en pares de bases (pb) y el porcentaje de
Adenina y Timina (%AT). Todas las variaciones observadas se deben a indels (-). Aparecen marcados los
minisatélites, en rojo los B y en verde los a, en los que se observan diferencias entre los haplotipos. Se
incluyen también los resultados obtenidos en el analisis de las muestras procedentes de Peru. Bol.: Bolivia.

Arg.: Argentina

ITS-2 de T. infestans

Posiciones variables
| ; nucleotidicas
Haplotipos ITS- , . Longitu

P ; Pais de origen gb %AT 2222
P 5772222
4342345

T.inf-H1 Peru, Bolivia, 476 77,7 T--AAAT

T.inf-H4 Bolivia, Argentina, Chile 474 77,6 AAT----

Tabla 10: Alineamiento de las posiciones variables de los haplotipos hallados en el presente estudio del ITS-
2 de Triatoma infestans. Se indica para cada haplotipo la longitud en pares de bases (pb) y el porcentaje en
Adeninay Timina (AT). La mayoria de las variaciones observadas se deben a indels (-) y solo hay una mutacién
en la base 54. Se incluyen también los resultados obtenidos en el analisis de las muestras procedentes de

Peru.
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3.6.1.3 Analisis de la regidn intergénica (ITS-1, 5.8S, ITS-2) del ADNr

El analisis de las secuencias obtenidas de la regién intergénica del ADNr
de los 12 especimenes de T. infestans de Bolivia estudiados ha permitido
obtener 4 haplotipos: T.inf-CH1A (longitud: 1.304 pb; 67,4% AT), ), T.inf-CH1B
(longitud: 1.323 pb; 67,3% AT), T.inf-CH1C (longitud: 1.330 pb; 67,5% AT) y
T.inf-CH4A (longitud:1.304 pb; 67,4% AT). Estos haplotipos son idénticos a los
publicados en GenBank por Bargues y colaboradores (2006) como: AJ576051,
AJ582025, AJ582024 y AJ576053. El analisis de las secuencias obtenidas de la
region intergénica del ADNr de los especimenes de Argentina y Chile ha
permitido obtener un haplotipo T.inf-CH4A, el mismo que ha sido encontrado
en Bolivia.

Las diferencias entre haplotipos se localizan en los espaciadores
transcritos internos y se concentran principalmente al inicio de la secuencia, en
el marcador ITS-1. El gen 5.8S englobado entre los marcadores es idéntico para
todos los ejemplares y presenta una longitud de 115 pb y 42,6% AT. En cuanto
a las posiciones variables entre secuencias se observan: 37 indels, de los cuales
31 se localizan en el ITS-1; y una sola mutacion en la base 909, en el marcador
ITS-2 (Tabla 11).

Regidn intergénica del ADNr (ITS-1, 5.8S, ITS-2) de T. infestans
Posiciones variables nucleotidicas

Haplotipos 2
region 5 S 1111
intergénica Pafs de origen En 11111111111112222222222222222239990000
ADNr § 66899999999990000000000111111110227777
34901234567890123456789012345659894567
T.inf-CH1A | Pertt, Bolivia 1304 | 67,4 | TAA-—————————————————————————— GT--AATA
T.inf-CHIB | Bolivia 1323167,3 | == TAAAATAAAAAGCCGCAAAGACC-.--....
T.inf-CHIC | Bolivia 1330| 67,5 | ...TAAATAAAATAAAAAGCCGCAAAGACC-.-—. ...
T.inf-CH4A | Bol., Arg., Chile 1304 B i AAT-———

Tabla 11: Alineamiento de las posiciones variables de los haplotipos hallados en el presente estudio de la
region intergénica completa del ADNr (ITS-1 + 5.8S + ITS-2) de Triatoma infestans. Se indica para cada
haplotipo la longitud en pares de bases (pb) y el porcentaje de Adenina y Timina (%AT). El marcador ITS-1 va
desde la base 1 a la 700, el gen 5.8S continla hasta la base 855 y finalmente, el ITS-2 va desde la base 856
hasta la Ultima base (1.304, 1.323 o0 1.330), cuya longitud depende del haplotipo. Se incluyen también los

resultados obtenidos en el analisis de las muestras procedentes de Peru.
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3.6.2 Resultados obtenidos en el estudio del ADNmt

3.6.2.1 Analisis del gen ribosomal 16S del ADNmt

El analisis de las secuencias obtenidas del gen ribosomal 16S de los 12
especimenes de T. infestans de Bolivia estudiados ha permitido obtener 2
haplotipos: T.inf-16S.A (longitud: 543 pb; 68,7% AT) y T.inf-16S.B (longitud: 541
pb; 68,4,% AT). El analisis de las secuencias obtenidas del gen 16S de los
especimenes de Argentina ha permitido obtener un haplotipo T.inf-16S.B, el
mismo que ha sido encontrado en Bolivia. No se ha podido obtener este gen en
los especimenes de Chile.

Se observan dos grupos de secuencias: las de PerU y Bolivia por un lado,
y las de Bolivia y Argentina por otro. Las diferencias entre ambos grupos se
deben a una mutacién nucleotidica y a 2 indels (Tabla 12).

T.inf-16S.A | Peru, Bolivia
T.inf-16S.B|Bolivia, Argentina

Tabla 12: Alineamiento de las posiciones variables de los haplotipos hallados en el presente estudio del gen
16S de Triatoma infestans. Se indica para cada haplotipo la longitud en pares de bases (pb) y el porcentaje
de Adenina y Timina (%AT). Se observa una mutacién nucleotidica en la posicion 431; (-) indica insercion-

delecidn. Se incluyen también los resultados obtenidos en el analisis de las muestras procedentes de Peru.
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3.6.2.2 Analisis del gen ND1 del ADNmt

El anadlisis de las secuencias obtenidas del gen ND1 de los 12
especimenes T. infestans de Bolivia estudiados ha permitido obtener tres
haplotipos: T.inf-ND1.CH1ABC (longitud: 912; pb: 68,6% AT), T.inf-
ND1.melanosoma (longitud: 912 pb; 68,8% AT) y T.inf-ND1.d (longitud: 912 pb;
68,9% AT). Los dos primeros haplotipos son idénticos a los publicados en
GenBank por Bargues y colaboradores (2006) como: AM980622 y AM9806249.
El haplotipo T.inf-ND1.d ha sido obtenido por primera vez. Los haplotipos
hallados codifican respectivamente para 3 secuencias de 303 aminoacidos de
longitud: T.inf-ND1.I, T.inf-ND1.1l y T.inf-NDZ1.lll. El andlisis de las secuencias
obtenidas del gen ND1 de los especimenes de Argentina y Chile ha permitido
obtener un Unico haplotipo: T.inf-ND1.melanosoma que, al igual que en Bolivia,
codifica para T.inf-ND1.II.

Se observan dos grupos de secuencias: las de PerU y Bolivia que se
corresponden con el haplotipo T.inf-ND1.CH1ABC; y las de Bolivia, Argentina y
Chile similares al haplotipo T.inf-ND1.melanosoma. Las diferencias entre
grupos se deben a 19 mutaciones. Dentro del grupo tipo melanosoma sélo hay
una mutacion silenciosa entre haplotipos que no genera ningln cambio

aminoacidico (Tabla 13).

1344566677788888
5770923613412900358
8682032739863814188

T.inf-ND1.CH1ABC/T.inf-ND1.I Pe, Bol CCGACGAATTGTGACGGTG 303
T.inf-NDl.melanosoma/T.inf-ND1.II [Bol, Chi, Arg TTAGTAGGCCTCAGTAAC.
T.inf-ND1.d/T.inf-ND1.III Bol 912 |68,9 |TTAGTAGGCCTCAGTAACA |303

Tabla 13: Alineamiento de las posiciones variables de los haplotipos hallados en el presente estudio del gen
ND1 de Triatoma infestans. Se indica para cada haplotipo la longitud en pares de bases (pb) y en aminoacidos
(Aa) y el porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Aparecen indicadas las posiciones de las mutaciones
observadas en la secuencia nucleotidica y en su traduccién en aminodcidos. Se incluyen también los
resultados obtenidos en el andlisis de las muestras procedentes de Peru (Pe). Bol: Bolivia. Arg: Argentina y

Chi: Chile.
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3.6.2.3 Analisis del gen COl del ADNmt

Los 12 especimenes T. infestans de Bolivia han generado un nuevo
haplotipo del gen mitocondrial COI T.inf-COl.c (longitud: 699 pb; 59,3% AT) que
codifica para el haplotipo aminoacidico T.inf-COLIlI (longitud: 233 Aa). Los
especimenes de Argentina y Chile han generado un nuevo haplotipo T.inf-COl.d
(longitud: 699 pb; 59,1 % AT) que codifica para T.inf-COI.IV (longitud: 233 Aa).

Las secuencias se dividen en dos grupos: el de Perud por un lado, y el de
de Bolivia, Argentina y Chile, por otro. Se observan 14 posiciones variables
entre grupos de secuencias, tanto en nucledtidos, como en aminoacidos sin
embargo, las diferencias dentro de los grupos se deben a una sola mutacion
entre secuencias (Tabla 14).

Gen COlI de T. infestans
Posiciones Posiciones
a variables & variables
Haplotipos Paisde | B nucleotidicas 3 aminoacidicas
nucleotidicos/aminoacidicos del X = %AT =
origen o 12222333334446 | B0 111111112
gen COI c <
9 10236356791251 9 36779112233450
22958721312226 88790381518116
T.inf-COI.a/T.inf-COI.I Pert 699 | 59,4 | CTCTGAACCATCGT | 233 | RWRSENMPRIFPRY
T.inf-COI.b/T.inf-COI.II Peru 699 | 59,4 ... AL 233 ciiiiininnn H.
T.inf-COI.c/T.inf-COI.III | Bolivia | 699 | 59,3 | TCT.AGGTTGCT.C | 233 | WRW.KDVSCVLL.H
T.inf-COI.d/T.inf-COI.IV |Arg,Chi | 699 | 59,1 | TCTCAGGTTGCT.C | 233 | WRWPKDVSCVLL.H

Tabla 14: Alineamiento de las posiciones variables de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas, halladas
en el presente estudio, del gen COl en Triatoma infestans. Se indica para cada haplotipo la longitud en pares
de bases (pb) y en aminoacidos (Aa) y el porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Aparecen indicadas las
posiciones de las mutaciones observadas tanto en las secuencias nucleotidicas como en su traduccion en
aminodcidos. Se incluyen también los resultados obtenidos en el andlisis de las muestras procedentes de

Perd.
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3.6.2.4 Analisis del gen Cyt b del ADNmt

Los 12 especimenes T. infestans de Bolivia han generado, cuatro
haplotipos de Cyt b, dos del gen completo: T.inf-Cytb.a (longitud: 1.134 pb;
65,2% AT); y T.inf-Cytb.c (longitud: 1.134 pb; 65,3 % AT) que codifican para
T.inf-Cytb.l (longitud: 377 Aa) vy T.inf-Cytb.lll (longitud: 377 Aa),
respectivamente. Y también se han obtenido dos haplotipos del gen parciales:
T.inf-Cytb.d, (longitud: 1.005 pb; 78,9% AT), del cual no se han podido obtener
las Ultimas bases del gen, cuyo haplotipo aminoacidico es T.inf-Cytb.lV
(longitud: 335 Aa); y el haplotipo T.inf-Cytb.e (longitud: 789 pb; 64,5% AT) del
cual falta el inicio del gen y cuyo haplotipo aminoacidico es T.inf-Cytb.V
(longitud: 262 Aa). Los especimenes de Argentina y Chile han generado un
nuevo haplotipo del gen completo T.inf-Cytb.b (longitud: 1.134 pb; 65,4% AT)
que codifica para T.inf-Cytb.ll (longitud: 377 Aa).

En la comparativa de haplotipos del gen Cyt b completo se observan
dos grupos de secuencias que se diferencian en 24 mutaciones. Por un lado, las
procedentes de Perl y de la zona Andina de Bolivia y por otro, las procedentes
de zonas no-Andinas de Bolivia, Chile y Argentina; dentro de este ultimo grupo
los dos haplotipos hallados se diferencian en una sola mutacién silenciosa. A
pesar de las 24 mutaciones entre los grupos, solamente se observan 2 cambios
aminoacidicos en su traduccién (Tabla 15).

3.6.2.5 Analisis de la region intergénica que separa los genes Cyt b y ND1 del
ADNmt

Los 12 especimenes T. infestans de Bolivia generan tres regiones
intergénicas: T.inf-ARNt.a (longitud: 160 pb; 74,4% AT); T.inf-ARNt.c (longitud:
160 pb; 74,4% AT); y T.inf-ARNt.d (longitud: 160 pb; 73,7% AT). Los
especimenes de Argentina y Chile generan la region T.inf-ARNt.c (Tabla 16).
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1111111
12233333356789990000011
750813368902221160245623
207281271314625832616881

T.inf-Cytb.a/T.inf-Cytb.I Pert, Bolivia 1134 | 65,2 CCTCAACACAGCCTTCTCACCTCT | TM 377
T.inf-Cytb.b/T.inf-Cytb.II Chile y Argentina 1134 | 65,4 TTCTGGTGTGATACATCTGTTCTC | VV 377
T.inf-Cytb.c/T.inf-Cytb.III [Bolivia 1134 |65,3] T.CTGGTGTGATACATCTGTTCTC | VV 377

Tabla 15: Alineamiento de las posiciones variables de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas, halladas
en el presente estudio Unicamente del gen completo Cyt b en Triatoma infestans. Se indica para cada
haplotipo la longitud en pares de bases (pb) y en aminoacidos (Aa) y el porcentaje de Adeninay Timina (%AT).
Aparecen indicadas las posiciones de las mutaciones observadas tanto en la secuencia nucleotidica como en

su traduccién en aminoacidos. Se incluyen también los resultados obtenidos en el anélisis de las muestras

procedentes de Peru.

11111
245700112
120208180

T.inf-ARNt.a Pert, Bolivia CGCATCICT
T.inf-ARNt.b Pertu TA....C..
T.inf-ARNt.c Bolivia, Argentina, Chile .ATGCTCTC
T.inf-ARNt.d Bolivia |~ 1e0 | 73,0 | ...... C..

Tabla 16: Alineamiento de las posiciones variables nucleotidicas de las regiones intergénicas ARNt del ADNmt
halladas en el presente estudio en Triatoma infestans. Se indica para cada haplotipo la longitud en pares de
bases (pb) y el porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Aparecen indicadas la posiciones de las mutaciones
encontradas. Se incluyen también los resultados obtenidos en el analisis de las muestras procedentes de

Perd.
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3.7 Analisis comparado de los resultados obtenidos
con las secuencias de T. infestans publicadas en
GenBank

Se han analizado muestras de T. infestans procedentes de Peru, Bolivia,
Argentina y Chile. Los haplotipos obtenidos se comparan con todas las
secuencias publicadas en Genbank, hasta la fecha, sobre T. infestans. Muchas
de las secuencias son homologas por tanto, se han agrupado en haplotipos y se
han nombrado de forma estandarizada siguiendo las pautas de Bargues y
colaboradores (2006) y Mas-Coma y Bargues (2009).

3.7.1 Analisis comparado del ADNr

En este punto se comparan las secuencias obtenidas de T. infestans con
todas las publicadas en GenBank. Para poder llevar a cabo parte de los analisis
de estructura poblacional los individuos se dividen en dos grupos: el grupo
Andino formado por los ejemplares procedentes de Perl y Andes Bolivianos; y
el grupo no-Andino formado por ejemplares del resto de Bolivia, Chile,
Argentina, Uruguay, Brasil y Paraguay.

3.7.1.1 Analisis comparado del ITS-1 del ADNr

Se han obtenido 137 secuencias del ITS-1 (126 en el presente estudio
y 11 del GenBank) de T. infestans procedentes de Perd, Bolivia, Argentina, Chile,
Uruguay, Brasil y Paraguay, con longitudes que van desde 544 a 699 pb. Estas
secuencias se agrupan en 5 haplotipos (3 completos y 2 parciales) (Anexo lll).

El alineamiento de los 3 haplotipos completos revela la presencia de 31 indels,
ningun singleton ni ninguna posicion parsimdénicamente informativa (Tabla 17).
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ITS-1 de T. infestans

Posiciones variables nucleotidicas
o _ TI11111111111222222222222222223
Identificacion GB Haplotipo de ITS-1 6689999999999000000000011111111
3490123456789012345678901234565

AJ576051 T.inf-HA TAA-————————mmmmmm oo G
AJ582024 T.inf-HB | --—--—- TAAAATAAAAAGCCGCAAAGACC-
AJ582025 T.inf-HC .. .TAAATAAAATAAAAAGCCGCAAAGACC-

Tabla 17: Alineamiento de las posiciones variables nucleotidicas halladas en los 3 haplotipos completos
comparados del marcador ITS-1 del ADNr de Triatoma infestans. Se observa como todas las posiciones

variables se deben a indels.

El haplotipo mas extendido es T.inf-HA que se localiza en todos los
paises estudiados tanto en poblaciones domésticas como peridomésticas y
silvestres. El pais con mayor nimero de haplotipos completos descritos es
Bolivia con T.inf-HA (hallados en todos los ecotopos), T.inf HB (exclusivo de
poblaciones silvestres) y T.inf-HC (hallado en poblaciones domésticas vy
peridomeésticas) (Bargues et al., 2006).

En Argentina, ademas de los haplotipos completos han sido hallados
dos haplotipos parciales [T.inf-HE (HQ437706) y T.inf-HD (HQ437705)] en
ejemplares silvestres del Chaco Argentino. Estos ejemplares poseen un patron
caracteristico de minisatélites puesto que poseen 3 secuencias oy 2 3. No se
han utilizado en la comparativa porque han sido publicados incompletos.

Andlisis de genética poblacional del ITS-1

Para el analisis poblacional se han utilizado las 135 secuencias (126 de
los ejemplares analizados y 9 de GenBank) que generan 3 haplotipos completos
del ITS-1 de T. infestans. Los parametros obtenidos y el total de las secuencias
analizadas se muestran en la Tabla 18. El test de neutralidad D de Tajima es
igual a 0 ya que para ser calculado utiliza los sitios segregantes y en este caso
no hay ningun polimorfismo. Un valor de D igual a O significa la hipotesis de
neutralidad no puede ser rechazada. Por otro lado, el valor Fs de Fu es positivo
aungue no significativo por tanto, la especie ha sido sometida a una drastica
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reduccion o se encuentra bajo seleccién dominante, donde ciertos haplotipos
predominan.

Se ha obtenido una red de haplotipos Network del ITS-1 mediante
Median-Joining en la que se han afladido las dos secuencias parciales del Chaco
Argentino (T.inf-HE y T.inf-HD) y se ha comparado un fragmento de 572 pb. El
haplotipo T.inf-HA es el mds extendido puesto que se ha encontrado en todos
los paises estudiados y en todos los ecotopos. Los haplotipos silvestres
Argentinos quedan en un lado de la red un tanto aislados del resto. En el otro
extremo, se sitlan los haplotipos Bolivianos y el haplotipo T.inf-HA. Se indican
los ecotopos de los haplotipos mediante letras en rojo: S silvestre, P
peridomiciliado y D domiciliado (Figura 24).

. Valores del andlisis de ITS-1 Valores ITS-1 en el Valores ITS-1
Parédmetros ik . . .
en todas las secuencias T. infestans grupo Andino grupo no-Andino
N¢ de secuencias 135 124 11
Longitud (pb) 673 a 699 673 a 692 673 a 699
N2 de haplotipos 3 2 2
Hd -
T 20,67 0,8639 9,038
S 0 0 0
K -
D de Tajima 0  p>0,001 0 p>0,001 0  p>0,001
Fsde Fu 1,89 p>0,001 4,2002 p>0,001 12,6 p>0,001

Tabla 18: Pardmetros de variabilidad genética de las secuencias del ITS-1 en Triatoma infestans. Hd:
diversidad haplotipica no se puede calcular porque el programa DNAsp v.5.10.1 no tiene en cuenta los gaps;
st: diversidad nucleotidica expresada como la media de diferencias nucleotidicas por sitio entre dos
secuencias; S: numero de sitios segregantes (mutaciones); k: media de las diferencias nucleotidicas entre
secuencias no la puede calcular porque el programa DNAsp v.5.10.1 no tiene en cuenta los gaps. D de Tajima
y Fsde Fu: test de neutralidad. El grupo Andino se compone de un haplotipo exclusivamente (T.inf-HA) por lo

que no hay polimorfismos.
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Tinf-HC D,P

Tinf-HD S

Tinf-HE S

Tinf-HAD,P,S

@ reru @ solivia(Chaco) (O chile @ Brasil

© Bolivia(Andes) @ Argentina @ Uuruguay @ Paraguay

Figura 24: Red Network del ITS-1 de Triatoma infestans generada con el algortimo Median Joining. El area de
cada haplotipo es proporcional al tamafio total de la muestra. Cada color representa un drea geografica. Los
puntos pequefios de color negro son vectores insertados por el programa Network 5.0.0.1 para unir
haplotipos. El nimero de pasos mutacionales aparece indicado mediante nimeros rojos entre paréntesis.

Imagen modificada a partir de la obtenida mediante el programa Network 5.0.0.1.

3.7.1.2 Analisis comparado del ITS-2 del ADNr

Se han obtenido 141 secuencias del ITS-2 (126 en el presente estudio
y 15 del GenBank) de T. infestans procedentes de Perd, Bolivia, Argentina, Chile,
Uruguay, Brasil y Paraguay, con longitudes que van desde 454 a 482 pb. Estas
secuencias se agrupan en 9 haplotipos (7 completos y 2 parciales) (Anexo lll).

El alineamiento de los 7 haplotipos completos revela la presencia de 12
posiciones variables: 10 indels, 1 singleton y 1 posicion parsiménicamente
informativa (P) (Tabla 19).

En Peru se ha encontrado el haplotipo T.inf-H1 que también se localiza
en Bolivia y Chile. El haplotipo mas extendido es T.inf-H2 puesto que se
encuentra en Chile, Uruguay, Argentina, Brasil y Paraguay. El pais con mayor
variabilidad genética en este marcador es Bolivia con 4 haplotipos.

En el presente estudio se ha descrito por primera vez el haplotipo T.inf-
H4 en Bolivia y Chile, hasta el momento solo habia sido descrito en Argentina.
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ITS-2 de T. infestans
Posiciones variables nucleotidicas

Identificacion Habloti 22223
GB aplotipos 555777722225
456567867892

S P

AJ576051 T.inf-H1 T—-————-- AAATA
AJ576054 T.inf-H2 A--ATAT....T
AJ576052 T.inf-H3 ATAATAT....T
AJ576053 T.inf-H4 A--AT--———- .
AJ576055 T.inf-H5 A--ATAT.....
AY860387 T.inf-HITInf72 ATAATAT....T
AY860388 T.inf-HITInf74 A-—————.....

Tabla 19: Alineamiento de las posiciones variables nucleotidicas halladas en los 7 haplotipos completos
comparados del ITS-2 del ADNr de Triatoma infestans. S= singleton; P= posiciones parsiménicamente

informativas.

Andlisis de genética poblacional del ITS-2

Para el analisis de genética poblacional se han utilizado las 139
secuencias completas (136 de los ejemplares analizados y 13 del GenBank) que
generan 7 haplotipos de ITS-2 de T. infestans. Los parametros obtenidos vy el
total de las secuencias analizadas se muestran en la Tabla 20. Los analisis de
genética poblacional se han aplicado a las secuencias completas obtenidas y
ademsds, se han aplicado por separado a las secuencias del grupo Andino y a las
del no-Andino. En el analisis de toda la poblacion como en el del grupo Andino
los valores del test de neutralidad D de Tajima son negativos y los Fs de Fu
positivos y en ambos casos, no son estadisticamente significativos. Se deduce
gue ha habido una fuerte reduccién de la poblacion (segun Fs) pero el valor D
positivo y cercano a cero indicaria que la especie estd comenzando a
expandirse. En cuanto a los valores del grupo no-Andino son positivos lo que
indica que este grupo ha sufrido una fuerte reduccién y acumula un exceso de
mutaciones.
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. Valores del andlisis de ITS-2 Valores ITS-2 en el Valores ITS-2
Parédmetros ik . . i
en todas las secuencias T. infestans grupo Andino grupo no-Andino
N2 de secuencias 139 116 23
Longitud (pb) 482 476 482
N de haplotipos 7 1 7
Hd 0,212 0,103 0,525
T 1,35 0,718 1,35
S 2 1 2
K 0,85714 0,1026 0,885
D de Tajima -0,2456 p>0,001 0,481 p>0,001 1,4142 p>0,001
Fsde Fu 0,91215 p>0,001 3,5616 p>0,001 3,0575 p>0,001

Tabla 20: Pardmetros de variabilidad genética de las secuencias del ITS-2 en Triatoma infestans. Hd:
diversidad haplotipica; m: diversidad nucleotidica expresada como la media de diferencias nucleotidicas por
sitio entre dos secuencias; S: numero de sitios segregantes (mutaciones); k: media de las diferencias

nucleotidicas entre secuencias. D de Tajima y Fsde Fu: test de neutralidad.

El estudio de la varianza molecular del ITS-2 se llevd a cabo mediante
el test AMOVA anidado estructurando jerarquicamente las poblaciones de T.
infestans en categorias de mayor a menor tamafio como: i) grupos Andino
(incluye secuencias de PerU y los Andes Bolivianos) y no-Andino (incluye
secuencias del resto de Bolivia, Chile, Argentina, Paraguay, Brasil y Uruguay); ii)
paises; vy iii) poblaciones. Los resultados del AMOVA revelan que el 65% de la
varianza total fue debida a la diferencias entre grupos y un 6,2% a las
diferencias entre poblaciones. El indice de fijacién es cercano a 1 en todos los
niveles lo que indica que segun el marcador ITS-2 la especie T. infestans esta
muy estructurada genéticamente y hay poco flujo genético (Tabla 21).

AMOVA del ITS-2

Fuente de Suma de los Varianza de los Porcentaje de A o .,

- GL 2 . Indice de fijacién
variacion cuadrados componentes (0°) | varianza
Entre grupos 1 20,456 0,479 65,11328 ®c 0,65113 p=0,144
Entre paises 6 6,717 0,211 28,67713 d, 0,82201 p=0,022
Entre poblaciones 133 6,075 0,046 6,20960 ®s; 0,93790 p<0,001
Total 140 33,248 0,736 100,0

Tabla 21: Andlisis jerarquico anidado de la varianza molecular AMOVA (Nested AMOVA) que mide la
diversidad genética del ITS-2 del ADNr de Triatoma infestans. GL: grados de libertad. Los indices estadisticos
han sido calculados con una significacién de 10.000 permutaciones. indices de fijacién: ®c: asociado a la
diferenciacion genética entre poblaciones; ®s: asociado a la diferenciacién genética dentro de los paises;

®q;: asociado a la diferenciacion genética dentro de las poblaciones.
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Se ha obtenido una red Network del ITS-2 mediante Median-Joining. El
grupo Andino y no-Andino comparten haplotipos que no estan relacionados
entre s (T.inf-H1 y T.inf-H4). El grupo no-Andino es mas heterogéneo y se
distribuye en diferentes ramas y haplotipos, dentro de este grupo destaca el
haplotipo T.inf-H2 por ser el més extendido en América del Sur, ya que se
localiza en 5 paises diferentes (Figura 25).

'A'Iiinf— H2 ) -
24

T.inf-inf72
T.inf- H3

@ reru
© Bolivia (Andes)
@ Bolivia (Chaco)
@ Argentina

O chile

@ Uruguay /_
@ sBrasil T.inf- H4
@ Paraguay

T.inf- H1

Figura 25: Red Network del ITS-2 de Triatoma infestans generada con el algortimo Median Joining. El area de
cada haplotipo es proporcional al tamafio total de la muestra. Cada color representa un area geografica. El
punto pequefio de color negro es un vector insertado por el programa Network 5.0.0.1 para unir haplotipos.
El nimero de pasos mutacionales aparece indicado mediante nimeros rojos entre paréntesis. Imagen

modificada a partir de la obtenida mediante el programa Network 5.0.0.1.

3.7.1.3 Analisis comparado de la regién intergénica completa (ITS-1, 5.8S, ITS-
2) del ADNr

Se han obtenido 138 secuencias de la regién intergénica completa del
ADNr de T. infestans procedentes de Peru, Bolivia, Argentina, Chile, Uruguay
Brasil y Paraguay con longitudes desde 1.302 a 1.330 pb. Estas secuencias se
agrupan en 7 haplotipos, de los cuales 4 han sido hallados en el estudio (Anexo

IM).
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El alineamiento de los 7 haplotipos revela la presencia de 43 posiciones
variables de las cuales 31 son indels que se localizan en el ITS-1y 10 son indels
y 2 son posiciones parsimonicamente informativas que se localizan en el ITS-2
(Tabla 22).

Posiciones variables del ADNr (ITS-1,5.8S,ITS-2) de T. infestans
Posiciones variables nucleotidicas
ITS-1 ITS-2
Y 11111
'de“t'(’;';a““ Haplotipos 1111111111111222222222222222223 | 999999900002
6689999999999000000000011111111 | 011233388880
3490123456789012345678901234565 912901212347
P P
AJ576051 T.inf-GT1A | TAA—-——————————————m o= T-————- AAATA
AJ576054 T.inf-GT2A | ...———————————m—mm oo . | A--TATA....T
AJ576052 | T.inf-GT3A | ...——————————m—mmmmmmm . | AATTATA....T
AJ576053 | T.inf-GT4A | ...--———————-mmmm e .| A--TA---——- .
AJ576055 | T.inf-GTS5A | ...--———————-mmmmmmmmmm o . | A--TATA. . ...
AJ582024 | T.inf-GT1B | -—----- TAAAATAAAAAGCCGCAAAGACC e
AJ582025 | T.inf-GT1C | ...TAAATAARAATAAAAAGCCGCAAAGACC- | .--—---.....

Tabla 22: Alineamiento de las posiciones variables nucleotidicas halladas en los 7 haplotipos comparados de
la region intergénica completa del ADNr (ITS-1, 5.8S, ITS-2) de Triatoma infestans. El marcador ITS-1 va desde
la base 1 ala 700, el gen 5.8S continda hasta la base 855 y finalmente, el ITS-2 va desde la base 856 hasta la

Gltima base (1.302-1.330). P= posiciones parsiménicamente informativas.

En Perd se ha encontrado el haplotipo T.inf-CH1A que también se
localiza en Bolivia y Chile. El haplotipo mds extendido es T.inf-CH2A puesto que
se encuentra en Chile, Uruguay, Argentina, Brasil y Paraguay. El pais con mayor
variabilidad genética en esta regidn es Bolivia con 5 haplotipos.

En el presente estudio se ha descrito por primera vez el haplotipo T.inf-
CH4A en Bolivia y Chile ya que previamente habia sido descrito Unicamente en
Argentina (Bargues et al., 2006).
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Andlisis de genética poblacional de la region intergénica completa del ADNr

Para el analisis de genética poblacional se han utilizado las 138
secuencias (126 de este estudio y 12 de GenBank) que generan 7 haplotipos de
la region intergénica del ADNr de T. infestans. Los parametros obtenidos vy el
total de las secuencias analizadas se muestran en la Tabla 23. Los analisis de
genética poblacional se han aplicado a todas las secuencias obtenidas y
ademsds, se han aplicado por separado a las secuencias del grupo Andino y a las
del no-Andino. Los test de neutralidad aplicados a toda la poblacion muestran
valores negativos de D de Tajima y positivos para Fs de Fu lo que mostraria, al
igual que en el marcador ITS-2, que ha habido una fuerte reduccion de la
poblacion (segln Fs) pero el valor D positivo y cercano a cero indicaria que la
especie estd comenzando a expandirse. En el grupo Andino puesto que las
variables entre haplotipos se deben a indels, el valor D de Tajima es igual a cero.
En el grupo no-Andino los valores positivos de los test de neutralidad indican
gue en estas zonas los especimenes poseen un déficit de mutaciones y una
disminucion del tamafio poblacional

Valores del anélisis de la region Valores regién intergénica del ADNr
Pardmetros intergénica del ADNr Grupo Andino Grupo no-Andino

(ITS-1, 5.8S, ITS-2) en T. infestans

N de secuencias 138 123 15

Longitud (pb) 1.337 1.331 1.310

N2 de haplotipos 7 3 5

Hd 0,201 - 0,514

T 2,89464 1,791 0,00039

S 2 0 2

K 0,27896 - 0,51429

D de Tajima -0,33758 p>0,001 0  p>0,001 0,769 p>0,001

Fsde Fu 3,62428 p>0,001 5,707 p>0,001 3,3066 p>0,001

Tabla 23: Parametros de variabilidad genética de las secuencias de la regién intergénica del ADNr en Triatoma
infestans. Hd: diversidad haplotipica; st: diversidad nucleotidica expresada como la media de diferencias
nucleotidicas por sitio entre dos secuencias; S: nimero de sitios segregantes (mutaciones); k: media de las

diferencias nucleotidicas entre secuencias. D de Tajima y Fsde Fu: test de neutralidad.

El estudio de la varianza molecular del la region intergénica del ADNr

se llevd a cabo mediante el test AMOVA anidado estructurando
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jerdrquicamente las poblaciones de T. infestans en categorias de mayor a
menor tamafio como: i) grupos Andino (incluye secuencias de Peru y los Andes
Bolivianos) y no-Andino (incluye secuencias del resto de Bolivia, Chile,
Argentina, Paraguay, Brasil y Uruguay); ii) paises; y iii) poblaciones. Los
resultados del AMOVA revelan que el 58,7% de la varianza total fue debida a
las diferencias entre paises, el 24,1% a las diferencias entre poblaciones y el
17,2% a las diferencias entre grupos. Los indices de fijacién tanto en las
poblaciones (®sr=0,76) como en los paises (Psc=0,71) son los mds elevados y
son cercanos al 1 lo que indica que a estos niveles, las poblaciones de T.
infestans estan muy estructuradas y hay poco flujo genético entre individuos.
A nivel de grupos los resultados en este marcador son los mas bajos lo que
indica que hay poca estructura poblacional y se da una situacion de panmixia
en la que las diferencias genéticas de los individuos se deben a cruzamientos al
azar (Tabla 24).

