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2. RESUMEN

El complejo de especie de Triatoma dimidiata es un grupo de importancia
epidemiologica debido a la distribucion de los miembros de dicho complejo y a su relacion con
la transmision del parasito Trypanosoma cruzi causante de la enfermedad de Chagas. Muchos
estudios se han realizado sobre la dindmica ecol6gica y relaciones filogenéticas de T. dimidiata
con relacion a los demés miembros de la subfamilia Triatominae. No obstante, la informacion
obtenida ha sido parcial, debido a muestreos pobres o a la utilizacion de herramientas no
adecuadas.

En el presente estudio se utilizaron dos marcadores para el estudio de las relaciones
filogenéticas del complejo de especies de T. dimidiata. Estos marcadores consistieron en uno
nuclear del ADN ribosomal (Espaciadores Intergénicos Transcritos del ADN ribosomal 2;
ITS2) y uno mitocondrial (Nicotina deshidrogenasa subunidad 4; ND4) pretendiendo de esta,
manera tener herramientas mas completas para el estudio de la sistematica del complejo. Se
observo que el marcador nuclear de 1TS2 es eficiente en la recuperacion de la filogenia de
grupos mas lejanos o con méas tiempo de divergencia como lo son las relaciones entre especies
de diferentes complejos. Sin embargo, al ser utilizado para grupos de especies hermanas o
dentro del complejo de T. dimidiata el marcador mostr6 poseer variacion intragenémica lo cual
puede complicar la interpretacion de las filogenias obtenidas. Incluso se lleg6 a observar,
ciertos individuos de dicho complejo en posiciones que no son las esperadas, sugiriendo que
pueden ser relaciones paralogas o posibles hibridos.

Por otro lado el ND4 parece ser un buen marcador para estudiar diferenciacion a nivel
de especies hermanas o dentro del complejo de T. dimidiata. Los datos no revelaron la
existencia de saturacion, ni se observan indicios que indiquen la presencia de seudogenes de
ADN mitocondrial. La existencia de recombinacion en el ADN mitocondrial ya reportado para
otras especies de artropodos, pero principalmente en humanos, podria estar sugiriendo la
existencia de hibridacion; sin embargo, otros estudios son necesarios para determinar su causa.

La unién de la informacion de ambos marcadores parece proporcionar una mejor
resolucion de la filogenia de dicho grupo y concilia la diferencia de informacién proporcionada
por ambos marcadores moleculares. De manera general se observa la separacién del complejo
en cuatro grupos, uno principalmente formado por poblaciones de la peninsula de Yucatan
(poblaciones del norte de Guatemala y el sureste de México: peninsula de Yucatan
especificamente) que puede ser considerado como una especie diferente, incluso dentro del
género Meccus; otro conformado por poblaciones del resto de México y T. hegneri de Cozumel

que se mantiene unido a un tercer grupo conformado por los grupos de Lanquin y Quiche y un
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cuarto conformado por las que podrian considerarse como T. dimidiata del resto de
Centroameérica.

Sin embargo la observacién en campo de T. hegneri conviviendo en el mismo nicho sin
competencia con T. dimidiata y su poca diferenciacién genética incluso menor que la observada
para el grupo de la peninsula de Yucatén sugiere que la identidad taxonémica de ésta debe ser
revisada. Asi mismo, se recomienda la realizacion de un muestreo mas detallado de la peninsula
de Yucatéan para resolver esta nueva pregunta sobre la filogenia de T. hegneri que directamente
afecta las interpretaciones que sobre T. dimidiata se puedan realizar.

También se recomienda la utilizacion de otros marcadores moleculares, asi como de
otros marcadores morfologicos y el estudio de la evolucion del cddigo genético paralelo y la
recombinacion observados para el ADN mitocondrial para poder dar una respuesta mas clara y
definitiva sobre las relaciones filogenéticas del complejo de T. dimidiata. De esta forma el
presente estudio manifiesta nuevos indicios de la complejidad de identidad taxonémica del
complejo de especie de T. dimidiata a lo largo de toda su distribucién. Se espera que la
resolucion de dicha complejidad sea de utilidad para la definicidn de estrategias mas eficientes
para el control del vector y por lo tanto de la enfermedad de Chagas, por lo cual se espera que

las recomendaciones surgidas a partir del presente trabajo sean tomadas en consideracion.

The specific Triatoma dimidiata complex is a group of epidemiological importance due to the
distribution of the members of the mentioned complex and his relation with the transmission of
the causative parasite of Chagas disease Trypanosoma cruzi. Many studies have focused on T.
dimidiata ecological dynamics and phylogenetics relations with the other members of the
Triatominae subfamily. Nevertheless, the answers have been partial, due to poor samplings or
to the utilization of not adequate tools.

In the present study two molecular markers were used for the study of the phylogenetics
relations of the species complex of T. dimidiata. These molecular markers consisted of one
nuclear of the ribosomal DNA (ITS2) and one mitochondrial (ND4) trying to obtain better tools
for the study of the complex systematic. It is observed that ITS2 nuclear marker is efficient in
the recovery of the phylogeny of most distant groups or with more diversification time, like the
relations between species of different complexes. However when it was used for groups of
sister species or within T. dimidiata complex it shows intragenomic variation which can
complicate the phylogenetic interpretation obtained, even with the observation of certain
individuals that shows position not expected for them.suggesting paralogy relanthionship or

possible hybrid.
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On the other hand, ND4 seems to be a good marker to study differentiation to level of
sister species or within the T. dimidiata complex. The data did not reveal the existence of
saturation, nor are observed indications that should indicate the presence of seudogenes in
mitochondrial DNA. The existence of recombination in the mitochondrial DNA already
reported for other species of arthropods, but principally in human, might be suggesting the
existence of hybridization nevertheless other studies are necessary to determine his cause. The
joining of both markers information seems to provide a better resolution of the above
mentioned group phylogenies and reconciles the different information provided by both
molecular markers. In a general way the separation of the complex is observed in four groups;
one principally formed by populations of the Yucatan peninsula (populations of the north of
Guatemala and the south-east of México), that could be considered like a different species, even
inside the Meccus genus; other one shaped by populations of the rest of México and T. hegneri
of Cozumel that is still joined to a third group of Lanquin and Quiché, Guatemala, and the four
one shaped by those who might be considered to be the real ones T. dimidiata of the rest of
Central America.

Nevertheless the observation in field of T. hegneri coexisting in the same niche without
competition with T. dimidiata and his little genetic differentiation even minor that the observed