AMOVA de la regién intergénica completa del ADNr
Varianza de los )
L, Suma de los Porcentaje e oo
Fuente de variacién | GL componentes ; Indice de fijacién
cuadrados 2 de varianza
(o)

Entre grupos 1 48,903 0,50568 17,20 bcr  0,17197 p> 0,001
Entre paises 6 57,336 1,72678 58,72 ¢sc 070921  p<0,001
Entre poblaciones 130 92,044 0,70803 24,08 bt 0,75921 p< 0,001
Total 137 198,283 2,94049 100,0

Tabla 24: Andlisis jerarquico anidado de la varianza molecular AMOVA (Nested AMOVA) que mide la
diversidad genética de la region intergénica del ADNr de Triatoma infestans. GL: grados de libertad. Los
indices estadisticos han sido calculados con una significacién de 10.000 permutaciones. indices de fijacion:
@ asociado a la diferenciacion genética entre poblaciones; ®s: asociado a la diferenciacién genética

dentro de los paises; ®sr: asociado a la diferenciacidén genética dentro de las poblaciones.

Se ha obtenido una red Network de la regién intergénica del ADNr
mediante Median-Joining con 3 ramas. La rama central agrupa los haplotipos
Andinos y algunas secuencias del Chaco Boliviano. Se observan dos haplotipos
gue se pueden considerar ancestrales. Por un lado, T.inf-CH1A que engloba
muestras de ambos grupos a partir del cual emergen tras una gran separacion
de 24 pasos mutacionales dos haplotipos de los Andes Bolivianos, los cuales
pueden estar aislados y de ahi el gran nimero de diferencias. Por otro lado, el
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haplotipo T.inf.CH2A también puede considerarse ancestral ya que engloba
especies de diversos paises y se encuentra unido a otros dos haplotipos con
escasos pasos mutacionales entre ellos. Las ramas mas externas contienen el
resto de haplotipos del grupo no-Andino (Figura 26).

T.inf- CH4A

(3, Tinf-CH1B
(24) @ Tinf- CH1C
Tinf- CH1A
Tinf- CH5A @ reri

O Bolivia (Andes)
. Bolivia (Chaco)

T.inf- CH2A
@ ‘ Argentina
Tinf- CH3A O Cchite
. Uruguay
Q@ orasil
@ Paraguay

Figura 26: Red Network de la region intergénica completa del ADNr de Triatoma infestans generada con el
algortimo Median Joining. El 4rea de cada haplotipo es proporcional al tamafio total de la muestra. Cada
color representa un area geografica. Los puntos pequefios de color negro son vectores insertados por el
programa Network 5.0.0.1 para unir haplotipos. El nimero de pasos mutacionales aparece indicado
mediante nimeros rojos entre paréntesis. Imagen modificada a partir de la obtenida mediante el programa

Network 5.0.0.1.

3.7.2 Analisis comparado del ADNmt

3.7.2.1 Analisis comparado del gen ribosomal 16S

Se han obtenido 166 secuencias del gen 16S (124 en el presente
estudio y 42 de GenBank) de T. infestans procedentes de Peru, Bolivia,
Argentina, Uruguay y Brasil, con longitudes desde 313 a 596 pb. Estas

139



Capitulo 3: Caracterizacion genética de T. infestans de Peru

secuencias se agrupan en 22 haplotipos: 2 nuevos hallados en el presente
estudio y 20 obtenidos de las secuencias publicadas en GenBank (Anexo V).

Las secuencias obtenidas poseen diferentes longitudes por lo que para
poder compararlas se han alineado y se ha seleccionado el fragmento que mas
secuencias comparten. Este fragmento tiene una longitud de 509 pb y esta
presente en 15 haplotipos, su alineamiento ha revelado la presencia de 2 indels
y 17 posiciones variables: 12 singletons y 5 posiciones parsimonicamente
informativas (Tabla 25).

Gen 16S de T. infestans
Posiciones variables nucleotidicas

Identificacion 1111233444444
GB Haplotipos 1111223557700002579
0278234675457244976

SS SSSSPSPSSPPPSSS

P.E. T.inf-16S.A -TT-TATGAAGAACTAGTA
P.E. T.inf-16S.B e T e e e e e G...
P.E. T.inf-16S.C* T e e e T..o...
P.E. T.inf-16S.D* -..-....G.A...CG...
AY226901 T.inf-16S.E e T e e e e e G..T
KC249023 T.inf-16S.68 e T e e e e e GAG.
AY226900 T.inf-16S.D Arg G vm i i i i G...
EU143698 T.inf-16S.R T € I, G...
EU143695 T.inf-16S.0 - U, G...
EU143694 T.inf-16S.Nie I C P, G...
EU143693 T.inf-16S.N T e e G...G...
AY226898 T.inf-16S.C Arg e T e e e G..G...
AY226897 T.inf-16S.B Arg —A- e G...
KC249025 T.inf-16S.44 -C.-..C.G...... G...
KC249016 T.inf-16S.60 - .-C....G.oviin

Tabla 25: Alineamiento de las posiciones variables nucleotidicas halladas en las 509 pares de bases de los 15
haplotipos comparados del gen 16S de Triatoma infestans. P.E: haplotipos hallados en el presente estudio;
(*): Nombre estandarizado para las agrupaciones de secuencias homdlogas, del presente estudio y
publicadas en GenBank: T.inf-16S.C= agrupa 7 secuencias, T.inf-165.D= agrupa 2 secuencias. La informacion
sobre las secuencias se puede consultar en el Anexo IV. S= singleton. P= posiciones parsimdnicamente

informativas.

El haplotipo hallado en Perd T.inf-16S.A se localiza también en Bolivia,
en la zona de Cochabamba (Andes). El haplotipo mas extendido es T.inf-16S.B
puesto que se encuentra en Bolivia, Argentina y Brasil. Ambas secuencias han
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sido descritas por primera vez en el presente estudio. El pais con mayor
variabilidad de haplotipos publicados, hasta el momento, del gen 16S de T.
infestans es Argentina con un total de 16 diferentes.

Andlisis de genética poblacional del gen 16S

Para el andlisis de genética poblacional se han utilizado 140 secuencias
(124 procedentes de los ejemplares analizados en el presente estudio y 16
secuencias publicadas en GenBank) que generan 15 haplotipos del gen 16S de
T. infestans. Los pardmetros obtenidos y el total de las secuencias analizadas se
muestran en la Tabla 26. Los analisis de genética poblacional se han aplicado a
las secuencias comparadas y ademas, se han aplicado por separado a las
secuencias del grupo Andino y a las del no-Andino. Todos los valores de los test
de neutralidad han sido negativos y la mayoria son estadisticamente
significativos, por lo que segun el gen 16S la especie esta comenzando su
expansion tras haber sufrido una fuerte reduccién que puede ser consecuencia
de un evento de “cuello de botella”.

Parimetros Valores del gen 16S Valores del gen 16S | Valores del gen 16S

en T. infestans Grupo Andino Grupo no-Andino

N de secuencias 140 117 23

Longitud (pb) 509 509 508

N2 de haplotipos 15 8 12

Hd 0,341 0,084 0,737

T 0,61285 0,17006 1,51779

S 17 3 14

K 0,59856 0,17006 1,431

D de Tajima -2,1845 p<0,001  -2,1012 p<0,001 -1,94062 p>0,001

Fsde Fu -14,72305 p<0,001  -6,5626 p<0,001 -8,80878 p<0,001

Tabla 26: Parametros de variabilidad genética de las secuencias del gen 16S de Triatoma infestans. Hd:
diversidad haplotipica; m: diversidad nucleotidica expresada como la media de diferencias nucleotidicas por
sitio entre dos secuencias; S: nimero de sitios segregantes (lugares polimérficos); k: media de las diferencias

nucleotidicas entre secuencias. D de Tajima y Fs de Fu: test de neutralidad.

El estudio de la varianza molecular del gen 16S se llevd a cabo mediante
el test AMOVA anidado estructurando jerarquicamente las poblaciones de T.
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infestans en categorias de mayor a menor tamafio como: i) grupos Andino
(incluye secuencias de PerU y los Andes Bolivianos) y no-Andino (incluye
secuencias del resto de Bolivia, Chile, Argentina, Paraguay, Brasil y Uruguay); ii)
palises; y iii) poblaciones. Los resultados del test AMOVA revelan que el 57,97%
de la varianza total fue debida a las diferencias entre grupos y un 27,65% a las
diferencias entre poblaciones. Los indices de fijacién mas elevados son los de
las poblaciones (®sy=0,72) y grupos (®cr= 0,58), en ambos casos es cercano a
1, lo que indica que para el gen 16S en ambos niveles, la poblacion estan muy
estructurada y hay poco flujo genético (Tabla 27).

AMOVA del gen 16S

Fuente de Suma de los Varianza de los Porcentaje . L,

. GL : [ndice de fijacién
variacion cuadrados componentes (07) de varianza
Entre grupos 1 16,971 0,35865 57,97 dcr 0,57969  p>0,001
Entre paises 2 2,355 0,08897 14,38 ¢sc 0,34213  p>0,001
Entre poblaciones 136 23,267 0,17198 27,65 ¢sr 0,72349  P<0,001
Total 137 198,283 2,94049 100,0

Tabla 27:Andlisis jerarquico anidado de la varianza molecular AMOVA (Nested AMOVA) que mide la
diversidad genética del gen 16S de Triatoma infestans. GL: grados de libertad. Los indices estadisticos han
sido calculados con una significacién de 10.000 permutaciones. indices de fijacién: ®cr: asociado a
diferenciacién genética entre poblaciones; ®s: asociado a diferenciacion genética dentro de los paises; Dsr:

asociado a la diferenciacién genética dentro de las poblaciones.

La distribucion en red de haplotipos obtenida por Median-Joining
muestra un haplotipo central (T.inf-16S.B) que se puede considerar que es el
ancestro ya que a partir de este surgen otros 10 haplotipos como consecuencia
de una o dos mutaciones con respecto al origen. Los haplotipos Andinos se
localizan en el centro de la red, uno de ellos (T.inf-16S.C) engloba secuencias
de los Andes Bolivianos y de Argentina, este hecho puede suceder ya que para
la elaboracién de esta red se han utilizado secuencias parciales. Otra opcién es
gue la poblacién Argentina derive de las primeras que iniciaron la colonizacion
geografica desde Bolivia. Los haplotipos no-Andinos se distribuyen de forma
heterogénea alrededor del haplotipo central (T.inf-16S.B) separados por uno o
dos pasos mutacionales, dentro de este grupo se observa un haplotipo Andino
(T.inf-16S.44) que como ya se ha mencionado, puede ser el resultado de la
construccién de la red con secuencias parciales (Figura 27).
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T.inf-16S.N

T.inf-16S.0
T.inf-16S.68

T.inf-16S.B T.inf-16S.C

T.inf-16S.E

T.inf-16S.60 @ pera

O Bolivia (Andes)
@ Bolivia(Chaco)
. Argentina

O Cchile

. Uruguay
T.inf-16S.44 @ Brasil

. Paraguay

T.inf- 16S.Nie
T.inf-16S.C_Arg

T.inf-16S.D
T.inf-16S.B_Arg

Figura 27: Red Network del gen ribosomal 16S de de Triatoma infestans generada con el algortimo Median
Joining. El 4rea de cada haplotipo es proporcional al tamafio total de la muestra. Cada color representa un
area geografica. El nimero de pasos mutacionales aparece indicado mediante nimeros rojos entre
paréntesis. El haplotipo T.inf-16S.B agrupa a las secuencias: T.inf-16S.F, T.inf-16S.D Arg, T.inf-16S.A/Cy T.inf-

16S.C Arg. Imagen modificada a partir de la obtenida mediante el programa Network 5.0.0.1.

3.7.2.2 Analisis comparado del gen ND1 del ADNmt

Se han obtenido 130 secuencias del gen ND1 (126 en el presente
estudioy 4 de GenBank) de T. infestans procedentes de Peru, Bolivia, Argentina
y Chile, con una longitud de 912 pb. Estas secuencias se agrupan en 5
haplotipos, uno de ellos (T.inf-ND1.d) hallado por primera vez en este estudio
(Anexo V).

El alineamiento de los 5 haplotipos revela la presencia de 34 posiciones
variables, 15 de estas son singletons y 19 posiciones son parsiménicamente
informativas, la mayoria de los cambios se producen en la Ultima parte del gen.
La traduccion de los haplotipos revela 2 posiciones variables en la secuencia
aminoacidica: un singleton y una posicion parsiménicamente informativa
(Tabla 28).
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11233334445666667777777888888
5577803538992386133441222349003568 | 13
7868128867033297309386136818141818 | 59
SPPPSPSSSSPSPPSPPSPSPPSPPSSSPPPPSP | SP

.inf-ND1.CHIABC/T.inf-ND1.I
.inf-ND1.CH2A/T.inf-ND1.IV
.inf-NDl.melanosoma/T.inf-ND1.II
.inf-ND1.d/T.inf-ND1.III
.inf-NDl.dark.morph/T.inf-ND1.V

AM980622
AM980621
AM980624
P.E.

AM980623

CCCGTATATTCGGACATTTAGTTGGCGACGGTGG | SV
.TTA.G....T.AG.GC.C.TC.AT..GTAAC.. WA
.TTA.G....T.AG.GC.C.TC.A...GTAAC.. WA
.TTA.G....T.AG.GC.C.TC.A...GTAAC.A | .A
TTTAC.CGCCTA..T..C.G..CA.TTG...CA. | G.

HHAaa A

Tabla 28: Alineamiento de las posiciones variables halladas en los 5 haplotipos publicados del gen ND1 de
Triatoma infestans. P.E.= haplotipo hallado en el presente estudio. (Aa)= aminoacidos. S= singleton. P=

posiciones parsiménicamente informativas.

El haplotipo hallado en Peru T.inf-ND1.CH1ABC se localiza también en
los Andes Bolivianos. El haplotipo mas extendido es T.inf-ND1.melanosoma
puesto que se encuentra en Bolivia, Chile y Argentina. En el presente estudio
ha sido descrito por primera vez fuera de Argentina. El nuevo haplotipo T.inf-
ND1.d, a pesar de las mutaciones nucleotidicas, genera la misma proteina que
T.inf-ND1.melanosoma y T.inf-ND1.CH2A. El pais con mayor variabilidad de
haplotipos publicados, hasta el momento del gen ND1 de T. infestans es Bolivia
ya que posee 4 de los 5 haplotipos descritos para este gen.

Andlisis de genética poblacional del gen ND1

Para el analisis de genética poblacional se han utilizado las secuencias
completas del gen mitocondrial ND1 de todas las muestras estudiadas de T.
infestans: 130 secuencias (126 procedentes de los ejemplares analizados en el
presente estudio y 4 secuencias publicadas en GenBank). Los parametros
obtenidos y el total de las secuencias analizadas se se muestran en la Tabla 29.
Los analisis de genética poblacional se han aplicado a las secuencias obtenidas
y ademas, se han aplicado por separado a las secuencias del grupo Andino y a
las del no-Andino. Los resultados de los test de neutralidad en el analisis de
todas las secuencias no son estadisticamente significativos, ambos Fs de Fu
(positivo) y D de Tajima (negativo) indican que la poblacién ha sufrido un
reciente cuello de botella y que existen haplotipos dominantes. En el grupo
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Andino no se han podido aplicar estos andlisis puesto que se compone de un
haplotipo, los resultados del grupo no-Andino coinciden con los calculados para
toda la poblacion.

. Valores del andlisis del gen ND1 en Valores del gen NDI Valores del gen
Paradmetros X ) en el grupo Andino ND1 en el grupo
todas las secuencias de T. infestans )
no-Andino
N2 de 130 116 14
secuencias
Longitud 912 912 912
(pb)
N2 de 5 1 4
haplotipos
Hd 0,2 - 0,571
T 0,00398 - 0,00447
S 34 - 27
K 3,62731 - 4,07692
D de Tajima -1,256 P>0,1 Sin polimorfismos -2,1719 p<0,01
Fsde Fu 7,8952 P=0,983 Sin polimorfismos 3,404 p<0,01

Tabla 29: Parametros de variabilidad genética de las secuencias del gen ND1 del ADNmt en Triatoma
infestans. Hd: diversidad haplotipica; st: diversidad nucleotidica expresada como la media de diferencias
nucleotidicas por sitio entre dos secuencias; S: nimero de sitios segregantes (mutaciones ); k: media de las

diferencias nucleotidicas entre secuencias. D de Tajimay Fu’s Fs: test de neutralidad.

El estudio de la varianza molecular del gen ND1 se llevd a cabo
mediante el test AMOVA anidado estructurando jerdrquicamente las
poblaciones de T. infestans en categorias de mayor a menor tamafio como: i)
grupos Andino (incluye secuencias de Peru y los Andes Bolivianos) y no-Andino
(incluye secuencias del resto de Bolivia, Chile, Argentina, Paraguay, Brasil y
Uruguay); ii) paises; y iii) poblaciones. Los resultados del test AMOVA revelan
que el 97,02% de la varianza total fue debida a las diferencias entre grupos y
un 2,34% a las diferencias entre poblaciones. Los indices de fijacion tanto en
los grupos (®c1=0,97) como en las poblaciones (®s1-0,97) son muy cercanos a
1, lo que supone que este gen estd muy estructurado genéticamente y el flujo
genético es limitado (Tabla 30).

Se ha obtenido una red Network del gen ND1 mediante Median-
Joining. Se observan los cinco haplotipos del gen, uno de ellos recoge todas las
muestras del grupo Andino (Pert y los Andes Bolivianos) y el grupo no-Andino
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se divide en 4 haplotipos. Dentro de este grupo se observan dos ramas
diferentes por un lado, un haplotipo T.inf-ND1.dark.morph, muy alejado
genéticamente del resto con 14 pasos mutacionales y por otro, con 11 pasos
mutacionales el haplotipo T.inf-ND1.melanosoma. A partir de este Ultimo
surgen dos haplotipos con un solo paso mutacional, los tres generan la misma
proteina (Figura 28).

AMOVA del gen ND1

Fuente de Suma de los Varianza de los Porcentaje de P .,

- GL 2 . Indice de fijacién
variacion cuadrados componentes (o) | varianza
Entre grupos 1 207,462 8,25808 97,02 ¢or 0,97023 p>0,001
Entre paises 3 1,611 0,05431 0,64 dsc 0,21432 p>0,001
Entre poblaciones 125 24,889 0,19911 2,34 ¢sr 0,97023 P<0,001
Total 137 198,283 2,94049 100,0

Tabla 30:Andlisis jerarquico anidado de la varianza molecular AMOVA (Nested AMOVA) que mide la
diversidad genética del gen ND1 de Triatoma infestans. GL: grados de libertad. Los indices estadisticos han
sido calculados con una significacién de 10.000 permutaciones. indices de fijacién: ®cr: asociado a la
diferenciacion genética entre poblaciones; ®s: asociado a la diferenciacién genética dentro de los paises;

®q;: asociado a la diferenciacion genética dentro de las poblaciones.

Tinf- ND1.CH2A

T.inf- ND1.dark.morph

T.inf-ND1.d

No — Andino

. Perd

© Bolivia (Andes)
@ Bolivia (Chaco)
@ Argentina

O Cchile

@ Uruguay

© sBrasil

@ Paraguay

Tinf- ND1.CH1ABC

Figura 28: Red Network del gen mitocondrial ND1 de Triatoma infestans generada con el algortimo Median
Joining. El drea de cada haplotipo es proporcional al tamafio total de la muestra. Cada color representa un
area geogréfica. El punto pequefio de color negro es un vector insertado por el programa Network 5.0.0.1
para unir haplotipos. El nimero de pasos mutacionales aparece indicado mediante nimeros rojos entre

paréntesis. Imagen modificada a partir del programa Network 5.0.0.1.
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3.7.2.3 Analisis comparado del gen COl del ADNmt

Se han obtenido 185 secuencias parciales del gen COIl (32 en el
presente estudio y 153 de GenBank) de T. infestans procedentes de Perdq,
Bolivia, Argentina, Chile y Uruguay con longitudes de 408 a 1.090 pb. Estas
secuencias se agrupan en 64 haplotipos: 4 nuevos hallados en el presente
estudio y 60 obtenidos de las secuencias publicadas en GenBank (Anexo VI).

Las secuencias obtenidas poseen diferentes longitudes por lo que para
poder compararlas se han alineado y se ha seleccionado el fragmento que mas
secuencias comparten. Este fragmento tiene una longitud de 446 pb y esta
presente en 52 haplotipos. El alineamiento y comparacion de estos haplotipos
revela la presencia de 42 posiciones variables, 14 singletons y 28 posiciones
parsimdénicamente informativas. Los 52 haplotipos nucleotidicos codifican para
3 secuencias de 148 aminoacidos con 2 posiciones variables entre ellas, un
singleton y una posicion parsimonicamente informativa (Tabla 31).

Gen COl de T. infestans
Posiciones variables
. ot leotidi nucleotidicas Aa
Identificacién Haplotipos nucleotidicos / 1111111111111122222222333333333444
GB aminoacidicos del gen COI 123448890011233445678900333466002345689123 |68

843891762512328140226812148315677954649898 (80

PSPSSSPSPPPPPPPPPSPPPPPPSPSPPPSSSPSSPSPPPP PS
P.E. T.inf-COI.a/T.inf-COI.I GCCTTGAAACCCCCAATTTCAACGAGGATCTTCTATTATTTC VE
P.E. T.inf-COI.b/T.inf-COT.IT |eeeuueenneneanneannnn. B I.
P.E. T.inf-COI.c/T.inf-COI.T - SR IV N Y T o Covvn
P.E. T.inf-COI.d/T.inf-COI.T - SR IV N Y T o Covvn .
P.E. T.inf-COI.e*//T.inf-COT.IT |ueuuueenuennnannnnnnnn. B cr 1.
P.E. T.inf=COT.£%/T.inf=COT.T |ttt et et et et eae s cT
P.E. T.inf-COI.i*/T.inf-COI.I C...CT
P.E. T.inf-COI.j*/T.inf-COI.I C...CT
P.E. T.inf-COI.k*/T.inf-COI.II c...ct |1
P.E. T.inf-COI.1*/T.inf-COI.I C...CT
P.E. T.inf-COI.m*/T.inf-COI.I .C...CT
P.E. T.inf-COI.n*/T.inf-COI.I C...CT
P.E. T.inf-COI.h */T.inf-COI.I C...CT
HQ437704 T.inf-COI.aad/T.inf-COI.I C...CT
HQ437703 T.inf-COI.aac/T.inf-COI.I C...CT
6479005 /T.inf-COI.I CG..CT
6479004 T.inf-COI.aaa/T.inf-COI.I C...CT
GQ479003 T.inf-COI.az/T.inf-COI.I C...CT
6479002 T.inf-COI.ay/T.inf-COI.I C...CT
6479001 T.inf-COI.ax/T.inf-COI.I C...cT
GQ479000 T.inf-COI.av/T.inf-COI.I C...CT
60478999 T.inf-COI.au/T.inf-COI.I C...CT
6478997 T.inf-COI.aq/T.inf-COI.I C...CT
60478996 T.inf-COI.ap/T.inf-COI.I C...CT
60478995 T.inf-COI.ao/T.inf-COI.I T, L R c T ol c...C.
60478993 T.inf-COI.al/T.inf-COI.I Gu'o T.Teun.. CTevennn.. Covnnnn c...cT
FJ811848 T.inf-COI.Arg8/T.inf-COI.T G
FJ811847 T.inf-COI.Arg7/T.inf-COI.T G
FJ811846 T.inf-COI.Arg6/T.inf-COI.T G
FJ811845 T.inf-COI.Arg4/T.inf-COI.T G
EF451040 T.inf-COI.LE 215/T.inf-COI.I ..G..
EF451039 T.inf-COI.LE 214/T.inf-COI.I G..
EF451038 T.inf-COI.LE 213/T.inf-COI.I GG.
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EF451037 T.inf-COI.LE_220/T.inf-COI.II A.....G. C...CT I
EF451036 T.inf-COI.LE_218/T.inf-COI.I A.....G. C...CT
EF451034 T.inf-COI.LE_152/T.inf-COI.I A..... G C...CT
EF451031 T.inf-COI.LE_333/T.inf-COI.I A.....G. C...CT
EF451030 T.inf-COI.LE_128/T.inf-COI.I A..... G C...CT
EF451029 T.inf-COI.LE_217/T.inf-COI.I A.. .G C...CT
EF451028 T.inf-COI.LE_156/T.inf-COI.I A.. .G C...CT
EF451025 T.inf-COI.LE_579/T.inf-COI.I A.. .G C...CT
EF451024 T.inf-COI.LE_146/T.inf-COI.I A.. .G. C...CT
EF451023 T.inf-COI.LE_088/T.inf-COI.I A.. .G. C...CT
EF451022 T.inf-COI.LE_089/T.inf-COI.III A.. .G. C...CT K
EF451020 T.inf-COI.LE_118/T.inf-COI.I A.. .G C...CT
EF451019 T.inf-COI.LE_039/T.inf-COI.I A.. .G C.C.CT
EF451017 T.inf-COI.LE_034/T.inf-COI.I A.. .G .C...CT
EF451016 T.inf-COI.LE_031/T.inf-COI.I A . C...CT
EF451011 T.inf-COI.LE_071/T.inf-COI.I A.. G C..CCT
EF451009 T.inf-COI.LE_197/T.inf-COI.I | ...ttt iineneneanannnns C.CT
EF451008 T.inf-COI.LE_196/T.inf-COI.I = |.... . Guurtirtinieinnenennennanns C...CT
EF451007 T.inf-COI.LE_194/T.inf-COI.I | ...ttt iianeneanennenns C...CT

Tabla 31: Alineamiento de las posiciones variables nucleotidicas halladas en las 446 pares de bases de los 52
haplotipos comparados del gen COI de Triatoma infestans. (Aa)= aminoacidos; (*)= Nombre estandarizado
para las agrupaciones de secuencias homadlogas halladas en GenBank: T.inf-COl.e = agrupa 2 secuencias,
T.inf-COLf = 15, T.inf-COLi = 13, T.inf-COl.j = 21, T.inf-COl.k = 31, T.inf-COl.| = 6, T.inf-COl.m = 2, T.inf-COl.n
=3, T.inf-COl.h = 14. La informacidn sobre las secuencias se puede consultar en el Anexo IV; S= singleton; P=

posiciones parsiménicamente informativas.

El gen COl de T. infestans es el mds variable de todos los estudiados en
Perd, se han encontrado tres haplotipos nucleotidicos: T.inf-COl.a que coincide
con una secuencia de los Andes Bolivianos publicada en GenBank, T.inf-COl.b y
T.inf-COL.f que también se localizan en los Andes Bolivianos y en el norte de
Chile. El pais con mayor variabilidad de haplotipos publicados del gen COI, hasta
el momento, es Argentina con un total de 40.

Andlisis de genética poblacional del gen COI

Para el andlisis de genética poblacional se han utilizado las secuencias
de los 52 haplotipos comparados del gen COIl de T. infestans. En total, se han
utilizado 178 secuencias (32 procedentes de los ejemplares analizados en el
presente estudio y 146 secuencias publicadas en GenBank). Los parametros
obtenidos y el total de las secuencias analizadas se muestran en la Tabla 32.
Los analisis de genética poblacional se han aplicado al conjunto de todas las
secuencias comparadas y ademas, se han aplicado por separado a las
secuencias del grupo Andino y a las del no-Andino. Los resultados de los test de
neutralidad en el andlisis de todas las secuencias y en el grupo no-Andino
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muestran valores negativos de D de Tajima no significativos y valores de Fs de
Fu también negativos, pero significativos estadisticamente cuando son
aplicados a toda la poblacion, lo que indica un exceso de polimorfismos en baja
frecuencia, que es un indicio de una expansién del tamafio poblacional. En el
grupo Andino, los valores de los test de neutralidad son positivos y no
significativos estadisticamente por lo que este grupo se encuentra bajo una
disminucion en el tamafio poblacional y/o una seleccién balanceante donde
determinados polimorfismos prevalecen por encima de los demds.

. VAR UG Valores del gen COI en Valores del gen COIl en el
Parémetros col el grupo Andino rupo ho-Andino
en T. infestans grup grup
Ne de 178 43 135
secuencias
Longitud (pb) 446 446 446
Ne de 52 4 48
haplotipos
Hd 0,919 0,576 0,901
T 0,01395 0,00258 0,01061
S 42 3 42
K 6,22167 1,15172 4,73013
D de Tajima -0,43617 p>0,1 1,41548 p>0,10 -1,16441 p>0,10
Fsde Fu -18,96 p<0,001 1,131 p>0,10 24,700 p>0,10

Tabla 32 Parametros de variabilidad genética de las secuencias del gen COl del ADNmt en Triatoma infestans.
Hd: diversidad haplotipica; mt: diversidad nucleotidica expresada como la media de diferencias nucleotidicas
por sitio entre dos secuencias; S: nimero de sitios segregantes (mutaciones); k: media de las diferencias

nucleotidicas entre secuencias. D de Tajima y Fsde Fu: test de neutralidad.

El estudio de la varianza molecular del gen COl se llevé a cabo mediante
el test AMOVA anidado estructurando jerarquicamente las poblaciones de T.
infestans en categorias de mayor a menor tamafio como: i) grupos Andino
(incluye secuencias de PerU y los Andes Bolivianos) y no-Andino (incluye
secuencias del resto de Bolivia, Chile, Argentina, Paraguay, Brasil y Uruguay); ii)
paises; y iii) poblaciones. Los resultados del test AMOVA revelan que el 52,99%
de la varianza total fue debida a las diferencias entre grupos y un 42,49% a las
diferencias entre poblaciones. El indice de fijacidon es similar entre grupos
(®cr=0,52) y poblaciones (®s1=0,57), el valor del indice puede considerarse
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intermedio por lo que se observa cierta estructura genética intermedia entre
la panmixia y el aislamiento genético para este gen (Tabla 33).

AMOVA del gen COI

Fuente de Suma de los Varianza de los Porcentaje de e L

- GL 2 : Indice de fijacién
variacion cuadrados componentes (G”) varianza
Entre grupos 1 150,676 2,69425 52,99 ¢ 0,52990  P>0,001
Entre paises 4 28,343 0,22972 4,52 ¢sc 0,09611  p<0,001
Entre poblaciones 172 371,599 2,16046 42,49 ¢sr 0,57508  p<0,001
Total 177 550,618 5,08443 100,0

Tabla 33:Andlisis jerarquico anidado de la varianza molecular AMOVA (Nested AMOVA) que mide la
diversidad genética del gen COI de Triatoma infestans. GL: grados de libertad. Los indices estadisticos han
sido calculados con una significacién de 10.000 permutaciones. indices de fijacién: ®cr: asociado a
diferenciacién genética entre poblaciones; ®s: asociado a diferenciacion genética dentro de los paises; Dsr:

asociado a diferenciacidn genética dentro de las poblaciones.

Se ha obtenido una red de haplotipos Network del gen COl mediante
Median-Joining en la que se pueden diferenciar dos grupos delimitados con
recuadros negros. Este gen es el que mas variabilidad ha mostrado para el
grupo Andino (Perd, Andes Bolivianos y norte de Chile). Por primera vez, se
observan varios haplotipos nucleotidicos peruanos que ademas codifican para
secuencias aminoacidicas distintas. Se considera que el haplotipo ancestral en
esta red es T.inf-COLf (H4) ya que ademas de ser el mas extendido
geograficamente, es del que mas haplotipos surgen y esta conectado con
ambos grupos. El grupo no-Andino tiene una distribucidon muy heterogénea con
muchos haplotipos separados por escasos pasos mutacionales, lo que
concuerda con los resultados de los test de neutralidad que apuntaban hacia
un exceso polimorfismos de baja frecuencia. Los haplotipos procedentes de
ecotopos silvestres se localizan en el exterior de la red y aislados del resto. Los
haplotipos Bolivianos se localizan en el exterior de la red aislados del resto. En
un mismo haplotipo T.inf-COl.n (H17) se agrupan secuencias de todo Bolivia
(Andes y Chaco) y de ecotopos silvestres y domiciliados. El haplotipo Argentino
T.inf-COI.LE.197 (H5) pertenece al grupo no-Andino (Figura 29).
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‘ Perlii. =~ e o e e e e e e e e e e e e e e e e e |
© Bolivia (Andes)
@ Bolivia(Chaco)
@ Argentina

O Cchile

. Uruguay

Q© Brasil

@ Paraguay

No-Andino

Figura 29: Red de haplotipos Network del gen mitocondrial COI de Triatoma infestans generada con el
algortimo Median Joining. El area de de cada haplotipo es proporcional al tamafio total de la muestra. Cada
color representa un area geografica. Los puntos pequefios de color negro son vectores insertados por el
programa Network 5.0.0.1 para unir haplotipos. El nimero de pasos mutacionales aparece indicado
mediante nimeros rojos entre paréntesis. S = haplotipos de especimenes silvestres; D = haplotipos de
especimenes domésticos. Numeracidn de los haplotipos: H1: T.inf-COl.a; H2: T.inf-COl.b; H3: T.inf-COl.e; H4:
T.inf-COLf; H5: T.inf-COI.LE197; H6: T.inf-COI.LE194; H7: T.inf-COl.ap; H8: T.inf-az; H9: T.inf-COI.LE196; H10:
T.inf-COI.LE152; H11: T.inf-COl.m (silvestre); H12: T.inf-COl.aaa (silvestre); H13: T.inf-COIl.Arg8 (silvestre);
H14: T.inf-COl.av; H15: T.inf-COI.LE034; H16: T.inf-COL.j (silvestre); H17: T.inf-COl.n (domiciliado y silvestre);
H18: T.inf-COl.ax; H19: T.inf-COI.Arg4 (silvestre); H20: T.inf-COl.ay; H21: T.inf-COI.LE124; H22: T.inf-COI.Arg6
(silvestre); H23: T.inf-COl.aab (silvestre); H24: T.inf-COl.al; H25: T.inf-COl.aad (silvestre); H26: T.inf-COI.|
(silvestre); H27: T.inf-COI.LE213; H28: T.inf-COI.LE039; H29: T.inf-COl.k (domiciliado y silvestre); H30: T.inf-
COI.LE031; H31: T.inf-COI.LE156; H32: T.inf-COI.Arg7 (silvestre); H33: T.inf-COI.LE215; H34: T.inf-COI.LE118;
H35: T.inf-COI.LE128; H36: T.inf-COl.i (silvestre); H37: T.inf-COI.LE218; H38: T.inf-COl.aac (silvestre); H39:
T.inf-COl.ao; H40: T.inf-COl.c, T.inf-Coi.d; H41: T.inf-COI.LE146; H42: T.inf-COI.LE333; H43: T.inf-COl.h; H44:
T.inf-COI.LE220; H45: T.inf-COI.LE089; H46: T.inf-COI.LEO88; H47: T.inf-COl.au. Imagen modificada a partir

del programa Network 5.0.0.1.
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3.7.2.4 Analisis comparado del gen Cyt b del ADNmt

En el presente trabajo se ha obtenido por primera vez el gen Cyt b
completo de T. infestans de Perd, Bolivia, Argentina y Chile. En total se han
obtenido 220 secuencias del gen Cyt b de T.infestans (126 en el presente
estudio, de las cuales 123 son completas y 3 son parciales, y 94 secuencias
parciales de GenBank) procedentes de Peru, Bolivia, Argentina, Chile, Uruguay,
Brasil y Paraguay con longitudes de 338 a 1.134 pb. Estas secuencias se agrupan
en 93 haplotipos: 5 nuevos hallados en el presente estudio (3 completos y 2
parciales) y 88 obtenidos de las secuencias publicadas en GenBank (ANEXQ VII).

Las secuencias obtenidas poseen diferentes longitudes por lo que para
poder compararlas se han alineado y se ha seleccionado el fragmento que mas
secuencias comparten. Este fragmento tiene una longitud de 448 pb y esta
presente en 56 haplotipos. El alineamiento y la comparacion de estos
haplotipos revela la presencia de 88 posiciones variables de las cuales 46 son
singletons y 42 son posiciones parsimoénicamente informativas (

Tabla 34). Los 56 haplotipos nucleotidicos codifican para 37secuencias de 149
aminoacidos con 32 posiciones variables de las cuales: 15 son singletons y 17
son posiciones parsiménicamente informativas (Tabla 35). El niumero de
haplotipos aminoacidicos obtenidos en la comparativa no es muy elevado
puesto que solamente se compara un fragmento y por tanto, se pierde parte
de la informacion. Cuando se compara el gen entero y fragmentos mas largos
el nimero de haplotipos aminoacidicos es mayor.

Gen Cyt b de T. infestans

Posiciones variables nucleotidicas

TI1111111111111111111122222222222222222222222222222222222222223333333334444
Identificacién 22355556779900011345556667789999900000000111111222222233333333444455566890126667992344
Ge 6928912363583434524271565672663678912345789234569345678902345679167801823273810366390212
SPSPPPSSPSPSPSPSPSSPPPPSSPPSSSSPPSPPPSSPPPSSPPSPSPSSSSSSPSPSPSSSSSSPSSPPSPSPSSPSSPSPSPPS
P.E. ACACTAAAAAGGTATTATCCTGTATCATTATAGTACCCCTAGGTAACAATTCGACAAATTCCATCCTATATGATTCAATAAGATCCAC
P.E. | e, B e i e e e A..o..o... Cou.
P.E. | e 2 A....o... Cou.
P.E. 2 Avoiiiian. A..o..o... Coun
P.E. B i et e e et et e e et e e, G...G.o.vnt T
P.E.* A .CA..
JN006797 AL WAL
JN006796 .A A.
JN006795 A A.
JN006794 A A.
JN006793 A A
JNO06798 | ... A A
GUB07598 JA.TCT....AA! A TG.
GUB07597 P A A..o..o... C.TG
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GUB07596
GU807595
GU807594
GUB07593
GUB07592
GU807591
GUB07590
GUB07589
GUB07588
GU807587
GUB07586
GU807585
GU807584
GUB07583
GUB07582
GU807581
GUB07580
GU807579
GU807578
GU807577
GU807576
GU807575
GU807574
GU807573
GU807572
GU807571
GU807570
GUB07569
GUB07568
GU807567
GUB07566
GU807565
GU807564
GUB07563
GUB07562
GU807561
GUB07560
GU807559
GU807558
AY062165
EF639038
HQB848648

Tabla 34: Alineamiento de las posiciones variables nucleotidicas halladas en las 448 pares de bases de los 56

haplotipos comparados del gen Cyt b de Triatoma infestans. P.E= nuevos haplotipos hallados en el presente

estudio; (*)= Nombre estandarizado para las agrupaciones de secuencias homdlogas halladas en GenBank:

T.inf-Cytb f = 2 secuencias. La informacién sobre las secuencias se puede consultar en el Anexo VII; S=

singleton; P= posiciones parsiménicamente informativas.

Gen Cyt b de T. infestans
Posiciones variables aminoacidicas
Identificacién Haplotipos nucleotidicos/aminoacidicos de T
GB Cytb 1113335555566666777777778888892
83892581256956789012567890134846
SSSPSSSPPSPSSPPSPPPPPSPPPSSSSPPP
P.E T.inf-Cytb.a/ T.inf-Cytb.I NINENLFALIHFSSNPLGLTFDKIPFHYYDIV
P.E T.inf-Cytb.b/ T.inf-Cytb.I
P.E T.inf-Cytb.c/ T.inf-Cytb.I
P.E T.inf-Cytb.d/ T.inf-Cytb.I
P.E T-inf-Cytb.e/ T.inf-Cytb.I
P.E* T.inf-Cytb.f/ T.inf-Cytb.I
JN006797 T.inf-Cytb.II/ T.inf-Cytb.I
JN006796 T.inf-Cytb.V/ T.inf-Cytb.I
JN006795 T.inf-Cytb.VIII/ T.inf-Cytb.I
JN006794 T.inf-Cytb.XXXVII/ T.inf-Cytb.I
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JN006793
JN006798
GUB07598
GU807597
GUB07596
GU807595
GU807594
GUB07593
GUB07592
GU807591
GUB07590
GUB07589
GUB07588
GU807587
GUB07586
GU807585
GU807584
GUB07583
GUB07582
GU807581
GUB07580
GU807579
GU807578
GU807577
GU807576
GU807575
GU807574
GU807573
GU807572
GU807571
GU807570
GUB07569
GUB07568
GU807567
GUB07566
GU807565
GU807564
GUB07563
GUB07562
GU807561
GUB07560
GU807559
GU807558
AY062165
EF639038
HQB848648

L I I B B I I T T e B B I I I T e I R B I I T I I I I I B I I I I I I I I I I I I N ]

inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
.36/

inf-Cytb

inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
.6/
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.

inf-Cytb

XXXVI/ T.inf-Cytb.L
VII/ T.inf-Cytb.I

42/
41/
40/
39/
38/
37/

35/
34/
33/
32/
31/
30/
29/
28/
27/
26/
25/
24/
23/
22/
21/
20/
19/
18/
17/
16/
15/
14/
13/
12/
11/
10/
9/

8/

7/

5/
4/
3/
2/

HHEHEA3a83

T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T.
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

Linf-Cytb.
.inf-Cytb.
Linf-Cytb.
Linf-Cytb.
Linf-Cytb.
.inf-Cytb.
Linf-Cytb.
T.
CBRA/ T.inf-Cytb.T
clone/T.inf-Cytb.I
XL/ T.inf-Cytb.T

inf-Cytb.

.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.
.inf-Cytb.

XIIT
XIv
XV
XVI
XVIT
XVIII
XIX
XX
XXI
XXIT
XXIII
XXIV
XXV
XXVI
XXVIT
XIX
XXVIII
XXIX
XXX
XXXT
XXXIT
XXXITI
XXXIV
XXXV
XXXVI
XXXVIT
I

XVIII

Tabla 35: Alineamiento de las posiciones variables aminoacidicas halladas en el fragmento de 149

aminodcidos de los 37 haplotipos para los que codifican el fragmento comparado del gen Cyt b de Triatoma

infestans. P.E.= nuevos haplotipos hallados en el presente estudio; (*)= agrupacién de secuencias homologas

halladas en GenBank a las que se le ha dado un nombre estandarizado: T.inf-Cytb f= 2 secuencias; S=

singleton; P= posiciones parsiménicamente informativas.

La distribucién de los haplotipos completos hallados es: T.inf-Cytb.a en

Peru y Bolivia, T.inf-Cytb.b en Argentina y Chile y T.inf-Cytb.c es exclusivo de

Bolivia. El pais con mayor variabilidad de haplotipos publicados, hasta el

momento, del gen Cyt b de T. infestans es Bolivia con 40 haplotipos obtenidos

como resultado de comparar las 12 muestras analizadas y las 55 secuencias del

gen publicadas en GenBank.
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Andlisis de genética poblacional del gen Cyt b

Para el andlisis de genética poblacional se han utilizado las secuencias
de los 56 haplotipos comparados del gen Cyt b de T. infestans. En total se han
utilizado 178 secuencias (126 procedentes de los ejemplares analizados en el
presente estudio y 52 secuencias publicadas en GenBank). Los parametros
obtenidos y el total de las secuencias analizadas se muestran en la Tabla 36.
Los analisis de genética poblacional se han aplicado al conjunto de todas las
secuencias comparadas y ademas, se han aplicado por separado a las
secuencias del grupo Andino y a las del no-Andino. Los resultados de los test de
neutralidad aplicados al anadlisis de todas las secuencias de la poblacién
muestran valores negativos y estadisticamente significativos de D de Tajima y
de Fs de Fu lo que indica un exceso de polimorfismos en baja frecuencia, que
es un indicio de una expansiéon del tamafio poblacional. El grupo Andino solo
tiene un haplotipo por lo que no se le pueden aplicar los test. El resultado de
los test de neutralidad aplicados en el grupo no-Andino muestran valores
negativos, estadisticamente negativos en la D de Tajima (al igual que en analisis
de toda la poblacién) y sin embargo, valores positivos y estadisticamente
significativos para el test Fs de Fu, por lo que la poblacion presenta menos
mutaciones de las esperadas, que puede significar que o bien la poblacién
acaba de sufrir recientemente una situacion de cuello de botella, y al reducirse
la poblacion hay menos variabilidad de la esperada o bien, hay una situacién de
seleccién dominante donde unos haplotipos predominan por encima de otros.

. Valores del gen Cyt b Valores del gen Cyt b | Valores del gen Cyt b
Parédmetros ) ; )
en T. infestans Grupo Andino Grupo no-Andino
N de secuencias 178 115 63
Longitud (pb) 448 448 448
N2 de haplotipos 54 1 53
Hd 0,58 - 0,971
T 0,0109 - 0,01576
S 88 - 87
K 4,88326 - 7,06144
D de Tajima -2,11523 p<0,001  Sin polimorfismos -2,21719 p<0,01
Fsde Fu -25,28827 p<0,001  Sin polimorfismos 3,404 p<0,01

Tabla 36. Parametros de variabilidad genética de las secuencias del gen Cyt b del ADNmt en Triatoma
infestans. Hd: diversidad haplotipica; st: diversidad nucleotidica expresada como la media de diferencias
nucleotidicas por sitio entre dos secuencias; S: nimero de sitios segregantes (mutacioens); k: media de las

diferencias nucleotidicas entre secuencias. D de Tajima y Fsde Fu: test de neutralidad.
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El estudio de la varianza molecular del gen Cyt b se llevé a cabo
mediante el test AMOVA anidado estructurando jerdrquicamente las
poblaciones de T. infestans en categorias de mayor a menor tamafio como: i)
grupos Andino (incluye secuencias de Peru y los Andes Bolivianos) y no-Andino
(incluye secuencias del resto de Bolivia, Chile, Argentina, Paraguay, Brasil y
Uruguay); ii) paises; y iii) poblaciones. Los resultados del test AMOVA revelan
que el 57,12% de la varianza total fue debida a las diferencias entre grupos y
un 27,74% a las diferencias entre poblaciones. El indice de fijacién mas elevado
y significativo es el de las poblaciones (®sy= 0,72) y entre grupos (®er=0,57) en
estos niveles segln el gen Cyt b, T. infestans muestra que esta estructurado
genéticamente y que el flujo genético entre individuos es escaso (Tabla 33).

AMOVA del gen Cyt b
Suma de Varianza de los )
Fuente de Porcentaje P Sy
o GL los componentes ; Indice de fijacién
variacién de varianza
cuadrados (0%
Entre grupos 1 213,264 2,22490 57,12 ¢c  0,57124 p>0,001
Entre paises 5 34,130 0,58939 15,13 dsc  0,35294  p<0,001
Entre poblaciones 171 184,775 1,08056 27,74 ¢t 0,72257  p<0,001
Total 177 550,618 5,08443 100,0

Tabla 37:Andlisis jerarquico anidado de la varianza molecular AMOVA (Nested AMOVA) que mide la
diversidad genética del gen Cyt b de Triatoma infestans . GL: grados de libertad. Los indices estadisticos han
sido calculados con una significacién de 10. 000 permutaciones. indices de fijacién: ®cr: asociado a
diferenciacion genética entre poblaciones; ®s: asociado a diferenciacion genética dentro de los paises; Dsr:

asociado a diferenciacion genética entre poblaciones.

Se ha obtenido una red Network del gen Cyt b mediante Median-
Joining. En el centro de la red se situa el haplotipo H10 que podria considerarse
el ancestro y que engloba secuencias silvestres y domiciliadas procedentes de
Bolivia, Argentina, Chile y Brasil. A partir de este, emergen ocho haplotipos, la
mayoria con una separacion de un solo paso mutacional, uno de ellos es el
Unico haplotipo que el grupo Andino posee para este geny el resto son del no-
Andino. Este ultimo grupo es muy heterogéneo pero sus haplotipos quedan
distribuidos en la red por paises, la mayoria de las separaciones entre
haplotipos, dentro del grupo, se deben a un o dos pasos mutacionales, por lo
gue se refuerza el resultado negativo en el test D de Tajima, ya que hay un
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elevado numero de polimorfismos en baja frecuencia. La mayoria de los
haplotipos que contienen secuencias procedentes de ecotopos silvestres se
localizan cerca del haplotipo central (H10), el resto proceden de muestras
domiciliadas y peridomiciliadas. En la red de haplotipos se puede observar
como la variabilidad del gen es diferente en funcién del pais. En Bolivia a pesar
de ser el origen geografico de la especie se detectan menos haplotipos que en
otros paises y los pasos mutacionales entre ellos son mas elevados (Figura 30).

3.7.2.5 Andlisis comparado de la regidn intergénica que separa los genes Cyt b
y ND1 del ADNmt

No existen resultados publicados sobre esta region en T. infestans en
GenBank. Actualmente, como ya se ha comentado solo se han publicado dos
genomas completos en vectores de la enfermedad de Chagas, el de T. dimidiata
y el de R. prolixus, de este Ultimo solo se han publicado las secuencias de los
genes codificantes del ADN mitocondrial por lo que no se tiene esta zona.

En la comparativa de las regiones intergénicas de T. infestans y T.
dimidiata se observa que la longitud de ambas es distinta, mientras que T.
infestans presenta 160 pb, T. dimidiata es mas larga con 309 pb. Se observan
ademas 211 posiciones variables de las cuales: 150 son debidas a indels, 5 son
posiciones parsimoénicamente informativas y 61 son singletons.
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Figura 30: Red de haplotipos Network del gen mitocondrial Cyt b de Triatoma infestans estudiados generada
con el algortimo Median Joining. El area de de cada haplotipo es proporcional al tamafio total de la muestra.
Cada color representa un area geografica. Los puntos pequefios de color negro son vectores insertados por
el programa Network 5.0.0.1 para unir haplotipos. El nimero de mutaciones aparece indicado mediante
numeros rojos entre paréntesis. S = haplotipos de especimenes silvestres. S/D = el haplotipo engloba
especimenes silvestres y domiciliados. Numeracion de los haplotipos: H1: T.inf-Cytb.a; H2: T.inf-Cytb.e
(silvestre y domiciliado); H3: T.inf-Cytb.d; H4: T.inf-Cytb.V (silvestre); H5: T.inf-Cytb.XL (silvestre); H6: T.inf-
Cytb. XXVII (silvestre); H7: T.inf-Cytb.VII (silvestre); H8: T.inf-Cytb.VIII (silvestre); H9: T.inf-Cytb.f (silvestre y
domiciliado); H10: T.inf-Cytb.b, T.inf-Cytb.c, T.inf-Cytb.XXXVI, T.inf-Cytb.Cbra, T.inf-Cytb.clone (silvestre y
domiciliado); H11: T.inf-Cytb.ll (silvestre); H12: T.inf-Cytb.39; H13: T.inf-Cytb.3; H14: T.inf-Cytb.33; H15: T.inf-
Cytb.14; H16: T.inf-Cytb.37; H17: T.inf-Cytb.23; H18: T.inf-Cytb.25; H19: T.inf-Cytb.36; H20: T.inf-Cytb.21;
H21: T.inf-Cytb.18; H:22 T.inf-Cytb.31; H23: T.inf-Cytb.19; H24: T.inf-Cytb.5; H25: T.inf-Cytb.28; H26: T.inf-
Cytb.17; H27: T.inf-Cytb.16; H28: T.inf-Cytb.32; H29: T.inf-Cytb.2; H30: T.inf-Cytb.30; H31: T.inf-Cytb.24; H32:
T.inf-Cytb.15; H33: T.inf-Cytb.4; H34: T.inf-Cytb.6; H35: T.inf-Cytb.7; H36: T.inf-Cytb.11; H37: T.inf-Cytb.13;
H38: T.inf-Cytb.12; H39: T.inf-Cytb.10; H40: T.inf-Cytb.9; H41: T.inf-Cytb.8; H42: T.inf-Cytb.27; H43: T.inf-
Cytb.26; H44: T.inf-Cytb.41; H45: T.inf-Cytb.38; H46: T.inf-Cytb.42; H47: T.inf-Cytb.40; H48: T.inf-Cytb.22;
H49: T.inf-Cytb.29; H50: T.inf-Cytb.35; H51: T.inf-Cytb.20; H52: T.inf-Cytb.34. Imagen modificada a partir de

la obtenida mediante el programa Network 5.0.0.1.
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3.8 Discusion

3.8.1 Analisis de la evolucién genética de la especie T. infestans

La distribucion actual de la especie T. infestans es consecuencia de los
movimientos humanos, sobretodo los que tuvieron lugar durante los siglos XIX
y XX (Segura et al., 2009). Estos movimientos incrementaron la variabilidad
genética de la especie ya que favorecieron su introduccion en nuevas areas, lo
gue generd hibridaciones entre especies (Mas-Coma & Bargues, 2009). Los
estudios genéticos de T. infestans pueden ayudar a entender la expansion
geografica y la domiciliacion de estos triatominos, dos fendmenos
estrechamente relacionados en la enfermedad de Chagas (Bargues et al.,
2006).

Se han aplicado los test de neutralidad Tajima y Fu a cada marcador de
T. infestans. En el caso del valor D de Tajima, en la mayoria de los marcadores
(excepto para ITS-1) es negativo; lo que indica que la especie en América del
Sur ha sufrido recientemente una rapida expansion (Tajima, 1989), que podria
deberse no solo a los movimientos humanos sino que también podria haberse
producido tras un evento de cuello de botella, probablemente consecuencia de
las campafias de control que han conseguido acabar con estos vectores en
muchas zonas. Los valores de Fs de Fu para el ADNr son positivos y por el
contrario, son negativos para el ADNmt. Los valores positivos muestran que la
especie presenta pocos singletons (mutaciones) y por tanto, una baja
variabilidad genética lo que sugiere que la especie ha sufrido un rapido
descenso por ejemplo, tras una situacién de cuello botella (Ramos-Onsins &
Rozas, 2002; Joyce et al., 2003; Holsinger, 2010) ademas, el ADNr presenta una
tasa de mutacién inferior y es mas conservado que el ADNmt (Bargues & Mas-
Coma, 1997; Bargues et al., 2000; Mas-Coma & Bargues, 2009). Los valores
negativos del ADNmt indican que la especie tras el drastico descenso se esta
recuperando, esta en expansién (Ramos-Onsins & Rozas, 2002; Joyce et al.,
2003; Holsinger, 2010), lo que podria explicar la recolonizacién de domicilios
en algunas zonas por T. infestans tras las intervenciones de control. La
expansion poblacional se refleja mejor en el ADNmt puesto que evoluciona mas
rapido que el ADNr nuclear (Desalle et al,, 1987; Moriyama & Powel, 1997;
Monteiro & Pierce, 2001), la mayoria de los cambios que se producen son
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sustituciones nucleotidicas simples (Mas-Coma & Bargues, 2009) y por ello, el
numero de mutaciones es mas elevado.

Los valores de los test de neutralidad, alejados del cero, indican que la
especie no se encuentra bajo la teoria neutral. T. infestans se encuentra bajo
seleccidn disruptiva, las formas intermedias se han eliminado y actualmente la
especie se divide en dos grandes poblaciones o grupos divergentes en funcién
de su drea geografica mostrando una evolucion diferente en cada grupo. En el
estudio mediante test de neutralidad de las secuencias de cada grupo por
separado, el grupo Andino, en la mayoria de los genes estudiados, o no
presenta polimorfismos o presenta valores positivos, lo que quiere decir que se
encuentra bajo presion selectiva. Las condiciones climaticas (temperaturas
extremas, humedad,...), la altitud y las campafias de control han ejercido un
efecto que ha hecho que solo unos pocos haplotipos puedan sobrevivir
(Panzera et al., 2004; Piccinali et al., 2009; Torres-Pérez et al., 2011; Waleckx
et al., 2011) ademads, puede que estos haplotipos desciendan de las primeras
poblaciones capaces de invadir domicilios (Bargues et al., 2006) y por tanto,
mantengan las caracteristicas de estas poblaciones. El grupo no-Andino en los
test de neutralidad presenta valores positivos en los marcadores ribosomales,
ya que la evolucion de estos dentro de una misma especie es mas lenta (Desalle
et al.,, 1987; Moriyama & Powel, 1997; Monteiro & Pierce, 2001; Mas-Coma &
Bargues, 2009), y esencialmente negativos en los mitocondriales, lo que quiere
decir que contiene muchas secuencias (no necesariamente en alta proporcién
dentro de la poblacion) con polimorfismos. Los resultados del grupo no-Andino
coinciden con los del estudio del conjunto de la especie T. infestans, este grupo
se haya encuentra bajo expansion poblacional tras el exterminio de las
campafias de control vectorial aplicadas repetidamente en América del sur en
las uUltimas décadas, que han tenido un fuerte impacto en estas areas no-
Andinas, ya que en algunos de estos paises han logrado eliminar al vector
(Noireau et al., 2005; Costa, 1999). Los paises en los que no han tenido éxito,
las poblaciones remanentes siguen re-infestando domicilios y de ahi la
expansion. Las variaciones genéticas observadas en la especie y su
diferenciacion esta influenciada por varios factores y no solo por el rociamiento
con insecticidas, existen factores como las extinciones locales y los eventos
fundador que pueden actuar junto con los cuello de botella en la estructura
genética de la especie (Segura et al., 2009).

Para estudiar la estructura genética de las poblaciones de T. infestans
se aplicé el test de varianza molecular anidado Nested AMOVA en cada
marcador, con las poblaciones organizadas jerarquicamente por tamafios
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como: grupo Andino (Perd y Andes Bolivianos) y grupo no-Andino (Chaco
Boliviano, Argentina, Chile, Uruguay, Brasil y Paraguay), paises y poblaciones.
El analisis de la varianza molecular AMOVA evidencia que no se puede clasificar
ni estructurar a la especie T. infestans por paises sin embargo, se encuentra
estructurada genéticamente en poblacionesy en dos grandes grupos: el Andino
y el no-Andino. El indice de fijacion en ambos niveles en la mayoria de los
marcadores estudiados son superiores a 0,5 (cuanto mas se acercan al valor 1
mas estructura y aislamiento genético presenta la poblacion (Holsinger & Weir,
2009). En la mayoria de los marcadores estudiados, el porcentaje de varianza
observado entre grupos es superior al resto lo que quiere decir que la
variabilidad entre poblaciones es superior a la intrapoblacional.

Los resultados mediante el algoritmo Median - Joining también
muestran que la especie se diferencia en dos grupos alopatricos: el grupo
Andino con un mayor contenido en ADN que se localiza en Perd, Bolivia y Norte
de Chile; y el no-Andino con menor contenido en ADN por célula que se localiza
en Bolivia, Argentina, Chile, Uruguay, Brasil y Paraguay (Dujardin et al., 1998;
Noireau et al., 1999; Panzera et al., 2004; Bargues et al., 2006; Torres-Pérez et
al.,, 2011; Waleckx et al., 2011). Esta dicotomia ya habia sido puesta de
manifiesto previamente, mediante estudios citogenéticos, filogenéticos vy
mediante bandas de heterocromatina-C (Panzera et al., 2004, Bargues et al.,
2006). El origen geografico de la especie se sitla en los Andes Bolivianos y
desde aqui las especies se dividen en dos grupos: el grupo Andino, mas
homogéneoy delimitado geograficamente; y el grupo no-Andino que ha sufrido
una rapida expansion y aislamiento a través del Chaco, lo que ha supuesto una
evolucién acelerada que ha reducido el tamafio gendmico y ha dado lugar a un
mayor numero de haplotipos, en la mayoria de los marcadores estudiados.

En cuanto al origen geografico de la especie, la red de haplotipos
obtenida por Median -Joining en todos los marcadores apunta a que se sitla
en Bolivia ya que este pais se encuentra representado en todos los nodos
considerados ancestros de la especie, que son los que se localizan en posiciones
centrales y a partir de estos emergen el resto de haplotipos. Actualmente, uno
de los mayores impedimentos para establecer el origen exacto, los Andes o el
Chaco, es que la mayoria de los trabajos usan especies colectadas en ambientes
domésticos y peridomésticos. Este tipo de poblaciones han sufrido transporte
pasivo por humanos y rociamiento con insecticida, lo que ha marcado su
evolucién reciente. Por tanto, es necesario hacer mas estudios que incluyan
especies de ecotopos silvestres para dilucidar realmente el origen de la especie
(Torres-Pérez et al., 2011; Waleckx et al., 2011).
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3.8.1.1 Marcadores del ADNr

ITS-1 del ADNr

Los haplotipos hallados del ITS-1 no presentan polimorfismos en T.
infestans por lo que se diferencian en su longitud y en los minisatélites que
contienen, los cuales permiten distinguir no solo entre haplotipos, sino entre
ecotopos (Bargues et al., 2006; Piccinali et al., 2011).

En el ITS-1, a diferencia del resto de marcadores, el grupo Andino es el
mas variable. Los test de neutralidad indican que la especie ha sufrido una
drastica reduccion. En cuanto a la red de haplotipos obtenida quedan en un
extremo los haplotipos silvestres tipo dark morph del Chaco Argentino
obtenidos por Piccinali y colaboradores (2011). Estos autores ademas,
obtuvieron la secuencia del gen COIl para estos ejemplares que se
corresponden con los haplotipos (H25 y H38) en la red de haplotipos obtenida
para el gen COl y al igual que en el ITS-1, se localizan en los extremos de la red
con una sola conexién. Las poblaciones silvestres dark morph son consideradas
de las mas antiguas y por ello, han podido acumular mas mutaciones que el
resto (Piccinali et al., 2011) y como resultado se sitlan en los extremos de la
red. En la red de haplotipos del ITS-1 los vectores silvestres Argentinos y
Bolivianos (T.inf-HB) tipo dark morph, no se relacionan lo que podria ser una
prueba de la amplia distribucion y el aislamiento de este tipo de T. infestans a
lo largo del Chaco, aunque para asegurar esta hipotesis se necesitan analizar
mas ejemplares de distintos puntos (Piccinali et al., 2011). El haplotipo T.inf-HA
es el mas extendido en toda América del Sur, ya que se ha encontrado en todos
los paises estudiados y ademas, es el Unico adaptado a todos los ecotopos. Por
estas razones T.inf-HA parece que proviene de las poblaciones que originaron
la colonizacidn. El marcador ITS-1 en T. infestans es el marcador del que menos
haplotipos se han encontrado.

ITS-2 del ADNr

El marcador ITS-2 contiene menos repeticiones en tandem de
minisatélites lo que hace que su longitud sea mas corta que la del ITS-1 sin
embargo, presenta una mayor variabilidad genética, ya que se han encontrado
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9 haplotipos entre los que si hay polimorfismos, aunque en bajo nimero
(Bargues et al., 2006; Waleckx et al., 2011).

Los bajos niveles de polimorfismo junto con los resultados de los test
de neutralidad indican que el marcador ITS-2: i) o bien, ha sufrido una fuerte
reduccién del tamafio de poblacion, por lo que se encuentra en una situacion
de colapso; ii) o bien este marcador es neutral (Waleckx et al., 2011). El test
AMOVA muestra que el flujo genético es escaso. La mayoria de los
polimorfismos en el ITS-2 se observan exclusivamente en areas No-Andinas
(Waleckx et al., 2011). Los haplotipos T.inf-H1 y T.inf-H4 se pueden considerar
de los mds antiguos puesto que estan extendidos en las dos dreas estudiadas.
El haplotipo T.inf-H4 ha sido hallado en dreas donde no habia sido descrito
previamente poniendo asi de manifiesto la expansion del grupo no-Andino a
través del Chaco.

Region intergénica completa (ITS-1, 5.8S, ITS-2) del ADNr

La regidn intergénica comprende dos espaciadores transcritos internos
(ITS-1 sin polimorfismos e ITS-2 con un bajo nimero de polimorfismos) que
enmarcan el gen 5.8S, el cual es homodlogo para toda la especie. Se han descrito
7 haplotipos de esta regidn en T. infestans: uno exclusivo de poblaciones
silvestres (T.inf-CHB), cuatro para poblaciones domésticas (T.inf-CH2A, CH3A,
CH4A y CH5A), 1 para domésticas y peridomésticas (T.inf-CH1C) y 1 para
domésticas, peridomésticas y silvestres (T.inf-CH1A).

Los resultados de los test de neutralidad indican una fuerte reduccién
del tamafio de la poblacién, en ambos grupos el nimero de haplotipos es bajo
y en el caso del grupo no-Andino, a pesar de haber mas variedad, ciertos
haplotipos predominan por encima de otros reduciendo la variabiliad genética.

Los haplotipos Andinos (T.inf-HA, T.inf-HB y T.inf-HC) han estado
sometidos a condiciones extremas de altitud y clima (Bargues et al., 2006; Mas-
Coma & Bargues, 2009), este hecho ha generado una presion selectiva sobre
las poblaciones de forma que la variabilidad genética se ha visto reducida. Los
haplotipos actuales proceden de las poblaciones originales que iniciaron la
invasion de los peridomicilios y los domicilios (Mas-Coma & Bargues, 2009), las
diferencias entre ellos se deben exclusivamente a la longitud de las secuencias
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y se relacionan con sus ecotopos. El haplotipo mds ampliamente extendido
T.inf-CH1A se ha visto favorecido ademas de por las condiciones mencionadas,
por las campafias de control vectorial que también han hecho una presion
selectiva de forma que sdlo el haplotipo mas resistente se ha expandido.

Dentro de los haplotipos no-Andinos destaca T.inf-CH2A por su amplia
distribuciéon en todos los paises no-Andinos, hecho que fue puesto de
manifiesto previamente mediante estudios isoenzimaticos (Dujardin et al.,
1998). Esta homogeneidad se debe a la buena adaptacion intradomiciliaria del
haplotipo (Mas-Coma & Bargues, 2009), que le ha permitido llevar a cabo una
rapida colonizacion del Chaco y también, puede que haya sido favorecida por
las campafias de control vectorial que han erradicado algunas poblaciones de
T. infestans (Scofield & Dias, 1999). El resto de haplotipos no-Andinos surgen
como consecuencia del aislamiento y/o de la adaptacion al domicilio de
poblaciones de T. infestans (Bargues et al., 2006).

Por tanto, los resultados del analisis de la region intergénica del ADNr
en T. infestans muestran escasa variabilidad genética en el marcador que es
debida: en parte, a que es ADNr y por tanto, al estudiar una Unica especie
presenta escasa variabilidad (Mas-Coma & Bargues, 2009); y en parte, a la
presidn selectiva que ha sufrido T. infestans de forma que solo las poblaciones
con alta capacidad de adaptacion han sobrevivido.

3.8.1.2 Marcadores del ADNmt

El ADNmt evoluciona mas rapido que el ADNr. Por este motivo, las
secuencias de T. infestans obtenidas de los genes mitocondriales son mucho
mas variables que las del ADNr. El orden en el que aparecen los genes en el
trabajo va en funcion de la velocidad de evolucidn en triatominos, del mas lento
a mas rapido (Mas-Coma & Bargues, 2009).
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Gen ribosomal 16S del ADNmt

El marcador mds conservado del ADNmt en triatominos es el gen
ribosomal 16S (Mas-Coma & Bargues, 2009; Segura et al., 2009). En el presente
estudio el niumero de haplotipos y la diversidad nucleotidica () y haplotipica
(Hd) obtenidos para este gen son superiores a los del gen ND1.

Los test de neutralidad muestran que la especie ha sufrido una severa
reduccion de su poblacion, seguramente consecuencia de los tratamientos con
insecticida. A pesar de esta situacién, el gran niumero de haplotipos y los
escasos pasos mutacionales obtenidos en la red Network, junto con el valor de
estos test en el gen 16S, indican que la especie estd comenzando a recuperarse,
sobretodo en algunas zonas. La rapida recuperacién de la especie T. infestans
tras una drastica reduccion de la poblacion causada por tratamientos con
insecticidas, ya habia sido puesta de manifiesto previamente en Argentina
(Garcia et al., 2003) y en estudios basados en microsatélites en los que se
llevaron a cabo test de heterogocidad (Segura et al., 2009).

Gen ND1 del ADNmt

El gen ND1 de T. infestans es hasta el momento, el gen mitocondrial
gue menos haplotipos genera ya que se han encontrado 5 en toda América del
Sur. La diversidad nucleotidica (n) hallada en este gen es la mas pequefia de
todos los marcadores estudiados por lo que podria estar saturado
concentrandose los cambios en la Ultima parte de la secuencia del gen (Mas-
Coma & Bargues, 2009).

Los resultados de los test de neutralidad y los del AMOVA apuntan a
gue este gen mitocondrial esta saturado. Los resultados test de neutralidad en
lugar de coincidir con los del resto de marcadores del ADNmt, coinciden con
los del ADNr es decir, la especie ha sufrido una disminucién poblacional y se
observa cémo hay haplotipos que predominan sobre otros. Los resultados del
AMOVA muestran que segun este gen los grupos Andino y no-Andino estan
muy diferenciados y los coeficientes de diferenciacién muestran un escaso flujo
genético en este gen.
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La red de haplotipos obtenida por Median — Joining también ilustra la
gran diferenciacién entre grupos con un gran nimero de pasos mutacionales
entre ellos y un bajo nimero de haplotipos a pesar de que han sido estudiados
varios paises. El grupo no-Andino es mas variable y contiene por un lado, el
haplotipo dark-morph, en el cual los cambios gendmicos se traducen en
cambios fenotipicos (Noireau et al., 1999; Bargues et al., 2006), y es el que mas
alejado estd del resto con 14 pasos mutacionales porque o bien, procede de
colonias antiguas y por ello puede haber acumulado mas mutaciones (Piccinali
et al.,, 2011) o bien, puede ser resultado de un efecto fundador. Por otro lado,
y con una separacion de 11 pasos mutacionales se localiza el haplotipo T.inf-
ND1.melanosoma que presenta también una coloracion oscura, este grupo fue
descrito en el Gran Chaco Argentino (Ceballos et al,, 2009) y en el presente
estudio se ha encontrado en el Chaco Boliviano y en Chile. Inicialmente, se
pensaba que T.inf-ND1.melanosoma era una especie diferente a T. infestans
sin embargo, a través de diferentes estudios ambas especies fueron
sinonimizadas (Lent et al., 1994; Gumiel et al., 2003; Mas-Coma et al., 2009).
T.inf-ND1.melanosoma podria ser el resultado de efecto fundador de T.
infestans donde un alelo melanico recesivo putativo se fijo (Monteiro et al.,
1999). Este haplotipo se encuentra a unido a otros dos que presentan
coloraciones normales y sin embargo, en la traduccién en aminoacidos de
todos ellos se genera la misma proteina. Estos haplotipos de T. infestans
pueden derivar de un efecto fundador consecuencia de la expansion a través
del Chaco y de la saturacion del gen ademas, ponen de manifiesto que todos
ellos pertenecen a la misma especie.

Gen COIl del ADNmt

El gen COl de T. infestans es uno de los genes mas estudiados y como
consecuencia es el que mayor numero de secuencias publicadas tiene vy
ademas, se han descrito haplotipos silvestres en diversos paises como Bolivia,
Argentina y Chile. La alta variabilidad de este gen lo convierte en uno de los
mas sensibles para el estudio de estructuras poblacionales (Piccinali et al.,
2009) de hecho, es el que presenta el valor de diversidad haplotipica (Hd) mas
elevado del estudio.
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Los resultados de los test de neutralidad aplicados a todas las
secuencias del gen COl y al grupo no-Andino son negativos lo que indica que la
especie esta en expansion y presenta un alto nimero de mutaciones pero en
baja proporcién por ello, a pesar del elevado numero de haplotipos
nucleotidicos comparados, Unicamente se traducen en tres secuencias
aminoacidicas distintas. Las poblaciones Andinas se encuentran bajo una
reduccion de su tamafio poblacional y por ello, un menor nimero de haplotipos
se ven favorecidos.

Los resultados del test AMOVA para el gen COI muestran que el flujo
genético es superior al del resto de marcadores y por ello, la variabilidad
genética observada es mayor.

La red de haplotipos obtenida para el gen parcial COIl de T. infestans
por Median - Joining es muy heterogénea ya que hay un elevado niumero de
haplotipos separados Unicamente por 1 o 2 mutaciones. El gen COIl es el que
mas haplotipos del grupo Andino contiene y en el caso de Pery, se han
observado 3 distintos. La mayoria de las secuencias estudiadas para el gen COI
de Bolivia son Andinas puesto que los ejemplares procedian de los valles de
Cochabamba, los cuales han sido sometidos a rociamiento con insecticidas
frente a malaria varias veces al afio durante las Ultimas dos décadas, hecho que
ha afectado a las poblaciones T. infestans. Estas han sufrido repetidas
reducciones drasticas en sus poblaciones y re-colonizaciones mediante efecto
fundador de los domicilios, que han hecho que acumulen variaciones genéticas
gue ha aumentado su variabilidad genética (Piccinali et al., 2009). Por ello, en
la distribucidn en red se puede ver como algunos de estos haplotipos quedan
distribuidos junto al grupo Andino y otros quedan aislados y fuera del grupo.

En el grupo no-Andino, a diferencia del resto de marcadores, Argentina
es el pais con mayor variabilidad en el gen COl de T. infestans con 31 haplotipos
diferentes. La gran variabilidad observada en este gen se puede explicar
mediante varias teorias: (1) las poblaciones de Argentina proceden de las
poblaciones mas antiguas de T. infestans y por ello han acumulado un gran
numero de mutaciones; (2) existen poblaciones que pueden actuar como
reservorios de variabilidad genética durante el proceso de reinfestacion; y (3)
las poblaciones de T. infestans pueden dividirse en subpoblaciones dentro de
las localidades por tanto, una poblacién que es sometida a efecto fundador
puede sufrir una serie de cambios causados por la deriva genética, que podrian
preservarse en cada subpoblacion manteniéndose asi la variabilidad genética
(Piccinali et al., 2009). Las teorias 2 y 3 han sido apoyadas por otros autores
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mediante diferentes técnicas como: el estudio de patrones de reinfestacion
espacio temporales (Cecere et al., 2004); morfometria (Schachter-Broide et al.,
2004), y minisatélites (Marcet et al., 2008). Los resultados obtenidos en el
presente estudio al aplicar los test de neutralidad y AMOVA, a todas las
secuencias del gen COl y a las secuencias del grupo no-Andino, apoyan la teoria
3, tras una situacion de cuello de botella como es el rociamiento con
insecticida, los nichos vacios pasan a ser ocupados por individuos que dan lugar
a poblaciones que se expanden rapidamente y que hacen que se generen un
alto numero de haplotipos Unicos. Ademas, segin AMOVA este gen tiene un
buen flujo genético lo que fomenta la aparicion de mutaciones. Los haplotipos
silvestres argentinos (tipo melanosoma) estan separados por 1 o 2 mutaciones
del resto por lo que a pesar de los cambios fenotipicos podrian interactuar con
otros ejemplares peridomiciliados y domiciliados (Piccinali et al., 2009), como
ocurre en otros paises como Bolivia o Chile, y dar lugar a cruzamientos y por
tanto a resistencias. En el gen COI, los haplotipos bolivianos se localizan en los
extremos, en uno de ellos se observa un haplotipo con secuencias de individuos
domiciliados v silvestres bolivianos tanto de los Andes como del Chaco (T.inf-
COl.n) que podrian ser un haplotipo ancestral que ha quedado aislado en el pais
consecuencia del acimulo de mutaciones; en otro extremo se observa un
haplotipo que puede ser uno de los que se extendieron a través del Chaco
(T.inf-COl.c) y que ademas de ser hallado en los domicilios, también se
encuentra en los peridomicilios. Chile es el pais en el que mas secuencias han
sido publicadas y sin embargo, no es el pais con mayor variabilidad de
haplotipos. Chile también contiene haplotipos silvestres que se piensa que
podrian ser resultado de una colonizacion desde poblaciones domésticas
Argentinas que llegaron a través de movimientos humanos y que mas tarde,
cambiaron su ecotopo a silvestre. En Chile al igual que ocurre en Bolivia,
también existen ejemplares del grupo Andino principalmente en la zona norte.
Se han buscado hibridos en el pais entre los dos linajes y no se han hallado.
Argentina y Chile comparten numerosos haplotipos lo que refleja que el linaje
no-Andino puede contener multiples eventos de colonizacion desde Argentina
o simplemente implica la retencién de polimorfismos ancestrales (Torres-Pérez
etal., 2011).
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Gen Cyt b del ADNmt

El gen Cyt b, dentro del ADNmt, es el que mas rdpido evoluciona en
triatominos (Mas-Coma & Bargues, 2009) por lo que su gran cantidad de
polimorfismos permite que sea Util en estudios de estructura poblacional
(Waleckx et al., 2011). De los genes estudiados, este es el que mas posiciones
segregantes contiene (con un numero similar de secuencias y longitud del
fragmento comparado que el gen COI) sin embargo, la diversidad haplotipica
(Hd) y nucleotidica (mt) calculadas para este gen son menores que para el gen
COl. Hasta el momento, se habian publicado solamente secuencias parciales de
este gen, en el presente estudio se han obtenido por primera vez 3 haplotipos
completos en diferentes paises de América del Sur.

Los resultados de los test de neutralidad aplicados a todas las
secuencias del gen Cyt b indican que la especie estd en expansion poblacional
y ademas, presenta un exceso de polimorfismos. Los resultados de la aplicacion
de los test de neutralidad a las secuencias de los grupos por separado sefialan
gue la evolucidon de cada grupo es diferente. Las poblaciones del grupo Andino
son homogéneas, no presentan polimorfismos, a pesar de la gran variabilidad
caracteristica de este gen. Las no-Andinas estan bajo expansion poblacional y
por ello hay numerosos haplotipos con pocas diferencias entre ellos.

Los resultados del test AMOVA también indican que la evolucidon en
cada grupo es distinta puesto que el mayor porcentaje de varianza en el gen
Cyt b se observa entre los grupos. Los indices de fijacién muestran un menor
flujo genético para este gen que en COI.

La red de haplotipos obtenida por Median — Joining para el gen Cyt b
es la muy heterogénea y los haplotipos quedan separados por varios pasos
mutacionales. El grupo Andino se agrupa en un solo haplotipo que se une a uno
de los vectores insertados por el programa. En el grupo no-Andino los
haplotipos quedan agrupados por paises y en cada uno el nimero de pasos
mutacionales que une los haplotipos es diferente. Los paises en los que T.
infestans se introdujo recientemente tienen menos pasos mutacionales entre
haplotipos como es el caso de Brasil y ademas, se localizan mas alejados del
haplotipo ancestral.

Han sido hallados un elevado nimero de secuencias procedentes de
vectores silvestres del gen Cyt b de T. infestans, la mayoria son de Argentina,
concretamente de la region del Norte Grande Argentino (perteneciente al Gran
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Chaco). Estas secuencias en la red quedan rodeadas de haplotipos del Chaco
Boliviano algunos de los cuales también son silvestres y todos ellos a su vez
rodean un haplotipo ancestral. Existen autores que defienden que el origen de
la especie no se limita a Bolivia sino que se extiende por todo el Gran Chaco
(Ceballos et al., 2009) otros autores hablan sobre un segundo foco de
dispersion, tras la dispersidon inicial desde Bolivia, del grupo no-Andino
localizado en Argentina (Garcia et al., 2003). Estas teorias se apoyan
precisamente en la gran cantidad de colonias silvestres halladas en la zona del
Gran Chaco, en estudios del ADN mt (Garcia et al., 2003) y en estudios del
cariotipo de bandas-C (Panzera et al., 2004; Bargues et al., 2006). El Unico
haplotipo de Paraguay (T.inf-Cytb.XL) se localiza entre los del Gran Chaco. Este
procede de ejemplares de T. infestans silvestres dark morph ( que son genética
y fenotipicamente diferentes al resto de T. infestans) que precisamente se
extienden a lo largo del Gran Chaco Boliviano y Argentino. En este caso, los
ejemplares de los cuales procede este haplotipo son diferentes a los del Chaco
Boliviano y similares a los del Argentino (tipo melanosoma), si bien es cierto
que el Chaco Boliviano no se ha estudiado en toda su extension (Rolon et al.,
2011).

En la comparativa de las 3 secuencias completas del gen Cyt b
obtenidas de Perd, Bolivia, Argentina y Chile, se observan también los dos
grandes grupos: el Andino formado por Perd y Bolivia (Andes) y el no-Andino
formado por Argentina y Chile; con una variabilidad nucleotidica entre estos
del 2,12%. Son necesarios mas estudios del gen completo para poder
determinar las caracteristicas evolutivas que presenta dentro de la especie T.
infestans.

Regidn intergénica que separa los genes Cyt by ND1 del ADNmt

Es la primera vez que se estudia esta region en la especie T. infestans,
previamente habia sido descrita en el estudio del genoma mitocondrial
completo de T. dimidiata donde fueron halladas 7 regiones con estas
caracteristicas, todas ellas con funcién desconocida (Dotson & Beard, 2003).

La variabilidad genética de esta region en los individuos estudiados es
superior a la de los genes que la rodean (ND1y Cyt b). Se observan también dos
grupos distintos (Andino y no-Andino).
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3.8.2 Estudio de la especie T. infestans en PerU

Diversos autores afirman que la especie T. infestans se introdujo en
Peru a finales del siglo XIX desde el norte de Chile (Torrealva & Torrealva, 1945;
Herrer, 1955) por los movimientos humanos que acontecieron en la guerra del
Pacifico (1879-1883) (Escomel, 1917). A pesar de que Peru y Bolivia son paises
vecinos y este Ultimo sea el centro de dispersion de la especie, no se ha
encontrado ni literatura, ni ejemplares en departamentos fronterizos entre los
dos paises, que indiquen una posible colonizacién directamente desde Bolivia.
Sin embargo, existen documentos que detallan los movimientos humanos a
partir de 1.545 desde Potosi (Bolivia), uno de los centros mineros mas
importantes de América de Sur, hasta el norte de Chile y de ahi a las sierras del
sur de Peru (Pease, 1992), por lo que hacen pensar que quiza la llegada de este
insecto a PerU podria ser anterior a lo datado hasta el momento. En la
comparativa de las secuencias de ADN entre paises Unicamente, se ha podido
observar la relacion entre los haplotipos del norte de Chile y Peru en la regién
intergénica del ADNry en el gen COl. En ambos casos, o comparten haplotipos,
o se han observado numerosas similitudes entre ellos y en la red de haplotipos
qgue producen se localizan cercanos o incluso forman parte del mismo
haplotipo. En el resto de marcadores, no se han podido relacionar ambos paises
porgue no se han encontrado secuencias que procedan de la regién norte de
Chile.

El estudio multigénico de la especie T. infestans en Perl muestra que
presenta una gran homologia genética que puede ser consecuencia de una
reciente propagacion de la especie (Dujardin et al., 1998; Monteiro et al., 1999;
Marcilla et al., 2001; Bargues et al., 2006; Segura et al., 2009; Torres-Pérez et
al., 2011), que estd condicionada por los movimientos migratorios humanos,
de los campos a las ciudades, y por las condiciones de las nuevas areas
colonizadas (Mas-Coma & Bargues, 2009). La distribucién de esta especie en
Peru se limita al suroeste y hasta el momento sus ecotopos son domésticos y
peridomésticos, no se han encontrado poblaciones silvestres. Actualmente, la
infestacidn de los domicilios estd cambiando de ambiente rural a urbano. Todos
los haplotipos hallados son Andinos y a pesar de haber sido colectados en un
amplio rango de altitudes y en diferentes departamentos, no se han observado
polimorfismos. El Unico gen de T. infestans variable en Peru es el gen COl ya
gue se han encontrado 3 haplotipos distintos. Este gen permite observar la
historia de la expansion de la especie T. infestans a través de los Andes y en
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Perd. Por un lado, el haplotipo peruano T.inf-COlLf muestra la expansion
geografica desde los Andes, a través del norte de Chile hasta Perd (Usinger et
al., 1966; Noireau et al., 1999, 2005; Panzera et al., 2004; Bargues et al., 2006),
ya que estd relacionado con ejemplares domésticos y silvestres de los Andes
Bolivianos y con ejemplares domésticos de la Regidn de Tarapaca al norte de
Chile. Por otro lado, los otros dos haplotipos muestran la evolucién de la
especie dentro del pais. El haplotipo T.inf-COl.a muestra la misma distribucidn
que el resto de genes, estd extendido practicamente por todos los
departamentos donde ha sido hallado T. infestans y en todas las altitudes. El
haplotipo T.inf-COl.b (con una sola mutacion nucleotidica con respecto a T.inf-
COl.a que genera diferencias en su traduccion) se limita a Arequipa vy
Moguegua, departamentos que junto a Tacna forman parte de los programas
de control implementados en la macro region sur, los cuales hacen especial
hincapié en el control quimico (Cabrera, 2005). Esta distribucién sugiere que el
haplotipo T.inf-COl.b ha surgido como consecuencia de las medidas de control
aplicadas en Peru y es mas resistente a los insecticidas.

La rdpida tasa evolutiva del gen Cyt b no se ve reflejada en los
resultados obtenidos en PerU puesto que a diferencia del gen COl, solo se ha
hallado un haplotipo. Puede que las campafias de control vectorial, en este
caso, estén ejerciendo presidn selectiva de forma que solo el haplotipo T.inf-
Cytb.a es capaz de sobrevivir y expandirse en el pais.

Las campafias de control vectorial instauradas en la macro regién Sur
concretamente en Arequipa, Moquegua y Tacna, departamentos en los que
solamente se ha citado T. infesans, han tenido éxito en Tacna puesto que no se
detectan nuevos casos desde 2.014 y en las Ultimas expediciones no se ha
podido recoger ningun ejemplar en este departamento. En Moquegua parece
gue también se va a lograr este hito ya que en el aflo 2.016 solamente se
registro un caso, y en el presente afio todavia no hay constancia de ninguno, si
bien es cierto que todavia siguen encontrdndose especimenes de T. infestans.
Arequipa sigue siendo el departamento en el que mas casos se registran al afio,
desde 2.004 hasta la fecha, el nimero se ha visto enormemente reducido
principalmente gracias a estas campafias pero siguen apareciendo nuevos
casos cada afio. Este resultado puede tener relacién con el cambio de ambiente
rural a urbano que esta sufriendo esta especie en la ciudad de Arequipa.

El nuevo reto en la lucha contra T. infestans es la urbanizacién de la
enfermedad (Levy et al., 2006; Bowman et al., 2008; Foley et al., 2013; Barbu
et al., 2013, 2014; Naquira, 2014; Khatchikian et al., 2015) hecho que esta
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teniendo lugar en la ciudad de Arequipa. Las ciudades ofrecen nuevos
ecosistemas donde las poblaciones de T. infestans evolucionan de forma
diferente a como lo hacen en medio rural. Las campafias de control vectorial
en las ciudades deben aplicarse de forma diferente a como se hacen en los
medios rurales. En las ciudades la fumigacién inicial debe centrarse en el bloque
donde fue detectada la infestacion por primera vez (Levy et al., 2006;
Khatchikian et al., 2015). Una mejor comprension de las interacciones sociales
y migratorias de los residentes de casas infestadas puede mejorar la
perspectiva de eliminar al vector en ambientes urbanos (Khatchikian et al.,
2015).

El hecho de que la especie T. infestans sea de reciente introduccion en
PerUy por tanto esté en proceso de adaptacion, su distribucién esté delimitada
y los ecotopos sean domesticos y peridomésticos puede facilitar el éxito de las
campafias de control vectorial. El hecho de que esta especie haya sido
eliminada en Tacna y se haya interrumpido la transmision vectorial en
Moquegua son claros ejemplos de los buenos resultados de un planteamiento
adecuado de las campafias de control. Sin embargo, los progresos mas
importantes en la eliminacion de T. infestans han sido llevados a cabo en los
paises no-Andinos: Uruguay ya estd libre de T. infestans y paises como Chile,
Brasil o Paraguay han logrado interrumpir la transmision vectorial. Parece que
el grupo no-Andino es mas sencillo de eliminar, quizd porque su expansién es
mas reciente o porque presentan menor contenido de ADN por célula (Bargues
et al., 2006). Es necesario crear campafias de control vectorial con sistemas de
vigilancia que estén adaptadas a las nuevas sociedades.
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4.1 Caracteristicas generales del género Panstrongylus

El género Panstrongylus se compone de 13 especies, muchas de las
cuales estan implicadas en la transmision de T. cruzi a humanos en América
Central y del Sur (Lent & Wygodzinsky, 1979; Jurberg et al., 2001; Marcilla et
al., 2002; Galvdo et al., 2003; Jurberg & Galvdo, 2006; Patterson et al., 2009;
Cavassin et al.,, 2014) (Tabla 38). Parte de las diferencias morfoldgicas entre
especies del género son consecuencia de la adaptacion a los ecotopos
domésticos (Figura 31). La mayoria de las especies son silvestres se encuentran
asociadas a una gran variedad de habitats y de animales silvestres (muchos de
ellos reservorios de T. cruzi). Existen especies con un fuerte comportamiento
sinantropico, es decir, con tendencia a invadir domicilios y establecer colonias
domésticas como: P. megistus, P. geniculatus, P. rufotuberculatus, P. chinai o
P. lignarius/herreri; otras, son oportunistas como P. lignarius en el Amazonas
brasilefio ya que vuela de ecotopos silvestres a domicilios, si tiene la
oportunidad, pero no los coloniza. El género Panstrongylus actia como vector
en la transmision de T. cruzi silvestre a humanos y actualmente, se encuentra
en proceso de domiciliacién por ello es uno de los objetivos en el control de |a
enfermedad de Chagas (Schofield et al., 1999; Cuba et al., 2002, Patterson et
al., 2009).

1. Panstrongylus chinai Del Ponte, 1929 9. Panstrongylus lutzi Neiva & Pinto, 1923
Triatoma chinai Del Ponte, 1929 Triatoma lutzi Neiva & Pinto, 1923
Panstrongylus turpiali Lent, 1997 Panstrongylus sherlocki Jurberg,

Carcavallo & Lent, 2001

2. Panstrongylus diasi Pinto & Lent, 1946

10. Panstrongylus megistus Burmeister, 1835
Conorhinus megistus Burmeister, 1835
Lamus megistus Stal, 1859
Conorhinus gigas Burmeister, 1861
Conorhinus porrigens Walker, 1873
Triatoma africana Neiva, 1911
Triatoma megista Neiva, 1911

3. Panstrongylus geniculatus Latreille, 1811
Reduvius geniculatus Latreille, 1811
Conorrhinus lutulentus Erichson, 1848
Conorhinus geniculatus Walker, 1873

Lamus geniculatus Stal, 1859

Mestor geniculatus Brindley, 1931

Triatom'a geniculata Chagas 1912 Triatoma wernickei Del Ponte, 1923
Conorhl'n 8 /utul'ent.es Erichson, 1848 Triatoma megista var. wernickei Del
Conorhinus corticalis Walker, 1873 Ponte, 1930

Triatoma tenuis Neiva, 1914

Triatoma fluminensis Neiva & Pinto, 1922
Panstrongylus parageniculatus Ortiz, 1971

Panstrongylus africanus Pinto, 1931
Mestor megistus Usinger, 1944
Panstrongylus megistus leucofasciatus
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4. Panstrongylus guentheri Berg, 1879 Lucena, 1959
Triatoma guentheri Neiva, 1914
Panstrongylus giintheri Berg, 1879 11. Panstrongylus mitarakaensis Bérenger &
Panstrongylus larroussei Pinto, 1931 Blanchet, 2007
Panstrongylus seai Pinto, 1931
Triatoma larroussei Pinto, 1925 12. Panstrongylus rufotuberculatus
Triatoma seai Del Ponte, 1929 Champion, 1899

Lamus rufotuberculatus Champion, 1899
5. Panstrongylus howardi Neiva, 1911 Triatoma rufotuberculata Neiva, 1914
Triatoma howardi Neiva, 1911 Triatoma coxo-rufra Campos, 1932

Mestor rufotuberculatus Usinger, 1939
6. Panstrongylus humeralis Usinger, 1939
13. Panstrongylus tupynambai Lent, 1942
7. Panstrongylus lenti Galvdo & Palma, 1968

8. Panstrongylus lignarius Walker, 1873
Triatoma lignarius Walker, 1873
Panstrongylus herreri Wygodzinsky, 1948

Tabla 38: Listado de las 13 especies del género Panstrongylus y las especies con las que establecen

sinonimias. Tabla modificada (Patterson et al., 2009).

P chinai * P howards * P. rufotuberculatus * P. geniculatus*

"

P. mitarakaensis 3 P, lignarius * P. humeralis ¥ P megistus #

$64¢

P lutzi * P. diasi* P tupynambai § P. guentheri * P lenti *

Figura 31: Fotografias de las 13 especies formadoras del género Panstrongylus. (Patterson et al., 2009).
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4.1.1 Origen y dispersién

El género Panstrongylus se agrupa junto con Triatoma y otros 7
géneros en la Tribu Triatomini (Hypsa et al., 2002; Marcilla et al., 2002;
Patterson et al., 2009). La primera especie descrita de este género fue P.
guentheri Berg, 1879. Después de Triatoma y Rhodnius es el tercer género de
la subfamilia Triatominae con el mayor nimero de especies. La distribucion
geografica de este género es amplia ya que ocupa desde México hasta
Argentina. En total, se han encontrado especies de Panstrongylus en 18 paises
de América del Sur incluyendo algunas islas Caribefias. Las especies con la
distribuciéon mas amplia son P. geniculatus (encontrado en 19 paises), seguido
de P. rufotuberculatus (10 paises) y P. lignarius/herreri (7 paises) (Patterson et
al., 2009).

Lent y Wygodzinsky (1979) estudiaron las relaciones intragenéricas
entre las especies de Panstrongylus construyendo un dendrograma basado en
21 caracteres. Las especies quedaron agrupadas por su distribucién geografica
en 2 clados: el del norte (P. geniculatus, P. rufotuberculatus, P. chinai, P.
howardi, P. megistus, P. humeralis, P. lignarius y P. lignarius/herreri) y el del sur
(P. guentheri, P. diasi, P. lutzi, P. lenti, P. tupynambaiy P. megistus). Ademas,
esta distribucién ha sido apoyada por estudios morfolégicos, moleculares y
citogenéticos, excepto en el caso de P. megistus que se encuentra en ambos
clados y presenta unos resultados citogenéticos diferentes al resto de especies
(Crossa et al., 2002; Patterson et al. 2009).

4.1.2 Morfologia y biologia

Existen evidencias moleculares que indican que algunas especies de
Panstrongylus comparten mas ancestros comunes con ciertas especies del
género Triatoma que con algunas de su propio género (Patterson et al., 2009).
El primer patrén morfoldgico que se describié en Panstrongylus fue la cabeza,
concretamente los tubérculos anteniferos que se sitlan cerca del margen
anterior del ojo (Lent & Wygodzinsky , 1979). Una comparacion morfométrica
de la forma de la cabeza de distintas especies de Panstrongylus apoyd que
existe una division entre las especies procedentes del norte y del sur. Ademas
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de tener las antenas insertadas cerca de los ojos, las cabezas de Panstrongylus
son consideradas a menudo relativamente pequefias. En muchos casos las
especies de Panstrongylus tienen los ojos mas grandes proporcionalmente al
tamafio de la cabeza y la talla de su cuerpo (Figura 32). Una interpretacion
funcional de este hecho es que el gran tamafio de los ojos se consideran una
adaptacién a la iluminaciéon tenue (Patterson et al., 2009).

En ciertas especies de Panstrongylus en las que los ojos son mas
pequefios, las cabezas tienen una cierta apariencia de Triatoma de hecho,
durante su desarrollo, las ninfas de estos dos géneros se pueden confundir,
como ocurre con P.rufotuberculatus (Patterson et al., 2009).

(a) (b)

Figura 32: Comparacion de las cabezas de dos ejemplares adultos de: (a) Triatoma vitticeps y (b)
Panstrongylus megistus. Las imagenes estdn escaladas a la misma longitud, se observa como el tubérculo
antenifero (ii) es mas largo en el género Triatoma (a) y las antenas quedan mas separadas de los ojos,
mientras que en Panstrongylus (b), los ojos son mas grandes, el tubérculo es mas pequefio y las antenas

guedan mas cerca de los ojos (Patterson et al., 2009).

Actualmente, hay menos informacién sobre la biologia de
Panstrongylus que sobre otros géneros ya que histéricamente, se consideraba
gue la mayoria eran especies silvestres y por tanto, no estaban envueltas en la
transmisién humana (Patterson et el., 2009). De las 13 especies que componen
el género, 12 han sido encontradas de forma natural infectadas con T. cruzi
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(Cavassin et al., 2014). A continuacidn, se citan los ecotopos descritos para cada
una de las especies (Patterson et al., 2009):

- Cuatro especies son capaces de desarrollar colonias domésticas y
ser infectadas por T. cruzi: P. megistus (vector con una gran
importancia epidemioldgica puesto que fue el primer vector
descrito de la enfermedad de Chagas), P. rufotuberculatus, P.
chinaiy P. lignarius/herreri.

- La especie P. lenti ha sido encontrada en domicilios de Brasil pero
no se tienen datos sobre si puede estar infectada por T. cruzi.

- Seis especies son silvestres y se encuentran ocasionalmente en
domicilios: P. geniculatus, P. lutzi, P. howardi, P. guentheri, P.
humeralis y P. diasi. Todas ellas excepto P. diasi han sido
encontradas infectadas con T. cruzi.

- Dos especies han sido descritas como exclusivamente silvestres e
infectadas con T. cruzi: P. lignarius procedente del Amazonas
brasilefio (sinonimizado con P. herreri) (Marcilla et al., 2002),
realmente se considera que es oportunista, a pesar de vivir en
ambientes silvestre es capaz de ser encontrada en domicilios, sin
llegar a colonizarlos; y P. tupynambai es considerada estrictamente
silvestre.

- La especie P. mitarakaensis de la cual se ha encontrado un
ejemplar en un afloramiento de granito en las montafias en la
Guayana Francesa (costa norte de América del Sur), con formas
epimastigotas y tripomastigotas que morfolégicamente coincidian
con T. cruzi (Bérenger & Blanchet, 2007).

La infeccion natural por T. cruzi ha sido detectada en 12 de las 13
especies del género Panstrongylus. Se han registrado tasas de infeccidn altas
gue podrian indicar la cercana proximidad a los hospedadores reservorio y la
alta susceptibilidad a 7. cruzi por parte de estos vectores como ocurre con P.
megistus en Brasil o P. lignarius/herreri en PerU. Las fuentes alimentarias
también son importantes a la hora de controlar el ciclo de estas especies, seis
especies (P. megistus, P. geniculatus, P. lignarius/herreri, P. rufotuberculatus, P.
lutziy P. tupynambai) son capaces de alimentarse de humanos, mientras que
de otras especies (P. diasi y P. howardi) se tiene la sospecha de que
efectivamente, también pueden alimentarse de sangre humana (Patterson et
al., 2009).
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Las especies con mayor importancia epidemioldgica son aquellas que
colonizan domicilios, existen estudios que reportan elaumento en la frecuencia
con la que algunas especies invaden hogares como P. rufotuberculatus, P.
geniculatus, P. lutziy P. chinai (Dos Santos et al., 2003).

4.1.3 Estudios genéticos previos

Los estudios filogenéticos moleculares llevados a cabo en especies de
Panstrongylus sugieren que el género puede ser representado como un
ensamblaje polifilético de especies convergentes ya que existe una estrecha
relacién entre P. lignarius/herreriy las caribefias “Nesotriatoma” formado por
Triatoma flavida y otros (Hypsa et al, 2002); y los linajes de Triatoma
procedentes de Norte América estan mas relacionados con Panstrongylus spp.
del norte en particular, con P. rufotuberculatus (Marcilla et al., 2002; Patterson
et al., 2009).

Desde que se establecido que el género Panstrongylus es un taxdn
morfolégicamente bien definido, se han llevado a cabo diversos estudios
genéticos, de distribucidén geografica y morfolégicos que apuntan a que las
especies de este género no forman un Unico clado monofilogénico, lo que
muestra el reciente origen del género Panstrongylus y su evolucion (Marcilla et
al., 2002). Hypsa y colaboradores (2002) estudiaron la filogenia de Triatominae
mediante la unidad ribosomal 16S y situaron el clado Panstrongylus entre
Triatoma; Marcilla y colaboradores (2002) mediante el estudio del ITS-2
también citan la estrecha relacion entre estos géneros, de hecho apuntan a que
Panstrongylus esta relacionado con los ancestros que dieron lugar por un lado,
a las especies de Triatoma de América del Norte y por otro, a las de América
del Sur. Estudios llevados a cabo mediante electroforesis enzimatica (Dérea et
al., 1982) y microscopia electronica (Carcavallo et al., 1994) confirman la
posicion taxondmica de Panstrongylus entre especies de Triatoma. La
distribucién geografica de especies de Panstrongylus en América Central y/o en
el norte de América del Sur (P.chinai, P. geniculatus, P. humeralis, P.
lignarius/herreri, y P. rufotuberculatus) y la gran distribucién de T. flavida
sugieren que una posicion “intermedia” del clado Panstrongylus puede encajar
bien en la dicotomia entre las especies del norte y del sur de América (Hypsa et
al., 2002). Estos resultados, unidos a las diferencias morfolégicas halladas
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principalmente en las alas, indican que el cluster Panstrongylus no esta aislado
del de Triatoma (Oliveira et al., 2007).

4.2 Distribucion actual de especies del género
Panstrongylus en Peru

En Perl se han encontrado 4 especies de Panstrongylus: P. chinai, P.
geniculatus, P. herreriy P. rufotuberculatus (Cuba et al., 2002; Cabrera, 2006;
Chavez, 2006; Patterson et al., 2009) se sabe que todas estas especies se
encuentran en domicilios y peridomicilios y que ademas de humanos, se
alimentan de otros animales.

4.2.1 Panstrongylus chinai

P. chinai (Figura 33) se encuentra en Venezuela,
Ecuadory Peru (Patterson et al., 2009). Existen estudios
que confirman que P. chinai era exclusivamente
silvestre sin embargo, cada vez se encuentra en mas
domicilios (Marcilla et al., 2002; Grijalva et al., 2015). En
Peru, este vector se considera secundario (Cuba et al,,
2002) y su distribucién se limita a: Tumbes, Piura,
Cajamarca, Amazonas, Lambayeque, La Libertad,
Ancash, Lima y Loreto (Pollack et al., 2001; Cuba et al.,,
2002; Cabrera, 2006; Chavez, 2006; Patterson et al., Figura 33: Macho adulto de
2009) Este vector también ha sido citado en Venezuela Panstrongylus chinai.

con el nombre de P. turpiali (Figura 34).
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Panstrongylus chinai

1 Tumbes

2 Piura

3 Cajamarca

4. Amazonas

5. Loreto

6. Lambayeque
7 LaLibertad
8. San Martin

9. Ancash

10.  Huanuco

11 Ucayali

12.  Lima

13. Cerrode Pasco
14.  Junin

15.  Cusco

16.  Madre de Dios
17.  Huancavelica
18. lca

19.  Ayacucho
20. Apurimac

21. Arequipa

22.  Puno

23. Moquegua
24. Tacna

Figura 34: Mapa de la distribucién de Panstrongylus chinai en Perl. Se marcan en color gris los
departamentos de Peru en los que se ha encontrado este vector, a la izquierda aparecen los nombres de

cada departamento con su correspondiente numeracion.

Las zonas ecoldgicas en las que se encuentra esta especie en Perd son
desiertos tropicales y premontanos ademas de, zonas de matorral desérticas,
tropicales y premontanas cuyas lluvias anuales van desde los 0 a los 500 metros
clbicos y las temperaturas oscilan entre los 15 y los 30°C. Por otro lado, la
altitud de estas zonas va desde los 0 a los 2.500 metros sobre el nivel del mar
(Cuba et al., 2002).

Las fuentes alimentarias silvestres de este vector se desconocen pero
se sabe que puede alimentarse de gallinas y otros animales domésticos. En
Perd, los adultos de P. chinai han sido encontrados en casas, al igual que en
Ecuador (Patterson et al., 2009).

Se ha estudiado la epidemiologia de la enfermedad de Chagas en la zona
endémica de la provincia de Loja (al sur de Ecuador) la cual limita con Perd y
presenta una ecologia muy similar a la de Piura (departamento del norte de
Peru), por lo que los resultados se pueden extrapolar. En esta zona, T. cruzi se
ha encontrado tanto en triatominos silvestres como en domiciliados, el 35% de
los hogares estan infestados con triatominos y la seroprevalencia es de 3,6 a

184



Capitulo 4: Andlisis de las especies del género Panstrongylus de Peru

3,9%. P. chinai es el tercer vector mas prevalente dentro de las casas. La
adaptacién sinantrépica de esta especie puede verse mediante la tasa de
infestacion con T. cruzi que es mayor en los insectos domiciliados (13,6%), que
en los del peridomicilio (9,5%). P. chinai aparece en el 32% de los hogares
infestados, y ademas, se asocia a la presencia de animales domésticos como
cerdos comunes y cerdos guineanos, a pobres infraestructuras sanitarias, a la
acumulacién de productos agricolas y a la presencia de arboles frutales. En Loja
es comun la aparicion simultanea en los domicilios de P. chinai junto con T.
carrioni y P. rufotuberculatus (especies que también se encuentran en Peru).
Debido a estas caracteristicas, y ante el éxito de las campafias de control
enfocadas a los vectores mas relevantes de cada zona, es posible que P. chinai
ocupe nichos ecolégicos liberados por otros vectores (Grijalva et al., 2015).
Actualmente, P. chinai estd considerado como un vector secundario de la
enfermedad de Chagas en estas zonas (sur de Ecuador y norte de Peru) pero se
incluye en las guias de control de vectorial debido a su capacidad de
domiciliacion y de recolonizacion de antiguos nichos (Mosquera et al., 2016).

4.2.2 Panstrongylus rufotuberculatus

P. rufotuberculatus (Figura 35) se encuentra
en Meéxico, Costa Rica, Panamd, Colombia,
Venezuela, Ecuador, Perq, Bolivia, Brasil y Argentina
(Marcilla et al., 2002; Patterson et al, 2009). En
Perl, este vector se considera secundario (Cuba et
al., 2002) y sin embargo, en Colombia y el sur de
Ecuador es el segundo vector mas domiciliado
(Wolff & Castillo, 2002; Grijalva et al.,, 2015). La S e
distribucion en Peru se limita a: Tumbes, Piura, panstrongyius rufotubercuiatus.

Cajamarca, Junin, Cusco, Ayacucho y Puno (Pollack
et al.,, 2001; Cuba et al., 2002; Cabrera, 2006; Chavez, 2006; Patterson et al.,
2009) (Figura 36).
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Panstrongylus
rufotuberculatus

1. Tumbes

2. Piura

3. Cajamarca
4. Amazonas
5. Loreto

6. Lambayeque
7. LaLibertad
8. San Martin
9. Ancash

10.  Huanuco

11.  Ucayali

12.  Lima

13.  Cerrode Pasco
14.  Junin

15. Cusco

16. Madrede Dios
17. Huancavelica
18. lca

19.  Ayacucho

20. Apurimac

21. Arequipa

22.  Puno

23. Moquegua
24. Tacna

Figura 36: Mapa de la distribucion de Panstrongylus rufotuberculatus en Perd. Se marcan en color gris los
departamentos de Peru en los que se ha encontrado este vector, a la izquierda aparecen los nombres de

cada departamento con su correspondiente numeracion.

Las zonas ecoldgicas en las que se encuentra esta especie en Perd son
zonas de matorral tropical, bosque seco y tropical y en los valles del sur de Peru
cuyas lluvias anuales van desde los 250 a los 8.000 metros cubicos y las
temperaturas oscilan entre los 19,5 y los 28,5°C. Por otro lado, la altitud de
estas zonas va desde los 250 a los 1.750 metros sobre el nivel del mar (Cuba et
al., 2002).

Las fuentes alimentarias silvestres de este vector son kinkajles,
murciélagos, armadillos y ademds, se alimenta de animales domésticos y
humanos (Patterson et al., 2009).

P. rufotuberculatus presenta caracteristicas que le ayudan en su
capacidad vectorial como son su longevidad, rapida respuesta ante la presencia
de un hospedador, gran volumen de sangre ingerido en cada picadura vy
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frecuentes defecaciones durante su alimentacién (Wolff et al., 2004).

La epidemiologia de este vector necesita ser estudiada con mas
profundidad. En PerU parece que se estd adaptando cada vez mas a los
domicilios atraidos por la luz eléctrica (Lent & Wygodzinsky, 1979; Cuba et al.,
2002; Patterson et al., 2009). P. rufotuberculatus se encuentra en el 13% de los
hogares infestados en Piura y es el segundo vector mas domiciliado. Esta
especie parece ser mas abundante en los domicilios durante los primeros seis
meses del afio (desde la época seca hasta el inicio de la época de lluvias)
(Zeledodn et al., 2001; Patterson et al., 2009).

4.2.3 Panstrongylus geniculatus

P. geniculatus (Figura 37) es la especie de
Panstrongylus con la distribucion mas amplia en América
(Patterson et al, 2009), se encuentra en Meéxico,
Guatemala, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colombia,
Venezuela, Trinidad, Guyana, Brasil, Ecuador Peru, Bolivia,
Paraguay, Uruguay y Argentina (Marcilla et al, 2002;

Patterson et al, 2009). P. geniculatus es el vector de la
enfermedad de Chagas mas extendido en Perl, se
encuentra en: Cajamarca, Amazonas, Loreto, San Martin, Figura 37: Macho adulto de
Huanuco, Ucayali, Cerro de Pasco, Junin, Madre de Dios, Panstrongylus geniculatus.
Ayacucho y Puno (Pollack et al., 2001; Cuba et al., 2002;

Cabrera, 2006; Chavez, 2006; Patterson et al., 2009) (Figura 38). Este vector
presenta unos ojos grandes a excepcion de la poblacion del Valle de la
Convencidn, Cusco, Pery, donde los ojos presentan un tamafio menor. Esta
variabilidad puede estar relacionada con la distribucion geografica (Dos Santos

et al.,, 2003).
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@ Panstrongylus geniculatus

Tumbes
Piura
Cajamarca
Amazonas
Loreto
Lambayeque
LaLibertad
San Martin
Ancash

10.  Huanuco
11.  Ucayali

12.  Lima

13.  Cerrode Pasco
14.  Junin

15.  Cusco

16. Madre de Dios
17.  Huancavelica
18. lca

19.  Ayacucho

20. Apurimac

21. Arequipa

22.  Puno

23. Moquegua

24. Tacna

COENONEWN =

Figura 38: Mapa de la distribucién de Panstrongylus geniculatus en Perd. Se marcan en color gris los
departamentos de Peru en los que se ha encontrado este vector, a la izquierda aparecen los nombres de

cada departamento con su correspondiente numeracion.

Las zonas ecoldgicas en las que se encuentra esta especie en Perd son
desiertos tropicales de matorral, bosques tropicales secos y humedos vy
bosques premontanos muy himedos cuyas lluvias anuales van de los 125 a los
4.000 metros cubicos y las temperaturas oscilan entre los 22,5 y los 29°C. Por
otro lado, la altitud de estas zonas va desde los 125 a los 3.700 metros sobre el
nivel del mar (Cuba et al., 2002). P. geniculatus, en base a sus caracteristicas
ecoldgicas, se considera eutérmico es decir, capaz de resistir grandes
diferencias de temperatura ademas, esta adaptado a vivir desde zonas secas
hasta ecotopos hiumedos, pasando por una gran variedad de habitats silvestres,
de ahi su amplia distribucion (Patterson et al., 2009; Rabinovich & Feliciangeli,
2015).

Las fuentes alimentarias de este vector, ademdas de humanos, son
marsupiales, zariglieyas, osos hormigueros, armadillos, murciélagos, gatos,
pajaros y gallinas ya que se ha encontrado asociado a los nidos y corrales de
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estos animales y en huecos de los arboles y hojas de palma (Patterson et al.,
2009). Esta especie es frecuentemente capturada en ambientes
peridomésticos pero se piensa que atraidos por la luz eléctrica (Wolff & Castillo,
2000; Cuba et al., 2002), entre otros factores, cada vez se registran mas
capturas de P. geniculatus en domicilios sobretodo en Venezuela, Colombia o
Bolivia (Carrasco et al., 2014; Rojas-Cortez et al., 2016). En el Amazonas
brasilefio se ha citado la domiciliacion temporal de P. geniculatus con cerdos
(Cuba et al., 2002; Patterson et al., 2009).

En Venezuela, se ha citado una alta incidencia de P. geniculatus
domiciliado con infecciones concomitantes de T. cruzi hecho que resalta la
importancia epidemioldgica de este vector (Patterson et al., 2009). En cuanto
a los habitos del vector, se sabe que defeca durante su alimentacion, lo que lo
convierte en un vector competente (Wolff & Castillo, 2000). En 2007, P.
geniculatus fue el responsable del primer brote reconocido de transmisién oral
de la enfermedad de Chagas que provoco casos agudos fatales de miocarditis
en nifios de una escuela de primaria de Caracas (Venezuela), por ingestion de
zumo de frutas contaminado accidentalmente con heces de P. geniculatus
(Patterson et al., 2009; de Noya et al., 2015). Desde este caso, 10 brotes de
casos orales han sido declarados en toda América del Sur, de los cuales el 73,5%
de los afectados fueron nifios en todos ellos P. geniculatus ha sido incriminado
(de Noya et al., 2015).

4.2.4 Panstrongylus lignarius/herreri

P. lignarius 'y P. herreri (Figura 39) estan
sinonimizados ya que morfolégicamente (dos Santos et al.,
2013), molecularmente (Marcilla et al, 2002) vy
citogenéticamente son idénticos (Cuba et al., 2000; Crossa
et al., 2002; Galvao et al., 2003; Patterson et al., 2009; Alroy
et al, 2015). Este insecto se encuentra en Venezuela,
Guyana, Surinam, Brasil, Colombia, Perd y Ecuador
(Patterson et al., 2009). Se considera el principal vector
domiciliado de la enfermedad de Chagas en el norte de

Peru, sobretodo en areas endémicas rurales y urbanas del  Figura 39: Hembra de

, ~ 4 . Panstrongylus
valle del rio Marafion (Cuba et al., 2000; Caceres et al., 2002; o narius/herreri
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Marcilla et al., 2002; Alroy et al., 2015) (Figura 40) donde se localiza tanto en
domicilios, como en peridomicilios, con una distribucidon que abarca: Piura,
Cajamarca, Amazonas, San Martin, Ayacucho y Lima (Pollack et al., 2001; Cuba
et al., 2002; Cabrera, 2006; Chavez, 2006; Patterson et al., 2009) (Figura 41).

Ecuador

Brazil

Trujillo?

Lima$ e

" Arequipa

Figura 40: Mapa en el que se observa de color azul, con un trazo mas grueso, el rio Marafidén en Perd, este
rio atraviesa los departamentos de Huanuco, Ancash, La Libertad, San Martin, Cajamarca, Amazonas y Loreto.

Imagen obtenida de: (https:sierrarios.org).

La principal diferencia entre P. lignarius y P. herreri es a nivel de
distribucién geografica alopatrica ya que P. herreri se encuentra adaptado a
domicilios, peridomicilios (vehiculizados a través de cerdos guineanos) (Herrer,
1960) y ambientes silvestres mientras que, P. lignarius protegido por su
coloracion, se localiza principalmente en ecotopos silvestres como troncos de
arboles, aunque también se ha encontrado en peridomicilios (Cuba et al.,
2002). La primera vez que fue descrito este vector fue capturado en ambiente
silvestre y se le dio el nombre de P. lignarius mas tarde, fue capturado en
colonias domésticas y se denomind P. herreri por tanto, al ser la misma especie
y por orden de descripcion, el nombre correcto es P. lignarius/herreri. Existe un
estatus subespecifico que podria diferenciarlos: P. lignarius lignarius
procedente de la parte central y este del Amazonas brasilefio y Ecuador; y P.
lignarius/herreri que se localiza en un drea mas restringida que engloba los
Andes ecuatorianos y peruanos y algunos valles inter-andinos relacionados con
el Sistema del rio Marafién. Este caso es similar al del complejo Phyllosoma en
México y sus implicaciones epidemioldgicas. De hecho, P. lignarius/lignarius es
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considerado exclusivamente silvestre u oportunista (Patterson et al,, 2009)
mientras que P. lignarius/herreri es el principal vector domiciliado del norte de
Perl ya que posee un fuerte cardcter sinantropico (Marcilla et al., 2002). En la
Ultima revision del género Panstrongylus llevada a cabo por Patterson vy
colaboradores (2009) se agrupan P. lignarius, T. lignarius y P. herreri dentro del
mismo taxon. La literatura asocia la infeccion en humanos con cepas de T. cruzi
“domiciliadas” con P. herreri mientras que, la infeccion con cepas “silvestres”
se asocia a P. lignarius (Cuba et al., 2002). En el presente estudio, en referencia
a la nomenclatura de la bibliografia sobre Peru consultada, se va a nombrar al
vector encontrado en Perl P. lignarius/herreri de forma abreviada como P.
herreri.

Panstrongylus lignarius/herren

Tumbes
Piura
Cajamarca
Amazonas
Loreto
Lambayeque
La Libertad
San Martin
Ancash

10.  Huanuco

11. Ucayali

12.  Lima

13. Cerrode Pasco
14.  Junin

15.  Cusco

16.  Madre de Dios
17.  Huancavelica
18. lca

19.  Ayacucho
20. Apurimac

21.  Arequipa

22.  Puno

23. Moquegua
24. Tacna

COENOINPWON =

Figura 41: Mapa de la distribucion de Panstrongylus herreri en Perd. Se marcan en color gris los
departamentos de Peru en los que se ha encontrado este vector, a la izquierda aparecen los nombres de

cada departamento con su correspondiente numeracion.
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Las zonas ecoldgicas en las que se encuentra P. herreri en Perd son
bosques humedos tropicales y premontanos cuyas lluvias anuales van desde los
1.000 a los 4.000 metros cubicos y las temperaturas oscilan entre 21 y 26 °C
(Cuba et al., 2002). Por otro lado, la altitud de estas zonas va desde los 468 a
los 2.537 metros sobre el nivel del mar.

Las fuentes alimentarias de este vector son marsupiales, ratas,
murciélagos, osos hormigueros, gallinas, conejos, palomas, perros y por
supuesto humanos (Patterson et al., 2009; Alroy et al., 2015). P. lignarius ha
sido localizado asociado a nidos de pdjaros, ratoneras, madrigueras y nidos en
los arboles (Patterson et al., 2009). En PerU, las poblaciones domésticas de P.
herreri ademas de mostrar habitos sinantrépicos (Cuba et al., 2002) presentan
un fuerte fototropismo (Patterson et al, 2009). Este caracter hace que P.
herreri sea un buen objetivo para las campafias de control vectorial (Cuba et
al., 2002).

En cuanto a la epidemiologia de este vector en PerU, ya se ha dicho que
P. herreri es la especie predominante en los domicilios y peridomicilios del
norte del pais. Este vector se ha encontrado en el 40% de las casas infestadas
y siempre, al menos uno de los ejemplares colectados tenia T. cruzi (Alroy et
al., 2015). Las zonas donde se encuentra son endémicas de la enfermedad de
Chagas y son tanto urbanas como rurales, destacando los departamentos de
Cajamarca y Amazonas (Patterson et al.,, 2009). Este insecto es tan frecuente
en el valle del rio Marafidon que P. herreri era vulgarmente conocido, en esta
zona, como “animal de compafiia” a pesar de que también se encuentra en
nichos silvestres. La infraestructura de los domicilios donde se localizan esta
hecha principalmente de adobe y la mayoria presenta tejados hechos de
calamina o materiales con ondulaciones de metal o plastico. Muchos de los
domicilios infestados poseen corrales adosados hechos sobretodo de madera
(Alroy et al., 2015). El ciclo bioldgico del vector se ve afectado con la
temperatura de forma que a elevadas temperaturas (por encima de 30°C) es
mas rapido (Franzim et al., 2017).

En cuanto a las tasas de prevalencia humana por infeccién con T. cruzi,
en el norte de PerU, se consideran altas (14,9%) (Alroy et al., 2015). Se cree que
los perros actlan como reservorios importantes del parasito lo que ayuda a
gue esta se reestablezca después del tratamiento con insecticidas. El cerdo
guineano histéricamente ha sido considerado el reservorio por excelencia de T.
cruzi pero en el caso de este vector no hay resultados concluyentes para
corroborarlo (Alroy et al., 2015).
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4.3 Procedencia geografica de los especimenes de
Panstrongylus estudiados

Se han analizado un total de 172 ejemplares del género Panstrongylus
de Peru capturados en domicilios y peridomicilios: 51 ejemplares de P. chinai
procedentes de: Tumbes, Piura, Cajamarca, Loreto y Ancash; 14 ejemplares de
P. geniculatus procedentes de: Amazonas, San Martin, Cerro de Pasco, Junin,
Cusco y Ayacucho; 103 ejemplares de P. herreri procedentes de Amazonas,
Cajamarca, San Martin y La Libertad; y 4 ejemplares de P. rufotuberculatus
procedentes de Cusco. Las altitudes de coleccion de los insectos van desde 12
a los 3.644 metros sobre el nivel del mar, (Figura 42) los datos sobre la
localizacion exacta de las muestras se incluyen en la (Tabla 3) del capitulo 2.
Material y métodos.

P. chinai

?& a P. geniculatus .

Amazonas *
Loreto
Lambayeque
La Libertad
San Martin
Ancash
Huanuco
11. Ucayali
12.  Lima
13.  Cerro de Pasco
14.  Junin
15.  Cusco
) . i 16. Madre de Dios
P. lignarius/herreri ’ 7. Huancavelca
19.  Ayacucho

S OONDNDWN S

20. Apurimac

21. Arequipa

22.  Puno

23. Moquegua

24. Tacna
0 250 500 Km
| S

Figura 42: Mapa de la distribucidon geografica de los ejemplares de Panstrongylus estudiados. Aparecen
numerados y marcados en color gris los departamentos donde han sido capturados los ejemplares en Peru.

Cada especie estudiada se marca mediante un punto de color en el lugar donde fue colectada.
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4.4 Objetivos

4.4.1 Objetivo general

El presente capitulo tiene como objetivo general la caracterizacién a nivel
molecular de las especies capturadas en Perd del género Panstrongylus
mediante la secuenciacion y analisis de los marcadores moleculares ADNr
nuclear (ITS-1, 5.85 e ITS-2) y del ADNmt (16S, ND1, COl y Cyt b).

4.4.2 Objetivos especificos

- Estudiar la distribucion geografica actual de las especies del género
Panstrongylus capturadas en Peru a diversos niveles altitudinales y
departamentos.

- Creacién de un mapa de distribucion geografica y genética de las
especies de Panstrongylus

- Estudiar la historia demografica del género Panstrongylus en Peru

- Creacién de una base de datos unificada de haplotipos de todas las
especies de Panstrongylus

- Estudiar la epidemiologia del género Panstrongylus en Perd vy
aplicar medidas para controlar la distribucién de estos vectores y
la incidencia de la enfermedad de Chagas asociada a transmision
vectorial.
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4.5 Resultados moleculares

4.5.1 Resultados obtenidos en el estudio del ADN nuclear
ribosomal (ADNr)

4.5.1.1 Anélisis del ITS-1 del ADNr

En el presente estudio se ha obtenido por primera vez las secuencias de
ITS-1 de P. chinai; y por primera vez en Peru, las de P. geniculatus y P. herreri.

a) ITS-1 de Panstrongylus chinai

El analisis de las secuencias obtenidas del marcador ITS-1 de los 51
especimenes analizados de P. chinai ha permitido obtener un Unico haplotipo
P.chi-HA (longitud 632 pb; 71,8% AT). Dentro del ITS-1 se han detectado dos
minisatélites (GTACATA) y (AT); que se repiten tres veces, cada uno, a lo largo
del marcador (Figura 43).

No se han encontrado diferencias en el estudio por altitudes geograficas
desde los 12 a los 2.380 metros sobre el nivel del mar, ni en el estudio por
departamentos de Perd.

100 200 300 400 500 600

# ITS-1
P.chi-HA .

| GTACATA H GTACATA | GTACATA |

267 2731 274 280 1294 300

[ tamn, | [ en, | (AT);

121 128 253 258 501 506

Figura 43: Localizacion de los minisatélites detectados en el marcador ITS-1 de los Panstrongylus chinai
estudiados procedentes de Peru. Se representa la secuencia del haplotipo hallado mediante una linea gruesa
en sentido 5’ - 3’ los nimeros indican las posiciones de los nucledtidos en el alineamiento. Los dos

minisatélites detectados se repiten 3 veces cada uno a lo largo de la secuencia.
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b) ITS-1 de Panstrongylus geniculatus

El andlisis de las secuencias obtenidas del marcador ITS-1 de los 14
especimenes analizados de P. geniculatus ha permitido obtener tres
haplotipos: P.gen-HA (longitud 667 pb; 69,8% AT) en el 55,5% de los
ejemplares; P.gen-HB (longitud 667 pb; 69,8% AT) en el 33,3%; y P.gen-HC
(longitud 667 pb; 69,7% AT) en el 11,1%. Se observan un total de 8 posiciones
variables, los haplotipos mas homdlogos son P.gen-HA y P.gen-HB, los cuales se
diferencian en 2 indels. El haplotipo P.gen-HC se diferencia en 5 mutaciones 'y
dos indels con respecto a P.gen-HA y en 4 mutaciones y 4 indels con respecto
a P.gen-HB (Tabla 39). Se ha detectado un minisatélite (AT)s; que se repite dos
veces entre las bases 124 y 129 y entre las 420 y las 426 (Figura 44).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucion por
departamentos de Peru: P.gen-HA se ha encontrado desde los 214 a los 1.813
metros en los departamentos de San Martin y Cerro de Pasco, por lo que se
encuentra mas al norte; P.gen-HB desde los 800 a los 3.644 metros en los
departamentos de Cerro de Pasco, Cusco y Ayacucho, por lo que se localiza mas
al sur; y P.gen-HC se ha encontrado en el departamento de Amazonas a 468
metros sobre el nivel del mar.

ITS-1 de P. geniculatus
Posiciones variables
Haplotipos del nucleotidicas Porcentaje de
mafcadSr ITS-1 Longitud (pb) AT% 11122344 individuos por
37756235 haplotipo
93458514
P.gen-HA 667 69,87 T-ACAA-A 55,5%
P.gen-HB 667 69,87 T .-, 33,3%
P.gen-HC 667 69,72 A-.T-CTG 11,1%

Tabla 39: Alineamiento de las posiciones variables de los 3 haplotipos obtenidos en el estudio del espaciador
transcrito interno ITS-1 de Panstrongylus geniculatus. Se muestra la longitud de los haplotipos como pares
de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se indican las posiciones de las mutaciones
observadas. (-) indel. (.) la secuencia en esa posicién posee el mismo nucledtido que el primer haplotipo de

la comparativa. Se incluye qué porcentaje de los ejemplares estudiados posee cada haplotipo.
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100 200 300 400 500

124129 ‘ ‘ 420 426 1TS-1

P. geniculatus

Figura 44: Localizacion de los minisatélites detectados en el marcador ITS-1 de los Panstrongylus geniculatus
estudiados procedentes de Peru. Se representa la secuencia del haplotipo hallado mediante una linea gruesa

en sentido 5’ - 3’ los nimeros indican las posiciones de los nucledtidos en el alineamiento.

c) ITS-1 de Panstrongylus herreri

El andlisis de las secuencias obtenidas del marcador ITS-1 de los 103
especimenes analizados de P. herreri ha permitido obtener dos haplotipos, que
se diferencian en dos indels en las posiciones 450 y 451: P.her-HA (longitud 572
pb; 72,5%.AT) presente en el 95,2% de las muestras; y P.her-HB (longitud 572
pb; 72,5%.AT) presente en el 4,7%. La secuencia P.her-HA es idéntica al 100%
con el haplotipo de P. herreri AM949584 publicado en GenBank por Mas-Coma
y Bargues (2009). Dentro del marcador se localizan 2 minisatélites: uno, en la
primera parte cuya secuencia es TA(AT),AATA; y otro, repetido en tandem en
la ultima parte del marcador cuya secuencia es TTT(AT);GCGAATTGTAAT
(Figura 45).

100 200 300 400 500
112125 342362 452471 ITS-1

P.her-HA ;
Pher-HB 5 ) £ ' 3

TA(AT),AATA | TTT(AT);GCGAATTGTAAT |

Figura 45: Localizacion de los minisatélites detectados en el marcador ITS-1 de los Panstrongylus herreri

estudiados procedentes de Peru. Se representan la secuencias de los haplotipos hallados mediante una linea

gruesa en sentido 5’ - 3’ los nimeros indican las posiciones de los nucledtidos en el alineamiento.
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En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucién por
departamentos de Peru: P.her-HA es el mas extendido, se ha encontrado en
todas las altitudes desde los 130 a los 2.537 metros y en todos los
departamentos estudiados Amazonas, Cajamarca, San Martin y La libertad;
P.her-HB presenta una distribucion limitada ya que ha sido encontrado
exclusivamente en el departamento de Amazonas, a partir de 900 metros sobre
el nivel del mar.

4.5.1.2 Anélisis del ITS-2 del ADNr

En el presente estudio se ha obtenido por primera vez las secuencias
de ITS-2 de P. chinaiy P. geniculatus en Peru.

a) [ITS-2 de Panstrongylus chinai

El anadlisis de las secuencias obtenidas del marcador ITS-2 de los 51
especimenes analizados ha generado 10 haplotipos diferentes: 2 de ellos
obtenidos por secuenciacién directa y 8 por clonacion. Se decidid clonar una
de las muestras puesto que en la electroforesis realizada tras la PCR del gen
5.85 e ITS-2 se observaron dos bandas con distinto peso molecular, se
secuenciaron ambas bandas y se obtuvo 2 secuencias con distinta longitud del
ITS-2. Los cromatogramas de estas secuencias no estaban limpios por lo que se
clond la muestra y como resultado se detectaron 8 clones diferentes con
distintas longitudes, entre los que la mayoria de los cambios son debidos a
indels.

La longitud de los 10 haplotipos obtenidos varia desde los 354 a los 501 pb
con un contenido medio en AT de 77,4%. En funcién de su longitud los
haplotipos se dividen en: largos con 499 a 501 pb que se corresponde con los
haplotipos P.chi-H1, H4, H5, H6, H7, H8, H9 y H10; y cortos P.chi-H2 y H3 con
354 y 355 pb, respectivamente. Se observan 159 posiciones variables entre las
secuencias comparadas de las cuales, 6 son debidas a mutaciones y 153 a
indels. El haplotipo mas representado es P.chi-H1 en el 56,6% de las muestras
seguido de P.chi-H2 en el 26,35%, el resto tienen una representacion de 1,1%
cada uno (Tabla 40). P.chi-H1 es homodlogo al 100% con los haplotipos,
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publicados en GenBank, de P. chinai (JX400892) y P. howardi (JX400896); P.chi-
H2 es homodlogo al 100% con P. chinai (JX400919); y P.chi-H9 es homdlogo al
100% con P. chinai (JX400891) todos ellos publicados por Sempertegui-Sosa
(2012). Se ha obtenido una secuencia de ITS-2 por cada ejemplar sin embargo,
uno de los ejemplares de Piura, al ser clonado, generd 10 secuencias para el
ITS-2.

En la comparacién de los haplotipos obtenidos del gen ITS-2 de P. chinai los
mas homdlogos son P.chi-H9 con respecto a P.chi-H4 y H5 puesto que
solamente se ha detectado un indel entre ellos, lo que supone una diferencia
del 0,2%. Los haplotipos que mas diferencias muestran son P.chi-H2 con
respecto a P.chi-H4, H5 y H7 puesto que se detectan entre ellos de 153 a 154
indels (debido a la diferencia en sus longitudes) y 1 mutacion. Los haplotipos
con mayor numero de mutaciones son P.chi-H7 con respecto a P.chi-H8 y H10
con un total de 3 mutaciones (Tabla 41). Se han detectado dos minisatélites
ATTTT(AT)sy (AT)e en el inicio de la secuencia, entre las posiciones 42 y 77, en
todos los haplotipos largos excepto, en P.chi-H7 que contiene una mutacion a
mitad del primer minisatélite. En los haplotipos cortos, en los lugares donde se
localizan los minisatélites se observan indels por tanto, la diferencia de longitud
entre haplotipos es debida en gran parte a si poseen o no minisatélites. En
todos los haplotipos en la posicién 42 se observan las cuatro primeras bases
del minisatélite (ATTTT) y también la region que los separa (AGTTTATT) (Figura
46).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucion por
departamentos de Peru: P.chi-H1 se ha encontrado desde los 65 a los 104
metros en los departamentos de Piura y Loreto; P.chi-H2 se ha encontrado por
debajo de los 100 metros en Piura; el resto de haplotipos (P.chi-H3, H4, H5, H6,
H7, H8, H9 y H10) se han obtenido del mismo espécimen cuya altura de
coleccién son 72 metros sobre el nivel del mar en Piura.
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100 200 300 400 500
P.chi-H1
P.chi-H4 ITS-2
P.chi-H5 5 — ’
P.chi-H8 e 3
P.chi-H9 .

P.chi-H10 ATTTT(AT)s AGTTTATT| (AT)s

666666666677
1234567890123

©S | 44444444555
5| 2345678901
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P.chi (largos)| AATTTTATATATATATAG ATATATATATAT
P.chi-H2 y H3

Figura 46: Localizacién de los minisatélites detectados en el marcador ITS-2 de los Panstrongylus chinai
estudiados procedentes de Peru. Se representan las secuencias de los haplotipos largos mediante una linea
gruesa en sentido 5’ - 3’ y los minisatélites hallados entre las bases 42 y 77. Los numeros indican las
posiciones de los nucledtidos en el alineamiento. La tabla inferior muestra las diferencias en composicion
nucleotidica entre los haplotipos largos y los cortos en el fragmento donde se hallan los minisatélites
(marcados en rojo). Se observa como en la mayoria de las posiciones de los nucledtidos que forman los
minisatélites en las secuencias cortas hay indels (-). En la secuencia nucleotidica que separa los minisatélites

la diferencia entre ambos haplotipos se deben a un indel en la posicién 60

b) ITS-2 de Panstrongylus geniculatus

El analisis de las secuencias obtenidas del marcador ITS-2 de los 14
especimenes analizados de P. geniculatus ha permitido obtener un haplotipo
P.gen-H1 (longitud 506 pb; 77,07% AT). Se observan dos minisatélites en el
inicio del marcador ATTTT(AT)sy (AT)s entre las posiciones 40y 73 (Figura 47).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucion por
departamentos de Peru: P.gen-H1 se encuentra extendido desde los 214 a los
3.644 metros, en los departamentos de San Martin, Cerro de Pasco y Ayacucho.

200



isis de las especies del género Panstrongylus de Peru

Capitulo 4: And

‘odijojdey eped aasod sopelpnisa satejdwala so|
ap afejuadiod anb aAn|oul a5 ‘eAlnesedwod e ap odiojdey Jawnd |2 anb oproajdnu owsiw |9 93sod ugRIsod eSS U3 RIDUSNIAS €| (*) |9pUl (-) "SEPBAI9SQO SaUOIdRINW Se| 9p Sauoldisod
Se| UedIpul 35 "(UOIDBUOD =D ‘B1IAUIP UOIDLIDUSNIAS=JS) SBIDUINIIS SB| 9P UOIDUS1GO ap 0pol1adw A (1v%) bujwil A euiuapy ap afejuadiod ‘(qd) saseq ap saded owod sodijojdey so| ap

pnySuo| e| e1ISINW S "IDUIYD SNABUOIISUD DP Z-S1| OUJDIUI 0}IOSURI} JOPEIDEdSS [9p OIpPNISa |9 Ud soplualqo sodiojdey QT SO| ap S3|gelieA sauoldisod Se| ap ojualweaully :0f eqel

ST'T 0TH-TY2"d
ST'T 6H-TUO 4
ST'T 8H-TU2 4
ST'T LH-TU2"d
ST'T 9H-TU2" 4
ST'T GH-TU2"d
ST'T PH-TU "4
ST'T €H-TU2 4
sV e CH-TU2"4
%9795 YYIIVIIVIVYOLLIIOVIVOOVYVYILLIIOLIOVIVIVILOLLIY TH-TUY2'd 4

T08L068LISHTEZTO68LISVECTO68LISTECTO68LISHETT

odnojdey sod 650L066666666668888888888LLLLLLLLLLIIIII9999

: PP ZZTTTTTTTTTTTITTTTITTTITTTITTTIITTITTTITTIIIITIL

sonpiaipul ap afejuadiod 2-S11 Jopeasew [ap sodiojdey
SEJIPI103[oNU S3|(ElIBA S3UOIISOd
Ioulys °d 3p g-S11

2 8L T0S 0TH-TU2 " d
2 8L 005 6H-TUD " d
2 8L T0S 8H-TUD " d
2 8L 005 LH-TU2"d
2 8L 005 9H-TUD " d
2 8L 667 GH-TUS " d
2 8L 667 pH-TUo"d
ol SL pse €H-TUO " d
as 9L gse ZH-TUS " d
IIDIVYIOIOIIIIOIIIIOIVIOIVIVOVIVYYIOIIIVIOVOVYIVIOOIIIIVIIIVOVIOIIOIOIIIIVYYOOIIVIVIVIVIVIVIIVIVIVIVIVIVIVYY---11¥ as 8L T0S TH-TUS " d
068L9SVECTO68LISTELTO68LISTECTO6BLISYELCTO68LISYECTO68SYECTO6BLYECTO68LISTECTOEBLISVECTO6BLISOBLISTECTOBBLECTBLISYY [0 o 2 — -
95655555555V PVPVP PV EEEEEEEEEECTLTeeeeeeITITITITIT00000000666666668888888888LLLLLLLLLLIYIIIISGSGSGSSSPIPEEELCLCeT [ & @ @ ]
TTTTTTTTTTTTT T T T T LTI ITT LTI T T T LIITITILLIITITITIIITITIL 3 8 | 1v% ~ @ sl
S o £ | Jopeosew [3p sodnojdeq
Se2Ip1103[oNU S3|qelIeA SBUOIISOd E] =
Ioulys °d 3p T-S1I

201



isis de las especies del género Panstrongylus de Peru

Capitulo 4: And

:%_QMH_%B Pchi-H2 Pchi-H3 Pchi-H4 Pchi-H5 Pchi-H6 Pchi-H7 Pchi-H8 Pchi-H9 Pchi-H10

i

p.chi-H1 0;152;152/30,3% 2;150;152/30,3% 0;5;5/0,99% 0;5;5/0,99% 0;4;4/0,8% 2;4;6/1,2% 1;3;4/0,8% 0;4;4/0,8% 1;3;4/0,8%
p.chi-H2 2;5;7/1,9% 0;154;154/43,4% 0;154;154/43,4% 0;152;152/42,8% 1;153; 154/43,4% 0;152;152/42,8% 0;153;153/43,1% 0;152;152/42,8%
p.chi-H3 2;149;151/42,6% 2;149;151/42,6% 2;148;150/42,3% 2;148;150/42,3% 2;147;149/42,1% 2;148;150/42,3% 2;147;149/42,1%
p.chi-Ha 0;2;2/0,4% 0;3;3/0,6% 2;1;3/0,6% 1;2;3/0,6% 0;1;1/0,2% 1;2;3/0,6%
P.chi-H5 0;3;3/0,6% 2;1;3/0,6% 1;2;3/0,6% 0;1;1/0,2% 1;2;3/0,6%
P.chi-H6 2;2;4/0,8% 1;1;2/0,4% 0;2;2/0,4% 1;1;2/0,4%
P.chi-H7 3;1;4/0,8% 2,0;2/0,4% 3;1;4/0,8%
P.chi-H8 1;1;2/0,4% 0;2;2/0,4%

P. chi-H9 1;1;2/0,4%

Tabla 41: Comparativa de las posiciones polimorficas y los indels del marcador ITS-2 del ADNr entre los haplotipos hallados para Panstrongylus chinai de Perd. Se indica en cada
comparativa: (i) nimero de mutaciones;

(mutaciones+indels) con respecto al nimero total de pares de bases de la secuencia de la primera columna.

i) nimero de indels introducidos para el alineamiento; (iii) nUmero total de diferencias (mutaciones + indels); / y (iv) porcentaje de diferencias
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P. gen- H1 - ITS-2

ATTTT(AT)s | TTTTTAA| (AT); |

Figura 47: Localizacion de los minisatélites detectados en el marcador ITS-2 de los Panstrongylus geniculatus
estudiados procedentes de Peru. Se representan las secuencias de los haplotipos largos mediante una linea
gruesa en sentido 5’ - 3’. Los numeros indican las posiciones de los nucledtidos en el alineamiento. Los
minisatélites se localiza al inicio de la secuencia entre las bases 40 y 73. Dentro de los recuadros se indican

los minisatélites hallados y en el centro la secuencia nucleotica que los separa.

c) ITS-2 de Panstrongylus herreri

El andlisis de las secuencias obtenidas del marcador ITS-2 de los 103
especimenes analizados de P. herreri ha permitido obtener un haplotipo P.her-
H1 (longitud 492 pb; 78,6%AT) idéntico al 100% con las secuencias de P. herreri
publicadas en GenBank por Marcilla y colaboradores (2002) como: AJ306551;
AJ306550; AJ306549 y AJ306548. Se observan dos minisatélites en el inicio del
marcador ATTTT (AT)sy (AT)4 entre las posiciones 38 y 64 (Figura 48).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas, este haplotipo ha sido
encontrado desde los 130 a los 2.537 metros sobre el nivel del mar en todos
los departamentos donde han sido capturados Cajamarca, Amazonas, La
Libertad y San Martin.

| ITS-2
5,/,’) R . - 3

ATTTT(AT), ACGTATGT| (AT),

Figura 48: Localizacion de los minisatélites detectados en el marcador ITS-2 de los Panstrongylus herreri

P.her-H1

estudiados procedentes de Peru. Se representa la secuencia de los haplotipos hallados mediante la linea
gruesa en sentido 5’ - 3’ los numeros indican las posiciones de los nucledtidos en el alineamiento. Los
minisatélites se localiza al inicio de la secuencia entre las bases 38 y 64. Dentro de los recuadros se indican

los minisatélites hallados y en el centro la secuencia nucleotica que los separa.
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4.5.1.3 Regidn intergénica completa (ITS-1, 5.8S, ITS-2) del ADNr

En el presente estudio se ha obtenido por primera vez las secuencias de
la regidn intergénica completa del ADNr de P. chinai, P. geniculatusy P. herreri.

a) Regidn intergénica completa del ADNr de Panstrongylus chinai

El analisis de las secuencias obtenidas de la regién intergénica del ADNr
de los 51 especimenes analizados de P. chinai ha permitido obtener 10
haplotipos diferentes: 2 por secuenciaciéon directa (P.chi-H1A en el 56,6% de
las muestras y P.chi-H2A en el 34,4%) y 8 por clonacion (desde P.chi-H3 hasta
P.chi-H10 cuya representacién dentro de la muestra es de 1,1% cada uno); la
longitud media de las secuencias es de 1.258 pb y el contenido medio en AT es
de 70,3%. La region intergénica comprende el marcador ITS-1 desde la posicion
lala632,elgen5.85Sdesdela 633 ala787yel marcador ITS-2 desde la posicion
788 hasta el final de la secuencia, cuya longitud varia en funcién del haplotipo
de 1.141 a 1.288 pb. En total, se observan 159 posiciones variables que se
corresponden con 6 mutaciones y 153 indels todos ellos localizados en el ITS-2
(Tabla 42). Se han observado repeticiones de secuencias o minisatélites dentro
delos ITSs de P. chinai, concretamente se ha detectado un minisatélite repetido
3 veces dentro del ITS-1 y dos minisatélites en el ITS-2, como se ha comentado
previamente.

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucién por
departamentos de Peru: P.chi-H1A se ha encontrado desde los 65 a los 104
metros en los departamentos de Piura y Loreto; P.chi-H2A se ha encontrado
desde los 65 a los 72 metros en Piura; el resto de haplotipos (P.chi-H3A, H4A,
H5A, H6A, H7A, H8A, H9A vy H10A) se han obtenido del mismo espécimen cuya
altura de coleccion son 72 metros sobre el nivel del mar en Piura.
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b) Regidn intergénica completa del ADNr de Panstrongylus geniculatus

El analisis de las secuencias obtenidas de la regién intergénica del ADNr
de los 14 especimenes analizados de P. geniculatus ha permitido obtener 2
haplotipos, cuyas diferencias se localizan en el ITS-1: P.gen-H1A en el 60% de
los ejemplares y P.gen-H1B en el 40%, ambos con una longitud de 1.329 pb y
un contenido en AT de 69,35%. La region intergénica de P. geniculatus
comprende el marcador ITS-1 desde la posicidon 1 a la 668, el gen 5.8S desde la
posicién 669 a la 823 y el marcador ITS-2 desde la posicion 824 hasta la 1.329
(Tabla 43). Se han observado repeticiones de secuencias o minisatélites dentro
de los ITSs de la region intergénica de P. geniculatus, concretamente se han
detectado dos minisatélite en el ITS-1 y dos minisatélites en el ITS-2, como se
ha comentado previamente.

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucion por
departamentos de Perl: P.gen-H1A se encuentra desde los 214 a los 3.644
metros, en los departamentos de San Martin y Cerro de Pasco; y a 1.460 metros
se localiza P.gen-H1B en Ayacucho.

Region intergénica del ADNr (ITS-1, 5.8S, ITS-2) de P. geniculatus
Posiciones variables
Haplotipos del la regién Longitud nucleotidicas Porcentaje de
intergénica del ADNr ( gb) AT% 11 individuos por
P 77 haplotipo
34
P.gen-H1A 1329 69,35 -A 60%
P.gen-H1B 1329 69,35 T- 40%

Tabla 43: Alineamiento de las posiciones variables de los 2 haplotipos obtenidos en el estudio de la region
intergénica del ADNr de Panstrongylus geniculatus. El marcador ITS-1 comprende desde la posicién 1 a la
668, el gen 5.8S desde la 669 a la 823 y el marcador ITS-2 desde la posicion 824 hasta la 1.329. Se muestra
la longitud de los haplotipos como pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se indican
las posiciones de las mutaciones observadas. (-) indel. Se incluye qué porcentaje de los ejemplares estudiados

posee cada haplotipo.
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c) Region intergénica completa del ADNr de Panstrongylus herreri

El analisis de las secuencias obtenidas de la region intergénica del ADNr de
los 103 ejemplares analizados de P. herreri ha permitido obtener 2 haplotipos,
cuyas diferencias se localizan en el ITS-1: P.her-H1A, en el 95,2% de las
muestras, y P.her-H1B; en el 4,7%, todos ellos con una longitud de 1.220 pby
un contenido en AT de 71,1%. La region intergénica de P. herreri comprende el
marcador ITS-1 desde la posicién 1 a la 573, el gen 5.8S desde la posicion 574
ala 728 y el marcador ITS-2 desde la posicidon 728 hasta la 1.220 (Tabla 44). Se
han observado repeticiones de secuencias o minisatélites dentro de los ITSs de
la regidon intergénica de P. herreri, concretamente se han detectado dos
minisatélites en el ITS-1 y otros dos en el ITS-2, como se ha comentado
previamente.

En cuanto al estudio por altitudes y departamentos el haplotipo P.her-
H1A se ha encontrado en todas las altitudes y departamentos estudiados que
abarcan desde los 130 a los 2.537 metros sobre el nivel del mar en Amazonas,
Cajamarca, San Martin y La libertad . El haplotipo P.her-H1B se ha encontrado
exclusivamente en el departamento de Amazonas a partir de 900 metros sobre
el nivel del mar.

Regidn intergénica del ADNr (ITS-1, 5.8S, ITS-2) de P. herreri

Posiciones variables
nucleotidicas
H_aplotl;zo_s del la regién e .Por.c.entaje de
intergénica del ADNr (pb) AT% 44 individuos por
p 55 haplotipo
01
P.her-H1A 1220 71,12 -A 95,2%
P.her-H1B 1220 71,12 T- 4,7%

Tabla 44: Alineamiento de las posiciones variables de los 2 haplotipos obtenidos en el estudio de la region
intergénica del ADNr de Panstrongylus herreri. El marcador ITS-1 comprende desde la posicion 1 a la 573, el
gen 5.8Sdesde la’574 ala 728y el marcador ITS-2 desde la posicion 729 hasta la 1.220. Se muestra la longitud
de los haplotipos como pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se indican las posiciones
de las mutaciones observadas. (-) indel. Se incluye qué porcentaje de los ejemplares estudiados posee cada

haplotipo.
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A continuacion, se muestra un mapa con la distribucién geografica de los
haplotipos obtenidos para la regidn intergénica en las especies de
Panstrongylus de Peru estudiadas. La mayoria de estas especies se localizan en
el norte del pais. La especie mas extendida geograficamente es P. geniculatus,
se ha encontrado en 6 departamentos y solo en San Martin coincide con P.
herreri. A pesar del elevado niumero de haplotipos hallados para P. chinai, todos
ellos proceden de un Unico departamento Piura (Figura 49).

. Tumbes
Piura

. Cajamarca
Amazonas
Loreto

. Lambayeque
. La Libertad

. San Martin

. Ancash

10. Huanuco

11. Ucayali
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14. Junin

15. Cuzco

16. Madre de Dios
17. Huancavelica
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Figura 49: Mapa de la distribucion geografica de los haplotipos de la regidn intergénica del ADNr de las
especies de Panstrongylus de Perl obtenidos en el presente estudio. Se representa cada especie con un

color, dentro de cada color las diferentes tonalidades representan diferentes haplotipos
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4.5.2 Resultados obtenidos en el estudio del ADN mitocondrial
(ADNmt)

4.5.2.1 Anélisis del gen ribosomal 16S del ADNmt

Se ha descrito por primera vez el gen 16S en P. chinai y en el caso de P.
geniculatus y de P. herreri se ha descrito este gen por primera vez en Perd.

a) Gen 16S del ADNmt de Panstrongylus chinai

El andlisis de las secuencias obtenidas del gen 16S de los 51 especimenes
analizados de P. chinai ha permitido obtener dos haplotipos: P.chi-16S.A
(longitud 558 pb; 68,1% AT) en el 83,7% de las muestras y P.chi-16S.B (longitud
558 pb; 67,7% AT) en el 16,3%. Estos haplotipos se diferencian en 2 mutaciones
en las bases 51y 525 (Tabla 45).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucién por
departamentos de Perd, el haplotipo P.chi-16S.A se ha encontrado en altitudes
por debajo de los 104 metros sobre el nivel del mar en los departamentos de
Piura, Loreto y Tumbes. El haplotipo P.chi-16S.B se ha encontrado en altitudes
mas elevadas desde los 400 a los 2.380 metros sobre el nivel del mar en el
departamento de Cajamarca.

Gen 16S de P. chinai
Posiciones variables
Haplotipos del gen nucleotidicas Porcentaje de
16S Longitud (pb) AT% 5 individuos por
52 haplotipo
15
P.chi-16S.A 558 68,1 AA 83,7%
P.chi-16S.B 558 67,7 GG 16,3%

Tabla 45: Alineamiento de las posiciones variables de los 2 haplotipos obtenidos en el estudio del gen 16S de
Panstrongylus geniculatus. Se muestra la longitud en pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina
(%AT). Se indican las posiciones de las mutaciones observadas. Se incluye qué porcentaje de los ejemplares

estudiados posee cada haplotipo.
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b) Gen 16S del ADNmt de Panstrongylus geniculatus

El analisis de las secuencias obtenidas del gen 16S de los 14 ejemplares
de P. geniculatus analizados ha permitido obtener 5 haplotipos: P.gen-16S.A
(longitud 554 pb; 68,2% AT) en el 42,8% de las muestras; P.gen-16S.B (longitud
554 pb; 67,7% AT); P.gen-16S.C (longitud 554 pb; 68,2% AT); P.gen-16S.D
(longitud 554 pb; 68,1% AT); y P.gen-16S.E (longitud 554 pb; 68,0% AT), se han
encontrado con una proporcion de 14,3%, respectivamente en la muestra. La
secuencia mds diferente es la del haplotipo P.gen-16S.B puesto que tiene 7
mutaciones con respecto al haplotipo A, 5 mutaciones con respecto al
haplotipo Cy 4 mutaciones con respecto a D (Tabla 46).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucién por
departamentos de Perd: P. gen-16S.A se sitUa en altitudes mas bajas de 214 a
231 metros en San Martin, P.gen-16S.B, P.gen-16S.Cy P.gen-16S.D se localizan
entre 1.460y 1.813 metros en Cerro de Pasco y P.gen-16S.E se ha capturado a
468 metros sobre el nivel del mar en Amazonas.

Gen 168 de P. geniculatus
Posiciones
variables
nucleotfdicas Porcentaje de
Haplotipos del gen 16S Longitud pb AT% individuos por
1333344 haplotipo
67555689
95257198
P.gen-16S.A 554 68,2 ATAAATCG 42,8%
P.gen-16S.B 554 67,7 GCTTGC.A 14,3%
P.gen-16S.C 554 68,2 [N A 14,3%
P.gen-16S.D 554 68,1 G..... TA 14,3%
P.gen-16S.E 554 68,0 G....C.A 14,3%

Tabla 46: Alineamiento de las posiciones variables de los 5 haplotipos obtenidos en el estudio del gen 16S de
Panstrongylus geniculatus. Se muestra la longitud en pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina
(%AT). Se indican las posiciones de las mutaciones observadas. (.) La secuencia en esa posicion posee el
mismo nucledtido que el primer haplotipo de la comparativa. Se incluye qué porcentaje de los ejemplares

estudiados posee cada haplotipo.
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c) Gen 16S del ADNmt de Panstrongylus herreri

El analisis de las secuencias obtenidas de la region intergénica del ADNr de
los 103 ejemplares de P. herreri analizados ha permitido obtener un Unico
haplotipo: P.her-16S.A (longitud 553 pb; 66,7%AT), el cual se localiza desde los
130 a los 2.537 metros en los departamentos de Cajamarca, Amazonas, La
Libertad y San Martin.

4.5.2.2 Analisis del gen ND1 del ADNmt

En el presente estudio se han descrito por primera vez las secuencias
del gen del ADNmt ND1 de P. chinai ademds, se ha descrito por primera vez en
P. geniculatusy P. herreri de Peru.

a) Gen ND1 de Panstrongylus chinai

El analisis de las secuencias obtenidas del gen ND1 de los 51 especimenes
analizados de P. chinai ha permitido obtener el haplotipo P.chi-ND1.a (longitud
924 pb; 74,3% AT) en el 56,7% de las muestras y dos haplotipos parciales, con
una representacion del 21,6% cada uno, P.chi-ND1.b (longitud 545 pb; 73,9%
AT) y P.chi-ND1.c (longitud 545 pb; 73,3% AT). Los haplotipos codifican para 2
secuencias de aminoacidicas: la del gen completo P.chi-ND1.I (longitud 307 Aa);
y la obtenida de la traduccion de los haplotipos parciales, P.chi-NDI.II (longitud:
181 Aa). Los haplotipos P.chi-ND1.b y c son los mas homologos entre si. Debido
a la diferencia longitudinal entre haplotipos se compara el fragmento inicial de
545 pb (Tabla 47).

En cuanto al estudio por altitudes geogréficas y distribucion por
departamentos de Perd, los haplotipos P.chi-ND1.a y P.chi-ND1.b se han
encontrado por debajo de los 100 metros en Piura, el haplotipo P.chi-ND1.c se
localiza en altitudes mas elevadas desde los 400 a los 2.380 metros sobre el
nivel del mar en Cajamarca.
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Gen ND1 de P. chinai
Posiciones Posiciones
Haplotipos variables variables
idi i idi Porcentaje di
nucleotidicos/aminoacidicos delgen | Longitud nucleotidicas aminoacidicas . ° .cgn EB el
AT% individuos por
ND1 (pb) 23355 11 0

33822 27 fapling

49305 84
P.chi-NDl.a/P.chi-ND1.I 924 73,27 GGAGG SI 56,7%
P.chi-ND1.b/P.chi-ND1.II 545 73,94 A.... NV 21,6%
P.chi-NDl.c/P.chi-ND1.II 545 74,31 AAGAA NV 21,6%

Tabla 47: Alineamiento del fragmento inicial de 545 pares de bases de las posiciones variables de los 3
haplotipos nucleotidicos y aminoacidicos obtenidos en el estudio del gen ND1 de Panstrongylus chinai. Se
muestra la longitud de los haplotipos como pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se
indican las posiciones de las mutaciones observadas tanto para la secuencia nucleoticia como para la
aminoacidica. (.) La secuencia en esa posicién posee el mismo nucledtido o aminoacido que el primer

haplotipo de la comparativa. Se incluye qué porcentaje de los ejemplares estudiados posee cada haplotipo.

b) Gen ND1 de Panstrongylus geniculatus

El andlisis de las secuencias obtenidas del gen ND1 de los 14 ejemplares
de P. geniculatus analizados ha permitido obtener 5 haplotipos: P.gen-ND1.a
(longitud 924 pb; 71% AT) en el 70,8% de las muestras; P.gen-ND1.b (longitud
924 pb; 71% AT) en el 20%; P.gen-ND1.c (longitud 924 pb; 71% AT) en el 30%;
P.gen-NDI.d (longitud 924 pb; 70% AT) y P.gen-ND1-e (longitud 924 pb; 71%
AT) en el 10% de las muestras, cada uno. Los 5 haplotipos nucleotidicos
codifican para 4 proteinas P.gen-ND1.I (longitud 307 Aa), P.gen-ND1.1l (longitud
307 Aa), P.gen-ND1.1Il (longitud 307 Aa) y P.gen-ND1.1V (longitud 307 Aa). Se
observan 5 posiciones variables entre estas. Los haplotipos mas homdélogos son
P.gen-ND1.ay P.gen-ND1.c, con 4 mutaciones entre ellos y los mas diferentes
son el haplotipo P.gen-ND1.b y P.gen-NDl.e, con 23 mutaciones (Tabla 48).

En cuanto al estudio por altitudes geogréficas y distribucion por
departamentos de Perd, en orden de altitudes, de menor a mayor: los
haplotipos situados por debajo de los 1.000 metros sobre el nivel del mar son
P.gen-ND1.c capturado en San Martin de 214 a 231 metros y P. gen-ND1.e
capturado en Amazonas a 468 metros; por encima de los 1.000 metros se han
encontrado P.gen-ND1.ay P.gen-ND1.d en Cerro de Pasco entre los 1.460 y los
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1.813 y P.gen-ND1.b capturado en Ayacucho a 3.644 metros sobre el nivel del

mar.
Gen ND1 de P. geniculatus
Posiciones variables
Haplotipos 5 nucleotidicas Aa
o 0 (P E=rey AT%
nucleotfdicos/aminoacfdicos del| & g 1111112222334456666666788888888999| 2233
gen ND1 9 450123461479173382345689111157778112| 98900
518465429663885854354343504690139691| 87767
P.gen-NDl.a/P.gen-ND1.I 924 |70, 78|TCGTTAGGTGCACTAATGAGAATATACAACTAGGGG| YMVVV
P.gen-ND1.b/P.gen-ND1.II 924 170,67|.T..CG...A.TT.GG.......... T...C..... F....
P.gen-NDl.c/P.gen-ND1.I 924 |70,68]...Cuiiiii i T..TC.....|[ «....
P.gen-NDl1.d/P.gen-ND1.III| 924 [70,02|.T..CG...A.TT.GGC.G.C.CGCG.G..C.AA.A| F.II.
P.gen-NDl.e/P.gen-ND1.IV 924 |70,78|C.A...AAC.T..C.G.A.A.G..C.TGGT.G..A.| .V..M

Tabla 48: Alineamiento de las posiciones variables de los 5 haplotipos nucleotidicos y aminoacidicos
obtenidos en el estudio del gen ND1 de Panstrongylus geniculatus. Se indican las posiciones de las
mutaciones observadas tanto en la secuencia nucleotidica como aminodcidica. Aa= posiciones variables
aminoacidicas. (.) La secuencia en esa posicion posee el mismo nucledtido que el primer haplotipo de la

comparativa.

c) Gen ND1 de Panstrongylus herreri

El andlisis del gen ND1 de los 103 ejemplares de P. herreri analizados ha
permitido obtener dos haplotipos: P.her-ND1.a (longitud: 924 pb; 70,45%) en
el 89% de las muestras; y P.her-ND1.b (longitud: 924 pb; 70,45%) en el 10,9%.
Los 2 haplotipos nucleotidicos codifican para 2 proteinas: P.her-ND1.1 (307 Aa)
y P.her-NDI.II (307 Aa) (Tabla 49).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucién por
departamentos de Peru, el haplotipo P.her-ND1l.a es el que presenta la
distribucién mas amplia, se ha encontrado desde los 468 a los 2.537 metros en
Amazonas y Cajamarca. P.her-ND1.b se sitla entorno a los 700 metros sobre
el nivel del mar exclusivamente en Cajamarca.
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Gen ND1 de P. herreri
Posiciones Posiciones | Porcentaje
: e X - variables variables de
iaplotipos nuglelotldl(;\?[s)/lammoaadlcos Longitud o nucleotidicas|aminoacidicas| individuos
el gen (pb) 8 por
81 2 haplotipo
69 9
P.her-NDl.a/P.her-ND1.I 924 70,45 CT A 89,01%
P.her-NDl1.b/P.her-ND1.TI 924 70,45 TC \Y% 10, 9%

Tabla 49: Alineamiento de las posiciones variables de los 2 haplotipos nucleotidicos y aminoacidicos
obtenidos en el estudio del gen ND1 de Panstrongylus herreri. Se muestra la longitud de los haplotipos como
pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se indican las posiciones de las mutaciones
observadas tanto para la secuencia nucleoticia como para la aminoacidica. Se incluye qué porcentaje de los

ejemplares estudiados posee cada haplotipo.

4.5.2.3 Anélisis del gen COI del ADNmt

En el presente estudio se han descrito por primera vez las secuencias
del gen mitocondrial COl de P. chinaiy de P. geniculatus ademads, se ha descrito
por primera vez esta secuencia COl en P. herreri de Peru.

a) Gen COI de Panstrongylus chinai

El andlisis de las secuencias obtenidas del gen COl de los 51 especimenes
analizados de P. chinai ha permitido obtener tres haplotipos: P.chi-COl.a
(longitud 707 pb; 61,4% AT) en el 64,8% de las muestras; P.chi-COl.b (longitud
707 pb; 61,2% AT) en el 13,5%; y P.chi-COl.c (longitud 707 pb; 61,4% AT) en el
21,6%. Todos los haplotipos codifican para la misma secuencia aminoacidica
P.chi-COL.l. con una longitud de 235 aminoacidos (Tabla 50).

En cuanto al estudio por altitudes geogréficas y distribucion por
departamentos de Peru, los haplotipos P.chi-COl.a y b se han encontrado a
bajas altitudes desde los 65 a los 72 metros sobre el nivel del mar en el
departamento de Piura. El haplotipo P.chi-COl.c se ha encontrado en altitudes
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mas elevadas, desde los 400 a los 2.388 metros sobre el nivel del mar, en
Cajamarca.

Gen COI de P. chinai
Posiciones | Porcentaje
variables de
Ha.plotipzo_s nucleotidicos/ Longitud nucleotidicas| individuos
aminoacidicos del gen COI {pb) AT% 1o por
81 haplotipo
30
P.chi-COI.a/P.chi-COI.I 707 61,4 TA 64,08%
P.chi-COI.b/P.chi-COI.I 707 61,2 .G 13,5%
P.chi-COI.c/P.chi-COI.I 707 61,4 A. 21,6%

Tabla 50: Alineamiento de las posiciones variables de los 3 haplotipos nucleotidicos y aminoacidicos
obtenidos en el estudio del gen COI de Panstrongylus chinai. Se muestra la longitud de los haplotipos como
pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se indican las posiciones de las mutaciones
observadas tanto para la secuencia nucleotidica como para la aminoacidica. (.) La secuencia en esa posicion
posee el mismo nucledtido que el primer haplotipo de la comparativa. Se incluye qué porcentaje de los

ejemplares estudiados posee cada haplotipo.

b) Gen COI de Panstrongylus geniculatus

El analisis de las secuencias obtenidas del gen COl de los 14 ejemplares
de P. geniculatus analizados ha permitido obtener dos haplotipos: P.gen-COl.a
(longitud 713 pb; 60% AT) en el 42,8% de las muestras; y P.gen-COl.b (longitud
713 pb; 60% AT) en el 57,1%. Los haplotipos codifican para 2 secuencias
aminoacidicas diferentes P.gen-COL.| (longitud 307 Aa) y P.gen-COl.II (longitud
307 Aa) (Tabla 51).

En cuanto al estudio por altitudes geogréficas y distribucion por
departamentos de Perd, el haplotipo P.gen-COl.a se sitla entorno a los 200
metros en San Martin mientras que, el haplotipo P.gen-COlLb se sitla en
altitudes mas elevadas desde los 1.460 a los 1.813 metros sobre el nivel del mar
en Cerro de Pasco.
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Gen COlI de P. geniculatus
Posiciones | Posiciones | Porcentaje
. - . - variables variables de
Haplotipos nuzle[otldlcos/ammoaCIdlcos Longitud P nucleotidicas|aminoacidicas| individuos
Sl Em (Elol (pb) 233477 L por
916800 23 haplotipo
181967
P.gen-COI.a/P.gen-COI.I 713 60,0 TCGTAG VS 42,8%
P.gen-COI.b/P.gen-COI.II 713 60,0 CTACGT v 57,1%

Tabla 51: Alineamiento de las posiciones variables de los 2 haplotipos nucleotidicos y aminoacidicos
obtenidos en el estudio del gen COI de Panstrongylus chinai. Se muestra la longitud de los haplotipos como
pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se indican las posiciones de las mutaciones
observadas tanto en la secuencia nucleotidica como aminoacidica. Se incluye qué porcentaje de los

ejemplares estudiados posee cada haplotipo.

c) Gen COIl de Panstrongylus herreri

El analisis del gen COIl de los 103 ejemplares de P. herreri analizados ha
permitido obtener dos haplotipos: P.her-COl.a (longitud: 694 pb; 60,8% AT) en
el 83,7% de las muestras; y P.her-COLb (longitud: 694 pb; 61,2% AT) en el
16,3%. Los dos haplotipos nucleotidicos codifican para dos proteinas: P.her-
COI.1 (231 Aa) y P.COI-NDLII (231 Aa) (Tabla 52).

En cuanto al estudio por altitudes geogréficas y distribucion por
departamentos de Perd, el haplotipo P.her-COl.a se sitla desde los 700 a los
2.537 metros en Cajamarca. El haplotipo P.her-COl.b se situa desde los 743 a
los 2.041 metros sobre el nivel del mar en San Martin.
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Gen COI de P. herreri
Posiciones Posiciones | Porcentaje
X - X o variables variables de
ga[plotlpos nucleotidicos/aminoacidicos Longitud T nucleotidicas|aminoacidicas| individuos
el gen COI = b 145 ] -
38971 1 haplotipo
27870
P.her-COI.a/P.her-COI.I 694 60,8 TGGCC F 83,7%
P.her-COI.b/P.her-COI.II 694 61,2 CAATT S 16,3%

Tabla 52: Alineamiento de las posiciones variables de los 2 haplotipos nucleotidicos y aminoacidicos
obtenidos en el estudio del gen COIl de Panstrongylus herreri. Se muestra la longitud de los haplotipos como
pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se indican las posiciones de las mutaciones
observadas tanto en la secuencia nucleotidica como aminoacidica. Se incluye qué porcentaje de los

ejemplares estudiados posee cada haplotipo.

4.5.2.4 Analisis del gen Cyt b del ADNmt

En el presente estudio se han descrito por primera vez las secuencias
del gen mitocondrial Cyt b de P. geniculatus y en el caso de P. chinaiy P. herreri
es la primera vez que se describen en Peru.

a) Gen Cyt b de Panstrongylus chinai

El analisis de las secuencias obtenidas del gen Cyt b de los 51 especimenes
analizados de P. chinai ha permitido obtener dos haplotipos: P.chi-Cytb.a
(longitud 844 pb; 67,4% AT) en el 81,8% de las muestras; y P.chi-Cytb.b
(longitud 844 pb; 67,9% AT) en el 18,2%. La traduccién de estos genera dos
secuencias aminoacidicas: P.chi-Cytb.l (longitud 281 Aa); y P.chi-Cytb.ll
(longitud 231 Aa) (Tabla 53).

En cuanto al estudio por altitudes geogréficas y distribucion por
departamentos de Perd, el haplotipo P.chi-Cytb.a se ha encontrado desde el
nivel del mar hasta los 104 metros en los departamentos de Piura y Loreto. El
haplotipo P.chi-Cytb.b se ha encontrado en altitudes mas elevadas, desde los
400 a los 2.388 metros sobre el nivel del mar, en Cajamarca.
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Gen Cyt b de P. chinai
Posiciones Posiciones | Porcentaje
. - . - variables variables de
Haplotipos nuc;:hleotldlcos/zmlnoac1dlcos Longitud o nucleotidicas|aminoacidicas| individuos
el gen Cyt (pb) 112346 2 por
554968 52 haplotipo
133622 18
P.chi-Cytb.a/P.chi-Cytb.I 844 67,4 GTCCCG VA 81,8%
P.chi-Cytb.b/P.chi-Cytb.II 844 67,9 ACTTTA IT 18,2%

Tabla 53: Alineamiento de las posiciones variables de los 2 haplotipos nucleotidicos y aminoacidicos
obtenidos en el estudio del gen Cyt b de Panstrongylus chinai. Se muestra la longitud de los haplotipos como
pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se indican las posiciones de las mutaciones
observadas tanto en la secuencia nucleotidica como aminoacidica. Se incluye qué porcentaje de los

ejemplares estudiados posee cada haplotipo.

b) Gen Cyt b de Panstrongylus geniculatus

El andlisis de las secuencias obtenidas del gen Cyt b de los 14
ejemplares de P. geniculatus analizados ha permitido obtener tres haplotipos,
uno de ellos completo: P.gen-Cytb.a (longitud 1.142 pb; 61,9% AT) es el Unico
haplotipo completo y ha sido hallado en el 60% de las muestras; P.gen-Cytb.b
(longitud 617 pb; 62,9% AT) en el 20%; y P.gen-Cytb.c (longitud 968 pb; 61,4%
AT) en el 20% de las muestras restantes. Los haplotipos codifican para 3
secuencias aminoacidicas diferentes que son respectivamente: P.gen-Cyt.l
(longitud 378 Aa), P.gen-Cytb.ll (longitud 204 Aa); y P.gen-Cytb.lll (longitud 322
Aa). Se han comparado un gen completo y dos fragmentos que se insertan en
diferentes partes del gen. Por este motivo, en la comparativa se observa un
elevado numero de indels. Mientras que al haplotipo P.gen-Cytb.b le falta el
inicio del gen, a P.gen-Cytb-c le falta el final (Tabla 54).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucién por
departamentos de Perd, el haplotipo P.gen-Cytb.a se localiza a 1.813 metrosy
P.gen-Cytb.c a 1.460 metros en Cerro de Pasco y P.gen-Cytb.b se localiza sobre
los 400 metros en el departamento de Amazonas.
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Gen Cyt b de P. geniculatus

Posiciones g

5 ey Posiciones variables nucleotidicas variables o

Haplotipos a k g )z

. : . = aminoacidicas | £
nucleotidicos/aminoacidicos del gen ] )
Cytb g AT 1111 111 2

® 1112333345555555556667777789990000 789 %

& 465781355680222457792550026783580224 651 £
566163218001568042914472502729473068 X
P.gen-Cytb.a/P.gen-Cytb.I 1142|61, 9| TGTAACTATAGATCACTCCCTGTTTCACCTTTTAAC FRV 60%
P.gen-Cytb.b/P.gen-Cytb.II 617 [62,9|-————=——————~ TT.GT..C..C.TGT...CCGGT LLA 20%
P.gen-Cytb.c/P.gen-Cytb.III 968 |61, 4|CACGGTCGCTAGC. . T..GTCACCC. .TTCC-———— LLA 20%

Tabla 54: Alineamiento de las posiciones variables de los 3 haplotipos nucleotidicos y aminoacidicos obtenidos en
el estudio del gen Cyt b de Panstrongylus geniculatus. Se muestra la longitud de los haplotipos como pares de
bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se indican las posiciones de las mutaciones observadas tanto
en la secuencia nucleotidica como aminoacidica. (-) indel. (.) La secuencia en esa posicién posee el mismo
nucledtido que el primer haplotipo de la comparativa. %Individuo/haplotipo: muestra qué porcentaje de los

ejemplares estudiados posee cada haplotipo.

c) Gen Cyt b de Panstrongylus herreri

El andlisis del gen Cyt b de los 103 ejemplares de P. herreri analizados ha
permitido obtener siete haplotipos: P.her-Cytb.a (longitud: 835 pb; 65% AT) en
el 56,9% de la muestra; P.her-Cytb.b (longitud: 835 pb; 65,4% AT) en el 21,1%;
P.her-Cytb.c (longitud: 431 pb; 63,1% AT) en el 5,5%; P.her-Cytb.d (longitud:
431 pb; 63,3% AT) en el 1,83%; P.her-Cytb.e (longitud: 431 pb; 62,9% AT) en el
11,9%; P.her-Cytb.f (longitud: 431 pb; 63,1% AT) en el 0,92%; y P.her-Cytb.g
(longitud: 431 pb; 62,6% AT) en el 1,83%. Sus traducciones en aminoacidos
generan cuatro secuencias: P.her-Cytb.l (longitud 238 Aa); P.her-Cytb.ll
(longitud 238 Aa); P.her-Cytb.Ill (longitud 143 Aa); y P.her-Cytb.IV (longitud 143
Aa). Los haplotipos P.her-Cytb.c y P.her-Cytb.d generan la misma proteina son
los mas homalogos entre siy muy diferentes al resto. Los haplotipos mas cortos
se corresponden con un fragmento inicial del gen (Tabla 55).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucién por
departamentos de Peru: el haplotipo P.her-Cytb.a se localiza desde los 700 a
los 2.537 metros y es el mas extendido en Cajamarca; P.her-Cytb.b se localiza
en el Amazonas desde los 468 a los 2.143 metros; P.her-Cytb.c se localiza sobre
los 130 metros en La Libertad y a los 1.990 en Cajamarca; P.her-Cytb.d se ha
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encontrado sobre los 1.849 metros en Cajamarca; P.her-Cytb.e se sitla entre
los 876 y 2.041 metros en San Martin; P.her-Cytb.f sobre los 700 metros en
Cajamarca; y P.her-Cytb.g sobre los 1.790 metros en Cajamarca.

Gen Cyt b de P. herreri

Posiciones variables

= £
Haplotipos nucleotidicos/aminoacidicos _ pUCiEatidicas Al E
)

del gen Cyt b 2 AT% ) S

= 1122222222222222223333333333334444444444466 75 g

'Eo 9900111122256777890012234566781144455556769 2 'g

] 0814356925821039580351518439244714803465104 §
P.her-Cytb.a/P.her-Cytb.I 835 65,0 TAACTGTTTCCGCATTTTACTTCCCCTTCTCTGGCGAGTCCGC|SD| 56, 9
P.her-Cytb.b/P.her-Cytb.II 835 65,4 ..... Bt AT[N.| 21,1%
P.her-Cytb.c/P.her-Cytb.III 431 63,1 CGGTCACCCT .ATTAAACTTACTTTTCCTCTCAATAGTCTT--[NY| 5,5%
P.her-Cytb.d/P.her-Cytb.III 431 63,3 CGGTCACCCTTATTAAACTTACTTTTCCTCTCAATAGTCTT-~|NY| 1,83%
P.her-Cytb.e/P.her-Cytb.IV 431 62,9 oW T.AC. .. T, Covinnnn T...C...A.A..... -—[N.| 11,09%
P.her-Cytb.f/P.her-Cytb.IV 431 63,1 ...T.AC....TT....C....... T...C...A.A..... --|N.| 0,92%
P.her-Cytb-g/P.her-Cytb.IV 431 62,6| ...TCAC....TTTAAAC..A....TC..C...A.A.....-— |N.[ 1,83%

Tabla 55: Alineamiento de las posiciones variables de los 7 haplotipos nucleotidicos y aminoacidicos
obtenidos en el estudio del gen Cyt b de Panstrongylus herreri. Se indican las posiciones de las mutaciones
observadas tanto en la secuencia nucleotidica como aminoacidica (Aa). Se muestra la longitud de los
haplotipos como pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT). Se indican las posiciones de
las mutaciones observadas tanto para la secuencia nucleoticia como para la aminoacidica. (-) indel. (.) la
secuencia en esa posicion posee el mismo nucledtido que el primer haplotipo de la comparativa. .
%Individuo/haplotipo: muestra qué porcentaje de los ejemplares estudiados posee cada haplotipo

nucleotidico.

4.5.2.5 Analisis de la regién intergénica que separa los genes Cyt b y ND1 del
ADNmt

Se ha obtenido por primera vez la regidon intergénica que separa los
genes Cyt by ND1 en P. chinai, P. geniculatusy P. herreri.
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a) Region intergénica que separa los genes Cyt b y ND1 del ADNmt de
Panstrongylus chinai

El analisis de las secuencias obtenidas de la region intergénica del ADNmt
de los 51 especimenes analizados de P. chinai ha permitido obtener una
secuencia P.chi-tRNA (longitud de 187 pb; 74,3% AT).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucién por
departamentos de Perd, solamente se ha encontrado una secuencia desde los
65 a los 2.388 metros sobre el nivel de mar en Piura, Cajamarca y Loreto.

b) Regidn intergénica que separa los genes Cyt b y ND1 del ADNmt de
Panstrongylus geniculatus

El analisis de las secuencias obtenidas de la region intergénica del ADNmt
de los 14 ejemplares de P. geniculatus analizados ha permitido obtener dos
secuencias: P.gen-tRNA.a (longitud de 334 pb; 69,7% AT) en el 80% de las
muestras; y P.gen-tRNA.b (longitud de 335 pb; 71,1% AT) en el 20% (Tabla 56).

En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucién por
departamentos de Perd, el haplotipo P.gen-tRNA.a se sitla entre los 1.460 y los
1.813 metros en Cerro de Pasco y P.gen-tRNA.b sobre los 468 metros en
Amazonas. Esta distribucion es similar a la obtenida en el estudio del gen Cyt b
para esta especie.

c) Regidn intergénica que separa los genes Cyt b y ND1 del ADNmt de
Panstrongylus herreri

El analisis de las secuencias obtenidas de la region intergénica del ADNmt
de los 103 ejemplares de P. herreri analizados ha permitido obtener dos
secuencias: P.her-tRNA.a (longitud de 450 pb; 66,7% AT) en el 75,8% de las
muestras; y P.her-tRNA.b (longitud de 450 pb; 65,8% AT) en el 24,2% (Tabla
57).
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En cuanto al estudio por altitudes geograficas y distribucién por
departamentos de Perd, el haplotipo P.her-tRNA.a se situa entre los 700 y los
2.537 metros en Cajamarca. EL haplotipo P.her-tRNA.b se sitla entre los 468 y
los 2.143 metros sobre el nivel del mar en Amazonas.

Regidn intergénica que separa los genes Cyt b y ND1 del ADNmt de P. geniculatus
: o Posiciones variables
Secuencmf nE.ICleOtl’dl.CaS e Porcentaje de
de la region intergénica . A mog
Longitud individuos por
que separa los genes Cyt b (pb) AT% 11111111111112222222222223 haplotipo
y ND1 P 44445556777711223445788990000222266673
803786893456769278124969342459012325834
P.gen-tRNA.a 334 69, 7|TA-ATCTGAGGTGGGGTC--TCA-ATCTGAGGTGGGGTG 80,0%
P.gen-tRNA.b 335 71, 1{CGATCTCAGAA-ATAACGATCTGATCTCAGAA-ATAAC- 20,0%

Tabla 56: Alineamiento de las posiciones variables de las 2 secuencias nucleotidicas obtenidas en el estudio
de la region intergénica que separa los genes Cyt b y ND1 del ADNmt de Panstrongylus geniculatus. Se
muestra la longitud de los haplotipos como pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT . Se
indican las posiciones de las mutaciones observadas en la secuencia nucleotidica. (-) indel. Se incluye qué

porcentaje de los ejemplares estudiados posee cada haplotipo.

Regidn intergénica que separa los genes Cyt by ND1 del ADNmt de P. herreri
Posiciones :
5 _ eotidicas de | L, variables .Pc:jr.c.e;taje CE
_ ef:u_enc;as nucleotidicas de la regién e nuclectidicas individuos por
intergénica que separa los genes Cyt by ND1 ) AT% 123 haplotipo
6420
0369
P.her-tRNA.a 450 66,7 AAAA 75,8,0%
P.her-tRNA.Db 450 65,8 GGGG 24,20%

Tabla 57: Alineamiento de las posiciones variables de las 2 secuencias nucleotidicas obtenidas en el estudio
de la regién intergénica que separa los genes Cyt by ND1 del ADNmt de Panstrongylus herreri. Se muestra la
longitud de los haplotipos como pares de bases (pb) y porcentaje de Adenina y Timina (%AT) . Se indican las
posiciones de las mutaciones observadas en la secuencia nucleotidica. (-) indel. Se incluye qué porcentaje de

los ejemplares estudiados posee cada haplotipo.
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Los resultados obtenidos en el estudio del ADNr y ADNmt de todas las
muestras de Panstrongylus estudiadas se muestran en los Anexos VIl y IX. A

continuacion, se muestra un mapa con la distribucion geogréfica de los

haplotipos del ADNmt concatenados obtenidos de
Panstrongylus de Peru estudiadas (Figura 50).

CENDOB BN

. Tumbes

. Cajamarca

. LaLibertad
. San Martin

. Ucayali

. Junin
. Cuzco
. Madre de Dios

Piura
P.chi-16SAND1aCOlaCytba
Amazonas
Loreto

Lambayeque

P.chi-16SAND1bCOIbCytba
P.chi-16SAND1aCOIbCytba
P.chi-16SBND1cCOIcCytbb

Ancash

Huanuco P.gen-16SBND1dCOIbCytbc

. Pgen-165CND1aCOIbCytba

P.gen-16SDND1aCOIbCytba

Lima
Cerro de Pasco

Pher-16SAND1bCOlaCytba

. Huancavelica

Ica Pher-16SAND1aCOlaCytba
. Ayac'ucho P.her-16SAND1aCOlaCytbg
. Apurimac
. Arequipa Pher-16SAND1aCOlaCytbf
- Puno Pher-165AND1aCOlaCytbd
. Moquegua

Tacna P.her-16SAND1aCOlaCytbc

las especies de

i Panstrongylus chinai
‘é Panstrongylus geniculatus

* Panstrongylus lignarius/herren

Figura 50: Mapa de la distribucion geografica de los haplotipos concatenados del ADNmt de las especies de

Panstrongylus de Peru, caracterizadas en el presente estudio. Se representa cada especie con un color,

dentro de cada color las diferentes tonalidades representan diferentes haplotipos.
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4.6 Analisis comparado de los resultados obtenidos de
las secuencias de Panstrongylus de Peru con las
publicadas en GenBank

En el presente punto se comparan las secuencias obtenidas con las
escasas secuencias publicadas en GenBank de este género. Muchas de las
secuencias publicadas son homadlogas por tanto, se han agrupado en haplotipos
y se han nombrado de forma estandarizada siguiendo las pautas de Bargues'y
colaboradores (2006) y Mas-Coma y Bargues (2009).

4.6.1 Analisis comparado del ADNr de Panstrongylus

4.6.1.1 Anélisis comparado del ITS-1 del ADNr

Se han obtenido un total de 30 secuencias del ITS-1 (6 en el estudio y
24 en GenBank) de P. chinai, P. geniculatus, P. herreriy P. megistus procedentes
de Peru, Ecuador y Brasil; con longitudes que van desde las 572 a las 766 pb.
Estas secuencias se agrupan en 27 haplotipos diferentes: 1 de P. chinai; 4 de P.
geniculatus; 2 de P. herreri; y 20 de P. megistus (Anexo X).

El alineamiento manual de los 27 haplotipos revela la presencia de 567
posiciones variables de las cuales: 213 son posiciones parsimonicamente
informativas, 117 son singletons; y 237 son indels introducidos para el
alineamiento. No se incluye la tabla con las posiciones variables debido a su
gran extension.

En todas las especies de Panstrongylus estudiadas se han encontrado
dos minisatélites en el ITS-1: TA(AT)xy (AT)y. En funcidén de la especie, X se repite
304 veceseY serepite 50 7 veces. En todos los haplotipos estos minisatélites
aparecen en el mismo orden pero en distinta posicion.
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4.6.1.2 Anélisis comparado del ITS-2 del ADNr

Se han obtenido un total de 107 secuencias del ITS-2 (12 en el estudio
y 95 en GenBank) de P. chinai, P. geniculatus, P. herreri, P. howardi, P. megistus
y P. rufotuberculatus procedentes de Perd, Ecuador, Brasil, Bolivia y Colombia;
con longitudes que van desde las 348 a las 601 pb. Estas secuencias se agrupan
en 81 haplotipos diferentes: 26 de P. chinai; 3 de P. geniculatus; 2 de P. herreri
(que engloban secuencias publicadas como P. herreri y como P. lignarius); 26
de P. howardi; 14 de P. megistus; y 10 de P. rufotuberculatus (Anexo XI).

Se han comparado y alineado manualmente 81 haplotipos completos,
lo que revela la presencia de 468 posiciones variables de las cuales: 174 son
posiciones parsimonicamente informaticas, 46 son singletons y 248 son indels
introducidos para el alineamiento. No se incluye la tabla con las posiciones
variables debido a su gran extension.

Se han detectado dos minisatélites ATTTT(AT), vy (AT)y en todas las
especies de Panstrongylus comparadas, estas secuencias se localizan en la
misma zona, al inicio del marcador entre las bases 37 y 84, con una separacién
de 1 a 14 nucledtidos (Figura 51). Los Unicos haplotipos en los que no se ha
detectado estos minisatélites han sido en los haplotipos cortos de P. chinai.

ITS-2 100 200 300 400 500 600

37 84
__ V7277727777727 7 .

N -

\
N
N

\ ~—_

N ATTTT (AT (AT)y

/ AN

X= 3 en P. herreri Y= 4 en P. rufotuberculatus

X= 4 en P. rufotuberculatusy P. megistus Y= 5 en P. rufotuberculatusy P. megistus

X=5 en P. chinai, P. geniculatus y Y= 6 en P. chinai, P. geniculatus, P howardiy
P. howardi P. rufotuberculatus

X= 6 en P. megistus Y=7 en P. howardi

Secuencias de nucleétidos entre los minisatélites

P. chinaiy P. howardi: AGTTTATT

P. geniculatus: TTTTTAA

P. rufotuberculatus: T

P. megistus: ACATTTTATAATGT o TTTATAATGT
Figura 51: Minisatélites detectados en el marcador ITS-2 en todas las especies de Panstrongylus estudiadas.
La secuencia del marcador ITS-2 se representa mediante la linea gruesa negra vy la linea rayada ya que en

funcion de la especie, la longitud del marcador puede variar de 348 a 601 pb. Cada especie presenta un

numero de repeticiones diferentes de AT y tiene una secuencia de nucledtidos distinta entre los minisatélites.
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4.6.1.3 Andlisis comparado de la region intergénica del ADNr

Se han obtenido un total de 40 secuencias de la regidon intergénica del
ADNTr (14 en el estudio y 26 en GenBank) de P. chinai, P. geniculatus, P. herreri
y P. megistus procedentes de Perd y Brasil; con longitudes que van desde las
1.142 alas 1.520 pb. Estas secuencias se agrupan en 40 haplotipos diferentes:
10 de P. chinai; 2 de P. geniculatus; 2 de P. herreri; y 26 de P. megistus de los
cuales 2 son incompletos (Anexo XII).

Se han comparado y alineado manualmente 38 haplotipos completos,
como resultado se observan 1.035 posiciones variables de las cuales: 387 son
posiciones parsimoénicamente informativas y 163 son singletons; y 485 son
indels introducidos para el alineamiento. No se incluye la tabla con las
posiciones variables debido a su gran extension.

Como se ha comentado, se han encontrado en la mayoria de las
secuencias de Panstrongylus dos minisatélites en el ITS-1y dos en el ITS-2.

4.6.2 Analisis comparado del ADNmt de Panstrongylus

4.6.2.1 Andlisis comparado del gen ribosomal 16S del ADNmt

Se han obtenido un total de 32 secuencias del gen 16S (8 en el estudio
y 24 en GenBank) de P. chinai, P. geniculatus, P. herreri, P. lutzi, P. megistus y
P. tupynambai procedentes principalmente de Perd y Brasil; con longitudes que
van desde las 280 a las 558 pb. Estas secuencias se agrupan en 32 haplotipos
diferentes: 2 de P. chinai; 7 de P. geniculatus; 5 de P. herreri (de los cuales 2
han sido publicados como P. lignarius); 14 de P. megistus; 2 de P. lutzi; y 2 de
P. tupynambai (Anexo XIlII).

Se ha comparado y alineado un fragmento de 514 pares de bases de
25 haplotipos del gen 16S de Panstrongylus, el cual revela la presencia de 113
posiciones variables de las cuales: 97 son posiciones parsimonicamente
informativas y 16 son singletons (Tabla 58).
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4.6.2.2 Anélisis comparado del gen ND1 del ADNmt

Se han obtenido un total de 13 secuencias del gen ND1 (10 en el
estudio y 3 en GenBank) de P. chinai, P. geniculatus, P. herreriy P. megistus
procedentes de Perd, Ecuador y Brasil; con longitudes que van desde las 545 a
las 924 pb, que es la longitud del gen completo. Estas secuencias se agrupan en
12 haplotipos diferentes: 3 de P. chinai; 6 de P. geniculatus; 2 de P. herreri; y 1
de P. megistus (Anexo XIV).

Se ha comparado vy alineado un fragmento de 545 pares de bases de
los 12 haplotipos del gen ND1 de Panstrongylus, el cual revela la presencia de
144 posiciones variables de las cuales: 101 son posiciones parsimonicamente
informativas; y 43 son singletons. El fragmento comparado codifica para 181
aminoacidos con 35 posiciones variables (Tabla 59 y Tabla 60).

4.6.2.3 Anélisis comparado del gen COI del ADNmt

Se han obtenido un total de 16 secuencias del gen COIl (7 en el estudio
y 9 en GenBank) de P. chinai, P. geniculatus, P. herreri, P. lutzi y P. megistus
procedentes principalmente de Peru y Brasil; con longitudes que van desde las
334 alas 1.447 pb. Estas secuencias se agrupan en 16 haplotipos diferentes: 3
de P. chinai; 2 de P. geniculatus; 3 de P. herreri; 1 de P. lutzi; y 7 de P.
megistus(Anexo XV).

Se ha comparado y alineado un fragmento de 625 pares de bases de
10 haplotipos del gen COI de Panstrongylus, el cual revela la presencia de 159
posiciones variables de las cuales: 152 son posiciones parsimdonicamente
informativas; y 7 son singletons. El fragmento comparado codifica para 208
aminoacidos con 3 posiciones variables (Tabla 61).
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4.6.2.4 Anélisis comparado del gen Cyt b del ADNmt

Se han obtenido un total de 105 secuencias del gen Cyt b (12 en el
estudio y 93 en GenBank) de P. chinai, P. geniculatus, P. herreri, P. megistus, P.
howardi, P. rufotuberculatus y P. tupynambai procedentes de Perd, Ecuadory
Brasil; con longitudes que van desde las 341 a las 1.142 pb. Estas secuencias se
agrupan en 62 haplotipos diferentes: 11 de P. chinai; 3 de P. geniculatus; 8 de
P. herreri (uno de ellos publicado como P. lignarius); 18 de P. megistus; 9 de P.
howardi; 11 de P. rufotuberculatus; y 2 de P. tupynambai (Anexo XVI).

Se ha comparado y alineado un fragmento de 431 pares de bases de
45 haplotipos del gen Cyt b de Panstrongylus, el cual revela la presencia de 177
posiciones variables de las cuales: 133 son posiciones parsimdnicamente
informativas; 28 son singletons; y 16 son indels, ya que se ha incluido una
muestra de P. lignarius mas corta que el resto. El fragmento comparado
codifica para 143 aminodcidos con 22 posiciones variables (Tabla 62 y 63).

4.6.2.5 Andlisis comparado de la region intergénica que separa los genes Cyt b
y ND1 del ADNmt

Se han obtenido 5 secuencias distintas, todas ellas en el presente
estudio, de la region intergénica que separa los genes Cyt b y ND1 en las
especies de Peru estudiadas: P. chinai, P. geniculatus y P. herreri. La longitud
varia de 187 (en P. chinai) a 450 pb (en P. herreri) y el contenido medio en AT
es del 69,5% (Véase el apartado 4.5.2.5).

Se han comparado y alineado las regiones intergénicas obtenidas para
cada especie y se han observado 224 posiciones variables de las cuales: 154
son mutaciones y 70 son indels. Esta regién a pesar de su corta longitud
presenta un gran niumero de mutaciones entre especies. No se incluye la tabla
con las posiciones variables debido a su gran extension.
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Capitulo 4

Gen ND1 de especies del género Panstrongylus
S & © Posiciones variables nucleotidicas
. 2 E 5}
Haplotipos S8 =
nucleotidicos |2 & § m 1111111111111111111111111111122222222222222222222222222333333333333333333333333444444444444444444444455555555
=] 3 11122333344444555666777788888999990000111222333334444556677788811123334444455566677788999011233344555566667788999001122334455666667778912222223
del gen ND1 mn %. 535657124635689124069235813468013692358147369015891247062914903613961470136957914806802137958436928147803692837039231406581446356895793360125894]
SPPPPSSPPPPPPPPPSSPPPPPPPSPPSPSPSPPPSSPPPPSPSPPPPPSPPPPPPSSPPSPPPSSPPPPSSPPPPSSSPPPPSSPPPPPPPPSSPPPPPPPPSPSSSSPPPPPSPPPPPPSSPSPPPSPSSPPPPPPSPPS
P.chi-NDl.a P.E. Pera TTAACTACTAAGCTATGTTATGTAATAATTAGTTTATGTATARATTAGGAATGGTATCTCAGGGATTTTGTGTGAATCTAACTTAAAATTGGTATTGACGTATATTATTATTTTTCATATGAAGTGGATAAGTTCAGGTTGTAT
P.chi-ND1.b P.E. 12 Y
P.chi-NDl.c P.E. 12 L Al
P.gen-ND1.f [AM980628|Ecuador| C.G.A..T WAL .T..AAGC.A ..GG.. .GTACT.C...AGT.A....
P.gen-NDl.a P.E. Pera GGA..T WAL .T..AAG..A .G. .GTACT.CG..AGT.A......
P.gen-ND1.b P.E. Pera GGA..T - .T..AAG..A .G. .GT.CT..G..AGT.A......
P.gen-NDl.c P.E. Pera ..GGA..T WAL .T..AAG..A .G. «.GTACT.CG..AGT.A. ...
P.gen-ND1.d P.E. Pera .GGA..T. WAL ..T..AAG..A.. .G. .GT.CT..G..AGT.A......
P.gen-NDl.e P.E Pera .GGA..T. WAL ..T..AAG.CA... AGGC .G.. GTACT.CG..AGT.A......
P.her-NDl.a [AM980627|Pe/Ecu .G..A...CCGTTAG...AT.A..G.GGCC. .At ..TG..A....G.C..AG..... GTA....TAC.A.G...TTT.GCT.C
P.her-ND1.b P.E. Pera .G..A...CCGTTAG...AT.A..G.GG.C. .A ..TG..A....G.C..AG..... GTA....TAC.A.G...TTT.GCT.C
P.meg-NDl.a [AM980629|Brasil .G..AAGT.GGTTAGATGAG. .CGGCGG. .G .TAAA.TGTAT.AAATA...T.ACATG.TA.G...TT.TAATA.GAA.GTAG..GG..A

Tabla 60: Alineamiento de las posiciones variables halladas en las 545 pares de bases de los 12 haplotipos comparados del gen ND1 de las especies del género Panstrongylus. P.E.:

haplotipo hallado en el presente estudio, sin publicar en GenBank. Pe/Ecu: el haplotipo se halla en Pert y Ecuador. S: singleton. P: posicion parsiménicamente informativa. (.): posicion

homdéloga al primer haplotipo comparado.

Gen ND1 de especies del género Panstrongylus
" 2 Posiciones variables aminoacidicas
Haplotipos nucleotidicos| m m
=4 @
delleeniiiy] m 8 L11122344467788859050 50 et ters Tabla 59: Alineamiento de las posiciones variables halladas en las secuencias de
&  [25691578891478016267348985256790547
181 aminoacidos obtenidas de la traduccién de los 12 haplotipos comparados
P.chi-NDl.a P.E. Perua VLILTMIAKVGYMLKISMSLYMFNNLLVLIVFIVI
P.chi-ND1.b P.E. POTT [ttt ) , )
b.chi-NDI.c b.E. berd | ) del gen ND1 de las especies del género Panstrongylus. P.E.: haplotipo hallado en
P.gen-ND1.f AM980628 [Ecuador |[A..IIVV...SFL.
P.gen-NDl.a P.E. peru ..VIIVV...SFL. el presente estudio, sin publicar en GenBank. (.): posicion homadloga al primer
P.gen-ND1l.b P.E. Perua ..VIIVV...SFL.
P.gen-NDl.c P.E. Perua ..VIIVV...SFL. _Jm _Oﬁ_ ocom m—stO
P.gen-ND1.d P.E. Perua ..VIIVV...SFL. _U _U _U N
P.gen-NDl.e P.E Peru ..VIIVV...SFL.
P.her-NDl.a AM980627|Pe/Ecu LV.I.VV.SA.HL. .
P.her-ND1.b P.E. Perua WVL.ILVVLS.LHL.S. ... Yoo V..
P.meg-NDl.a AM980629( Brasil|.V.MVVVSS...IM.L.IFMFLYK..MLIVIY...
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Gen Cyt b de especies del género Panstrongylus

Posiciones variables nucleotidicas
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Capitulo 4: Andlisis de las especies del género Panstrongylus de Peru

4.7 Reconstruccion filogenética del género
Panstrongylus

La reconstruccion filogenética de las especies estudiadas del género
Panstrongylus se ha llevado a cabo utilizando los haplotipos obtenidos en este
estudio conjuntamente con otras secuencias ya disponibles en el GenBank.
Para enraizar el arbol se ha utilizado como grupo externo o outgroup
secuencias de T. infestans de PerU, ya que es una especie que se localiza en un
taxdn separado pero filogenéticamente préximo al género Panstrongylus.
Todos los arboles filogenéticos han sido construidos mediante métodos
probabilisticos basados en caracteres: madaxima verosimilitud (maximum
likelihood) (MV) e inferencia Bayesiana (IB). Todos los arboles han sido
construidos mediante el modelo evolutivo GTR (General Time Reversible). El
programa PartitionFinder 2 indicé que la mejor forma de analizar los datos es
mediante una matriz donde las tasas evolutivas y las frecuencias se calculan por
separado para cada marcador (Anexos XVII, XVIII y XIX).

4.7.1 Arbol filogenético del ADNr

Se ha construido un drbol filogenético de haplotipos de especies del
género Panstrongylus cuya matriz ha sido la combinacion de los marcadores
del ADNr ITS-1 e ITS-2. El gen 5.8S no se incluye puesto que no varia en
triatominos. Todos los ejemplares utilizados de P. megistus son de Brasil del
estudio de Cavassin y colaboradores (2014). Los haplotipos de P. geniculatus
son de PerU (obtenidos en el presente trabajo) y de Ecuador como resultado
de juntar el ITS-1 publicado en GenBank por Mas-Coma y Bargues (2009) y el
ITS-2 de Marcilla y colaboradores (2002). Las matrices de P. herreriy P. chinai
proceden de Peru y han sido obtenidas en el presente trabajo.

Las filogenias obtenidas de ML (-InL= 5406,27683) y de IB (-
InL=5498,60) generaron arboles con topologia similar. En ambos, los nodos
tienen un alto soporte estadistico en las ramas que separan a las especies pero
las relaciones entre haplotipos dentro de cada especie quedaron poco
resueltas, sobretodo en el analisis de MV. El arbol muestra una conformacion
anidada con una topologia con elevado soporte estadistico de 4 grupos
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Capitulo 4: Andlisis de las especies del género Panstrongylus de Peru

monofiléticos, uno para cada especie. En el clado de P. megistus se distingue
un grupo formado por 3 haplotipos pertenecientes al mismo Estado (Parana,
Brasil) y al mismo ecotopo (peridoméstico).

Con el méaximo soporte de 100/100 (MV/IB) se separa el taxon P. herreri
del resto de especies y P. geniculatus se separa de P. chinai con un soporte
elevado de 93/99 (MV/IB). Los haplotipos de P. geniculatus se agrupan segun
su pais de procedencia. En el taxon P. chinai las relaciones entre los haplotipos
se representan como una parafilia excepto los haplotipos sin minisatélites que
se localizan separados del resto con el maximo soporte estadistico 100/100
(MV/IB) (Figura 52). Los resultados del analisis bayesiano se pueden consultar
en el Anexo XVII.
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Pmeg_H4U Brasil
Pmeg_H11R Brasil
Pmeg_H10C Brasil
Pmeg_H2T Bra:
- Pmeg_H1S Bra:
i~ Pmeg_H12G Bra:

Pmeg_H8D Br:
{~ Pmeg_H3H Brasi
Pmeg_H9I Bra
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o4 L Pmeg_H1A Brasil {
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Pmeg_H7M Brasil
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1001 Pher_H1A Pera :
100 Pher_H1B Peru - “ P- herreri
Pgen_H2A Ecuador
100) Pgen_H1B Perd P. geniculatus
' Pgen_H1A Peri
Pchi_H1A Pera
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Figura 52: Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud (-Ln=5406,27683) cuya matriz son los marcadores de ADNr ITS-1 e ITS-2 de especies de Panstrongylus. El modelo evolutivo utilizado
ha sido GTR. Los valores de soporte de los nodos (a/b), han sido obtenidos utilizando métodos probabilisticos basados en caracteres: a: Maxima Verosimilitud mediante el método
Bootstrap con el software RAXML v.8.1.7; y b: Inferencia Bayesiana mediante probabilidad posterior con el software MrBayes v.3.2.6. Como grupo externo se ha utilizado Triatoma
infestans de PerU. La barra de la escala indica el nimero de sustituciones por posicion de la secuencia. Se marcan de color violeta las ramas de Panstrongylus megistus, de rojo las de

Panstrongylus herreri, de azul las de Panstrongylus geniculatus y de verde las de Panstrongylus chinai. Para obtener mas informacion sobre los haplotipos revisar los Anexos VII, X y XI
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4.7.2 Arbol filogenético nuclear y mitocondrial

Se ha construido un drbol filogenético de haplotipos de especies del
género Panstrongylus cuya matriz ha sido la combinacion de los marcadores
nucleares del ADNr ITS-1 e ITS-2 junto con los genes del ADNmt 16S, ND1, COl
y Cyt b. Todos los ejemplares de P. megistus proceden de Brasil, los haplotipos
concatenados se han formado teniendo en cuenta los estados de los que
proceden los individuos. Para los marcadores nucleares de P. megistus se
utilizaron los haplotipos de Cavassin y colaboradores (2014) y para los
mitocondriales los de Justi y colaboradores (2014). Los haplotipos de P. chinai,
P. geniculatus y P. herreri proceden de Perl y han sido hallados en el presente
estudio.

Las filogenias obtenidas de MV (-InL= 12127,5073) y de IB (-InL=
12308,24) generaron arboles con topologia similar, donde el mayor soporte
estadistico se localiza en la separacion entre especies. Los valores del arbol ML
son menores a los de IB. Se observan 4 grupos monofiléticos con alto soporte
estadistico para cada especie que a su vez, se dividen en 2 conjuntos por un
lado, P. megistus mas cercano a la raiz y por otro, el conjunto formado por P.
herreri, P. geniculatusy P. chinai.

Las diferencias entre haplotipos en la especie P. herreri se localizan en
el gen Cyt b, y en uno de los casos, en el ND1. Todos los ejemplares con los que
se ha realizado el arbol han sido hallados en la Provincia de Cutervo, que se
sitla en el centro del departamento de Cajamarca, excepto uno, que es de la
Provincia de Jaén. La topologia del taxon de la especie P. herreri esta
relacionada con la altitud: por un lado, se observa un taxdn con un soporte
estadistico elevado (95/98) (MV/IB) que relne haplotipos localizados entre
unas altitudes muy concretas los 1.790 y 1.990 metros; y por otro, el de los
haplotipos con una amplia distribucién altitudinal desde los los 700 a los 2.271
metros sobre el nivel del mar.

P. geniculatusy P. chinai se dividen en dos grupos monofiléticos con un
soporte de 95/99 (MV/IB). El taxdn P. geniculatus se agrupan en funcién de las
diferencias detectadas en el ADNr. Dentro del taxén P. chinai las relaciones
entre los haplotipos se representan como una parafilia debido al escaso
soporte estadistico que presentaban sus ramas, excepto en los haplotipos sin
minisatélites que se agrupan separados del resto con el maximo soporte
estadistico (Figura 53). Los resultados del analisis bayesiano se pueden
consultar en el Anexo XV.
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Figura 53: Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud (-Ln=12127,5073) cuya matriz son los marcadores del
ADNr ITS-1 e ITS-2 y los genes del ADNmt 16S, ND1, COI, Cyt b de especies de Panstrongylus. El modelo
evolutivo utilizado ha sido GTR. Los valores de soporte de los nodos (a/b), han sido obtenidos utilizando
métodos probabilisticos basados en caracteres: a: Maxima Verosimilitud mediante el método Bootstrap con
el software RAXML v.8.1.7; y b: Inferencia Bayesiana mediante probabilidad posterior con el software
MrBayes v.3.2.6. Como grupo externo se ha utilizado Triatoma infestans de Peru. La barra de la escala indica
el numero de sustituciones por posicién de la secuencia. Se marcan de color violeta las ramas de
Panstrongylus megistus, de rojo las de Panstrongylus herreri, de azul las de Panstrongylus geniculatus y de
verde las de Panstrongylus chinai. Para obtener mds informacién sobre los haplotipos revisar los anexos VII -

XVI.

4.7.3 Arbol filogenético del ITS-2 y de Cyt b

Se ha construido un arbol filogenético de haplotipos de especies del
género Panstrongylus cuya matriz ha sido la combinacién del marcador nuclear
ITS-2 del ADNr y del gen Cyt b del ADNmt. Se han elegido estos dos marcadores
porque son de los que mas secuencias se han publicado en el género
Panstrongylus. Todos los ejemplares de P. megistus proceden de Brasil, los
haplotipos concatenados se han formado teniendo en cuenta los estados de
los que proceden los individuos. Los haplotipos del ITS-2 de P. megistus se
obtuvieron de los publicados por Cavassin y colaboradores (2014) y los del gen
Cyt b de Justi y colaboradores (2014). Los haplotipos de P. chinai, P. howardiy
P. rufotuberculatus proceden de Ecuador y fueron publicados por Sempertegui-
Sosa y colaboradores (2012). Para la especie P. chinai también se han utilizado
haplotipos de Perd que han sido hallados en el presente estudio al igual que en
el caso de P. geniculatus y P. herreri.

Las filogenias obtenidas de MV (-InL= 5021,96294) y de IB (-InL=
5022,04) generaron arboles con topologia similar. Los valores mas elevados en
los soportes estadisticos fueron los de IB.

La topologia del arbol es anidada y diferente a la de los anteriores, ya que
algunos grupos de especies no son homogéneos. El grupo mas cercano a la raiz
es P. megistus. En el siguiente nivel, P. herreri se separa del resto de especies
con un soporte estadistico bajo 68/90 (MV/IB). Los haplotipos dentro de esta
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especie se agrupan, al igual que en el caso anterior, en funcién de las
diferencias halladas en el gen Cyt b. Dentro del clado hay dos grupos
geograficos: los de Cajamarca y Amazonas separados del resto con un soporte
de 73/92 (MV/IB); y los de Cajamarca y San Martin, representados como una
parafilia, por lo que se deduce que hay dos corrientes de flujo genético desde
Cajamarca para el gen Cyt b, una va hacia el sur y la otra, hacia el este. Se ha
incluido un haplotipo publicado como P. lignarius (Pher-H1Cytblig.a) que se
agrupa con los haplotipos de P. herreri.

El siguiente taxon es el de P. geniculatus, segun el arbol de MV esta
separacién no tiene un soporte significativo puesto que es menor a 70 y sin
embargo, segln el arbol de IB si que es significativo (99). Hasta este nivel cada
taxdn era monofilético y solo contenia haplotipos de una especie.

P. rufotuberculatus, P. howardiy P. chinai; forman taxones en los que las
relaciones entre haplotipos no se pueden establecer para cada especie ya que
los soportes estadisticos obtenidos son muy bajos y ademds, aparecen
mezclados unos con otros, por ello quedan representados como una parafilia.
La Unica agrupacién que se puede destacar dentro de este grupo por su elevado
soporte estadistico (100/100) (MV/IB) es la de los haplotipos de P. chinai sin
minisatélites que se han encontrado tanto en Ecuador como en Perd (Figura
54). Las matrices utilizadas de estas tres especies en el arbol filogenético
muestran importantes incongruencias puesto que no se observan
agrupaciones coherentes ni entre las especies, ni entre sus haplotipos. Este
hecho pone de manifiesto o bien, errores en la clasificacién taxondmica o bien,
posibles hibridaciones. Para resolver esta cuestion se ha estudiado la filogenia
de cada marcador por separado y como resultado las 3 especies y sus
haplotipos siguen apareciendo agrupados unos con otros lo que refuerza la
teoria de posibles errores en la identificacion de los ejemplares. Los resultados
del analisis bayesiano se pueden consultar en los Anexos Xl y XVI.
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Figura 54: Arbol filogenético de Méaxima Verosimilitud (-Ln= 5021,96294) cuya matriz es el conjunto formado
por la unién del marcador del ADNr ITS-2 del ADNry del gen del ADNmt Cyt b de especies de Panstrongylus.
El modelo evolutivo utilizado ha sido GTR. Los valores de soporte de los nodos (a/b), han sido obtenidos
utilizando métodos probabilisticos basados en caracteres: a: Maxima Verosimilitud mediante el método
Bootstrap con el software RAXML v.8.1.7; y b: Inferencia Bayesiana mediante probabilidad posterior con el
software MrBayes v.3.2.6. Como grupo externo se ha utilizado Triatoma infestans de Peru. La barra de la
escala indica el numero de sustituciones por posicién de la secuencia. Se marcan de color violeta las ramas
de Panstrongylus megistus, de rojo las de Panstrongylus herreri, de azul oscuro las de Panstrongylus
geniculatus, de verde las de Panstrongylus chinai, de color naranja Panstrongylus rufotuberculatus y de color
azul claro las de Panstrongylus howardi. Los 3 haplotipos que se localizan en ramas distintas a las de su

especie aparecen en color. Para obtener més informacién sobre los haplotipos revisar los Anexos XI 'y XVI.

4.8 Discusion

La distribucion de Panstrongylus en Peru se limita al norte y centro del
pais. Muchas de las especies halladas también se encuentran en paises vecinos
como Colombia y Ecuador.

4.8.1 Marcadores del ADNr de Panstrongylus

ITS-1 del género Panstrongylus

El marcador ITS-1 en el género Panstrongylus presenta una longitud de
572 a 766 pb (longitud media 727 pb) y una composicion media en AT de 69,4%.
La longitud del ITS-1 varia entre especies e incluso entre poblaciones dentro de
la misma especie, como en P. megistus que puede variar de 758 a 766 pb. El
marcador ITS-1 es el menos variable del ADNr de Panstrongylus.

Al igual que ocurre en otros triatominos, dentro de este marcador se
observan minisatélites en las especies estudiadas P. chinai, P. herreri, P.
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geniculatus y P. megistus que a diferencia de los encontrados en las
poblaciones de T. infestans no permiten distinguir los ecotopos de los que
proceden las muestras (Bargues et al., 2006; Cavassin et al., 2014).

ITS-2 del género Panstrongylus

El marcador ITS-2 en Panstrongylus presenta una longitud de 348 a 601
pb (longitud media 478 pb) por lo que es mas corta que la del ITS-1 y un alto
porcentaje en AT (77,1%), como ocurre en otras especies de Triatominae
(Bargues et al., 2006; Mas-Coma & Bargues, 2009; Cavassin et al., 2014). La
longitud en el ITS-2 varia entre especies e incluso dentro de la misma especie.
Este hecho también ocurre, aunque de forma menos acusada, en Triatoma y
Rhodnius (Cavassin et al., 2014). Las distintas longitudes y las diferencias en la
composicién nucleotidica del ITS-2 en Panstrogylus pueden ser un reflejo del
origen relativamente antiguo de este género (Marcilla et al., 2002).

Al igual que ocurria con el ITS-1, dentro del ITS-2 se observan
minisatélites en todas las especies estudiadas: P. chinai, P. geniculatus, P.
herreri, P. howardi, P. megistus y P. rufotuberculatus. Los minisatélites
detectados se localizan en todos los ejemplares en el inicio de la secuencia
entre las bases 37 y 84, por lo que podrian ser polimorfismos que se conservan
de un ancestro comun. En las muestras en las que no se ha detectado el
minisatélite si se observan las 4 bases iniciales (ATTT) en la misma posicién que
el resto, lo que sugiere que estas secuencias también conservan una parte de
estos polimorfismos ancestrales. La deteccion de minisatélites no se puede
utilizar de forma exclusiva en Panstrongylus para identificar individuos de una
determinada comunidad o habitad (Sempertegui-Sosa, 2012; Cavassin et al.,
2014). La presencia o ausencia de minisatélites son la causa principal de las
grandes diferencias en longitud detectadas en el género. Para la especie P.
chinai se han detectado dos tipos de secuencias, en funcién de si poseen o no
minisatélites, con una desigualdad de 146 pb en su longitud, lo que supone una
divergencia del 30%. Inicialmente, esta disparidad tan acusada hizo pensar que
las secuencias mas cortas pudieran ser pseudogenes, como ocurre en otras
especies de Triatominae sin embargo, la ausencia de diferencias en el gen 5.85
descartaron esa posibilidad, a pesar de que el marcador ITS-2 de P. chinai si que
cumple parte de los criterios de Mas- Coma y Bargues (2009) y Bargues y
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colaboradores (2014) para ser una secuencia pseudogénica como: una
diferencia importante en longitud y un elevado numero de variaciones entre la
secuencia funcional y la pseudogénica, siendo la mayoria de ellas indels. La
especie P. chinai actualmente, se considera un vector secundario en la
transmisién de Chagas pero con un elevado potencial para convertirse en un
importante vector domiciliado debido a su capacidad de colonizacién (Grijalva
et al., 2015; Mosquera et al., 2016). La adaptacién al domicilio podria ser una
de las responsables de las variaciones longitudinales en el ITS-2 como ocurre
en T. infestans por lo que se necesitan mas estudios en esta especie para poder
relacionar la presencia/ausencia de minisatélites con la capacidad de
domiciliacion.

De todos los marcadores estudiados, solo en el ITS-2 se ha detectado
un mismo haplotipo en dos especies, P. chinai y P. howardi, las cuales
comparten el haplotipo P.chi-H1. Estas especies conviven en Ecuador en la
misma areay en los mismos ecotopos (Sempertegui-Sosa, 2012) por lo que este
resultado puede ser consecuencia de hibridaciones o de errores en la
identificacion.

Regidn intergénica del ADNr del género Panstrongylus

La region intergénica completa del ADNr comprende el ITS-1, 5.8S e
ITS-2, para el género Panstrongylus tiene una longitud de 1.142 a 1.520 pb
(longitud media 1.419 pb) y un contenido medio en AT de (69,14%). Al
comparar las secuencias de la regién intergénica del ADNr de Panstrongylus se
observan numerosos indels en los ITSs, este hecho ocurre en todas las especies
de Triatominae e incluso el nimero de estos varia entre poblaciones de la
misma especie. A pesar de que los indels se consideran caracteres no
informativos y aportan menos informacion que las transiciones vy
transversiones varios aspectos han de ser tenidos en cuenta. Existen 3 tipos de
indels: (i) indels relacionados con uno o unos pocos nucledtidos consecutivos,
pero no relacionados con la presencia de microsatélite; (ii) indels relacionados
con microsatélites, con regiones mas o menos largas de inserciones en funcion
del ndmero de secuencias incluidas en el alineamiento; y (iii) regiones
relativamente largas relacionadas con el nimero de repeticiones de los
minisatélites. Aunque las tres situaciones pueden influir en la longitud del
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marcador, la segunda y la tercera situacion relacionadas con micro y
minisatélites tienen un mayor impacto y en algunas circunstancias puede
incluso aportar valiosa informacion a nivel poblacional (Bargues et al., 2006,
Cavassin et al., 2014). En triatominos, la frecuencia de los micro y minisatélites
puede llevar a errores en la identificacion de especies si se utilizan técnicas
moleculares basadas en la longitud del marcador, como RAPD- PCR-RFLP y
microsatélites. En algunos casos, las diferentes longitudes permiten identificar
especies e incluso determinar los ecotopos de los que proceden como en T.
infestans (Bargues et al., 2009). En el género Panstrongylus estas secuencias
pueden resultar Utiles en la identificacion de haplotipos largos o cortos en la
especie P. chinai. En el resto de especies hasta el momento no se les puede
atribuir ningun valor como identificadores. La distribucién e incluso la
composicién de los minisatélites dentro de los marcadores es similar en P.
chinai, P. geniculatus y P. herreriy es algo distinto en P. megistus esto puede
ser uno de los motivos por los que esta especie en los arboles filogenéticos
aparece separada del resto.

4.8.2 Marcadores del ADNmt de Panstrongylus

Gen 16S del ADNmt del género Panstrongylus

Es el segundo gen del ADNmt del que mas secuencias se disponen (32
secuencias). Diversos estudios llevados a cabo utilizando Unicamente el gen 16S
o combindndolo con el ITS-2 llegan a la conclusion de que el género
Panstrongylus esta estrechamente relacionado con Triatoma y los agrupa en el
mismo clado (Stothard et al., 1998; Hypsa et al., 2002; Sainz et al., 2004; Hwang
& Weirauch, 2012)

En la presente tesis se han encontrado 5 haplotipos distintos de P.
geniculatus, a pesar de ser la especie de la que menos ejemplares se han
estudiado, por lo que en este gen presenta una alta variabilidad. De la especie
P. chinai se han encontrado 2 haplotiposy 1 para P. herreri.
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Gen ND1 del ADNmt del género Panstrongylus

El gen ND1 no ha sido muy estudiado en el género Panstrongylus de
hecho, solo se habia publicado 3 secuencias y en el presente trabajo se han
obtenido por primera vez las secuencias en P.chinai, P. geniculatusy P. herreri.
Aligual que ocurria con el gen 16S la especie que mas variabilidad ha mostrado
ha sido P. geniculatus, la distribucion de haplotipos podria estar relacionada
con diferencias altitudinales. Parece que este gen en Panstrongylus, al igual que
ocurre en Triatoma, esta saturado (Mas-Coma & Bargues, 2009) o presenta una
baja variabilidad, por lo que no es tan util como el resto de genes y marcadores
para establecer relaciones filogenéticas. La longitud del gen en Panstrongylus
es de 924 pb en todas las especies mientras que en Triatoma puede ser de 912
o de 924 pb y Rhodnius presenta una longitud media de 934 pb.

Gen COl del ADNmt del género Panstrongylus

Es el gen del que menos secuencias se han publicado. En Perd, P. chinai
ha sido la especie que mas variabilidad ha mostrado seguida de P. geniculatus
y P. herreri. A pesar de la gran variabilidad nucleotidica encontrada en la
comparativa entre especies, la traduccion en aminoacidos genera muy pocas
diferencias de hecho, como solo se compara un fragmento de 625 pb del gen
se genera una sola secuencia de aminoacidos para P. chinai, dos para P.
geniculatus y la misma secuencia para P. herreri y P. megistus. Las
comparaciones entre especies del género Panstrongylus en las que se utiliza
tanto nucledtidos como aminodcidos del gen COl indican que estd saturado. El
uso de este gen con fines filogenéticos en niveles taxondmicos elevados debe
limitarse (Mas-Coma & Bargues, 2010).

Gen Cyt b del ADNmt del género Panstrongylus

Es el gen del ADNmt del que mas informacién se tiene ya que es el que
mas ampliamente ha sido estudiado y del que mds secuencias se han
recopilado en el género Panstrongylus. En el presente estudio, se ha obtenido
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por primera vez, el gen Cyt b completo en P. geniculatus cuya longitud es de
1.142 pb. Actualmente, solo se disponen de las secuencias completas de este
gen en T. infestans (1.143 pb) que ha sido obtenido en el presente estudio y en
T. dimidiata (1.132 pb) (Dotson & Beard, 2001).

4.8.3 Analisis filogenéticos del género Panstrongylus

Los arboles filogenéticos que mejor soporte presentan son aquellos
gue combinan el ADNry el ADNmt. Por un lado, al utilizar marcadores del ADNr
se le otorga una mayor resolucion a nivel especifico a la filogenia y por otro, los
marcadores mitocondriales mejoran la resolucion a nivel poblacional. Ademas,
el ADNmt al ser transmitido por herencia materna (haplotide) permite observar
si las actuales especies del género retienen polimorfismos de sus ancestros
(Mas-Coma & Bargues, 2009). Se ha sugerido que el género Panstrongylus se
represente como un ensamblaje polifilético de especies convergentes, ya que
cuando se representan especies de Triatoma y Panstrongylus muchas de ellas
muestran estrechas relaciones (Patterson et al., 2009).

Todas las especies de Panstrongylus halladas en Peru pertenecen al
clado del norte debido a su distribucién geografica. Existen estudios
moleculares y citogenéticos que apoyan la division entre clado norte y sur en
este género. P. megistus es la Unica especie que se encuentra en ambos clados
y presenta resultados citogenéticos diferentes al resto (Lent & Wygodzinsky,
1979; Crossa et al., 2002; Patterson et al., 2009). En las filogenias en las que se
incluye la especie P. megistus siempre se localiza separada de otros
Panstrongylus y se considera que tiene una estrecha relacion con especies del
género Triatoma como T. tibiamaculata (Justi et al., 2014).

A continuacion, se discute acerca de los resultados filogenéticos mas
relevantes obtenidos en las especies procedentes de Peru.

Panstrongylus chinai

Se localiza en Venezuela, Perl y Ecuador. Actualmente, se considera
gue es un vector secundario pero su elevada capacidad de domiciliacién y re-
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colonizacién de domicilios, tras rociamientos con insecticida hace que se
incluya como un objetivo importante en todas las guias de control vectorial
(Mosquera et al., 2016).

Se ha puesto de manifiesto en P. chinai la relacién entre la posesion de
minisatélites y grandes diferencias en longitud. Los arboles filogenéticos
realizados, tanto los del ADNr exclusivamente, como los combinados separan
con un elevado soporte estadistico dentro del taxén de P. chinai por un lado,
los haplotipos cortos (sin minisatélites) y por otro, los largos. A su vez, estos
haplotipos cortos presentan diferencias que se pueden observar a nivel del
ADNr donde se separan con un significativo soporte estadistico los haplotipos
peruanos P.chi-H2 (detectado en ejemplares domiciliados y peridomiciliados) y
P.chi-H3 (detectado en domicilios, exclusivamente) poniendo de manifiesto
que las diferencias entre estos pueden ser consecuencia de la adaptacion al
domicilio (Pollack et al., 2001; Cuba et al., 2002; Cabrera, 2006; Chavez, 2006;
Patterson et al., 2009). Realmente, para poder detectar los cambios que se
produzcan en el ADN como consecuencia de la domiciliacién son necesarios
mas estudios con ejemplares de todos los ecotopos.

El haplotipaje molecular muetra que P. chinai comparte un haplotipo
de ITS-2 con P. howardi. La mayoria de los haplotipos utilizados en el estudio
filogenético proceden de ejemplares capturados en las mismas zonas
geograficas en Ecuador. En el arbol filogenético consenso de MB y de IB
realizado con las secuencias del ITS-2 y de Cyt b no se detectan diferencias con
un buen soporte estadistico entre ambas especies y se cruzan dentro de los
taxones. P. chinai ha sido capturada en domicilios y es una forma meldnica, de
P. howardi (Patterson et al., 2009). El ciclo bioldgico de P. howardi puede
adaptarse parcialmente a ambientes silvestres y domiciliados es decir, puede
vivir en nidos y troncos de palmeras y para alimentarse entrar en los domicilios
o peridomicilios. Una vez alli, pueden alimentarse exclusivamente o incluso
poner huevos (Sempertegui-Sosa, 2012). La diferencia morfoldgica unida a la
diferenciacién ecoldgica: presentan diferentes hdbitats, climas y areas
geograficas (Sempertegui-Sosa, 2012); sugieren que ambas especies podrian
haber sufrido especiacion alopatrica. Los factores ecolégicos acompafiados de
aislamiento geografico pueden ser importantes mecanismos de especiacién en
triatominos (Mas- Coma & Bargues, 2009) de hecho, la diferenciacidn ecoldgica
puede ocasionar cambios morfolégicos que pueden tener lugar antes de la
diferenciacién genética (Dujardin et al., 1999). En este caso, los resultados
filogenéticos hacen pensar que pueden haber cruzamientos entre ambas
especies o que lo que esté ocurriendo realmente sea que ha habido un error
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en la identificacion morfoldgica de las especies puesto que son similares. Son
necesarios mas estudios taxondmicos y moleculares de ambas especies para
establecer las diferencias entre ellas.

Eneldrbol de ITS-2y Cyt b uno de los haplotipos de P. chinai de Ecuador
se introduce en el taxdon de P. rufotuberculatus. Es muy probable que este
haplotipo no esté correctamente identificado.

Panstrongylus geniculatus

Se han estudiado pocos ejemplares de esta especie, aun asi es la
especie de la que mds haplotipos se han obtenido en el ADNmt.

En todos los drboles, siempre aparece el grupo P. chinaiy P. geniculatus
separado de P. herreri. Los haplotipos usados como matriz del arbol proceden
de Peru pero de dreas geograficas distintas, por lo que es probable que la
divergencia de estas especies tuviera lugar al mismo tiempo y de ahi que los
dos taxones surjan a la vez.

En el drbol del ADNr es el Unico en el que se detectan dos grupos en P.
geniculatus debido a las diferencias en el ITS-2 que aparentemente estan
relacionadas con la procedencia geografica (Perud o Ecuador) de los insectos.

Panstrongylus herreri

P. herreriy P. lignarius son dos especies sinonimizadas morfoldgica y
genéticamente (Cuba et al, 2000; Crossa et al., 2002; Marcilla et al., 2002;
Galvdo et al.,, 2003; Patterson et al., 2009; dos Santos et al., 2013; Alroy et al.,
2015) de hecho la nomenclatura correcta es P. lignarius/herreri puesto que fue
descrito originalmente como P. lignarius. Se han comparado las secuencias
publicadas en GenBank como P. lignarius con las de P. herreri y no se han
detectado diferencias. Ambas especies han sido utilizadas en el arbol
filogenético obtenido del ITS-2 y Cyt b y como resultado quedan agrupadas
junto con haplotipos procedentes del departamento de Amazonas y
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Cajamarca. La diferencia entre P. herreri y P. lignarius radica en aspectos
geograficos y ecoldgicos (Patterson et al., 2009) .

P. lignarius/herreri se considera el principal vector domiciliado de la
enfermedad de Chagas en el norte de Perld aunque también se puede
encontrar en nichos silvestres (Cuba et al., 2000; Marcilla et al., 2002; Alroy et
al., 2015). De los vectores estudiados, esta especie es la que menos variabilidad
presenta, lo que puede resultar muy util en la aplicacién de campafias de
control. Las agrupaciones detectadas dentro de esta especie en los arboles
filogenéticos son debidas a diferencias altitudinales.

4.8.4 Epidemiologia de la enfermedad de Chagas relacionada con
Panstrongylus y medidas de control

Segun el Ministerio de Salud de Perd, el departamento donde mas
casos nuevos de Chagas se declaran al afio es Arequipa. En los dos Ultimos afios,
ademds de Arequipa, los departamentos de San Martin, Cajamarca vy
Lambayeque han registrado también un elevado nimero de casos (RENACE,
2017). P. herreri es el vector domiciliado mas importante en San Martin y
Cajamarca (Cuba et al., 2000; Marcilla et al., 2002; Alroy et al., 2015) por lo que
es muy probable que esté relacionado con esta casuistica y su eliminacion
deberia ser uno de los objetivos de las campafias de control de la macro regidn
Norte. La homogeneidad genética hallada en esta especie es un punto a favor
para su completa eliminacion.

Se han descrito genéticamente distintas especies de Panstrongylus que
se pueden encontrar domiciliadas y que son capaces de actuar como vectores
de T. cruzi. La informacion genética obtenida puede ser utilizada por los
programas de control vectorial para caracterizar a las especies invasoras. El
siguiente paso puede ser ademas, caracterizar qué cepa de T. cruzi se asocia a
cada especie como ya se ha hecho en Loja, Ecuador tanto en triatominos como
en pequefios mamiferos (Grijalva et al., 2015). La informacidn resultante de la
caracterizacion de vectores y de T. cruzi puede llevar a establecer prioridades
y medidas concretas en el control vectorial, para frenar definitivamente tanto
la domiciliacién de vectores, como la transmision de la enfermedad.
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La enfermedad de Chagas se estad urbanizando tanto en Perd, donde se
han colectado T. infestans en la ciudad de Arequipa como en otras ciudades de
América Latina como son: Salvador en Brasil donde se ha detectado T.
tibiamaculata (Santana et al., 2011; Ribeiro et al., 2015); Caracas en Venezuela
donde han sido citados P. geniculatus, T. nigromaculata, T. maculata y R.
prolixus (Carrasco et al., 2014); o Cocabamba en Bolivia donde se han colectado
P. geniculatus y R. robustus (Rojas-Cortez et al., 2016). Ante este cambio en la
epidemiologia de la enfermedad, las herramientas moleculares permiten una
rapida identificacion de las poblaciones que estan reproduciendo la invasidn,
lo que facilitara la evaluacion del riesgo epidemioldgico y el establecimiento de
unas pautas de control adecuadas.

Muchas especies que se encuentran PeruU (sobretodo en el norte)
también se encuentran en Ecuador y Colombia por lo que las campafias de
control deberian estandarizarse para que puedan ser aplicadas en todo el
territorio independientemente de las fronteras politicas.

Se han descrito fendmenos de hibridacién entre especies del género
Panstrongylus tanto en la naturaleza como en el laboratorio (Martinez et al.,
2006; Martinez- Ibarra et al., 2009 Sempertegui-Sosa, 2012). Para corroborar
estos fendmenos en la naturaleza se necesita establecer la presencia de zonas
de contacto entre especies. La hibridacion tiene importancia epidemiolégica
porque puede hacer que los hibridos generen nuevas especies con diferente
variabilidad genética y resistencia a los insecticidas incluso mejoras en la
adaptabilidad al medio o en la capacidad vectorial (Mas- Coma & Bargues,
2009, Sempertegui-Sosa, 2012)

Deberian de redisefiarse estrategias de control diferentes aplicadas a
cada especie en las que se incrementen las frecuencias de rociamiento o el uso
de insecticidas mds tdxicos o con mayor durabilidad. El riesgo de re-infestacidn
de los hogares es alto puesto que no se puede controlar a las colonias silvestres
nia muchas peridomésticas. El uso de barreras fisicas en los hogares y la mejora
en las condiciones de vida, asi como la construccion de mejores
infraestructuras puede impedir la entrada de vectores en las casas y puede que
mejore el control sobre la incidencia de la enfermedad de Chagas. La mayoria
de las especies del género Panstrongylus entran activamente en las casas
volando o caminando muchas veces atraidos por su fuerte fototropismo, por lo
que las barreras fisicas pueden frenarlos. Ademas, la construccion de nuevas
comunidades deberia tener en cuenta la prevencién de la destruccion de los
habitats silvestres, los cuales mantienen el ciclo natural de los triatominos.
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Se ha encontrado una gran uniformidad genética en todos los
marcadores estudiados en T. infestans de Peru, excepto en el gen COI,
donde se han encontrado 3 haplotipos. Se ha obtenido un Unico
haplotipo en el resto de marcadores para los 113 especimenes
analizados procedentes de 6 departamentos de Perd y de distintas
altitudes, desde los 432 a los 2.979 metros. La gran homologia
obtenida puede ser consecuencia de una rapiday reciente propagacion
de la especie.

La variabilidad detectada en el gen COI de T. infestans en PerU puede
estar relacionada con resistencias a insecticidas.

La variabilidad de haplotipos obtenidos en el ADNr de los especimenes
de T. infestans de Perd, Bolivia, Argentina y Chile permite distinguir
entre poblaciones domésticas y silvestres, observandose que el
haplotipo T.inf-H1A es el mds extendido, ya que esta presente en zonas
Andinas y no-Andinas mientras que, el haplotipo T.inf-H2A es exclusivo
de regiones no-Andinas.

Se ha detectado la presencia de minisatélites en la regién intergénica
del ADNr de T. infestans mostrando utilidad en la identificacion del
ecotopo de procedencia de los especimenes.

En el estudio del ADNmt de T. infestans de Perd, Bolivia, Argentina y
Chile el marcador que mas haplotipos ha proporcionado ha sido el gen
COl, seguido de Cyt by ND1 y por ultimo el gen 16S.

Se ha obtenido por primera vez el gen Cyt b completo del ADNmten T.
infestans de Perd, Bolivia, Chile y Argentina.

Se ha secuenciado la regidn intergénica que separa los genes Cyt by
ND1 en T. infestans. Actualmente, no se conoce la funcion de esta
region pero se observan diferencias en cuanto a longitud vy
composicién entre haplotipos, relacionadas con las diferencias
halladas en el gen Cyt b.

Los test de varianza molecular AMOVA muestran que la especie T.
infestans evidencia una estructura poblacional que separa a las
poblaciones en funcién de su distribucién geografica en dos grupos: el
Andino y el no-Andino.

Los test de neutralidad muestran que T. infestans ha sufrido una fuerte
reduccién poblacional, debido a las campafias de control pero que
actualmente estd en expansion.

El andlisis de las secuencias de los marcadores del ADNr y del ADNmt
de 168 ejemplares de las especies P. chinai, P. lignarius/herreri y P.
geniculatus de PerU, colectadas en altitudes que van desde los 12 a los
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3.644 metros en 12 departamentos de Perd, no ha proporcionado
diferencias genéticas entre poblaciones domésticas y peridomésticas,
indicando que existe flujo genético entre ambos ecotopos.

Se han descrito por primera vez, las secuencias de la region intergénica
completa (ITS-1, 5.8S, ITS-2) del ADNr en P. chinai, P. geniculatus y P.
lignarius/herreri en PerU. P. chinai ha sido la especie con mayor
variabilidad genética. El marcador ITS-1 en esta especie ha sido
secuenciado por primera vez.

Los minisatélites detectados en los marcadores ITS-1 e ITS-2 del ADNr
se asocian a grandes diferencias en longitud, de hasta un 30% en el
género Panstrongylus. Estas diferencias pueden relacionarse con
retenciones de polimorfismos de un ancestro comun en algunas de las
especies.

Se han obtenido por primera vez los marcadores 16S, ND1, COly Cyt b
completo en las especies P. chinai, P. geniculatusy P. lignarius/herreri
de Perd. El marcador que mas haplotipos ha proporcionado ha sido en
gen Cyt b seguido de ND1, 16S y COl. La especie con mayor nimero de
haplotipos en el ADNmt ha sido P. geniculatus.

En la especie P. chinai los genes 16S, ND1 y COIl han sido descritos por
vez primera.

Se ha analizado la regidn intergénica que separa los genes Cyt b y ND1
en el género Panstrongylus. Actualmente, no se conoce la funcién de
esta regidn pero se observan grandes diferencias en cuanto a longitud
y composicién entre especies.

En el estudio filogenético de especies de Panstrongylus los arboles
obtenidos con marcadores ribosomales evidencian su utilidad en la
separacion de especies con elevado soporte estadistico. Los
marcadores mitocondriales no alcanzan esta resolucion a nivel
especifico pero si, a nivel poblacional.

Las matrices combinadas empleadas en los andlisis filogenéticos en las
qgue se han utilizado secuencias publicadas en GenBank muestran
claras incongruencias que evidencian confusiones de clasificacion
taxondémica o bien, posibles hibridaciones.
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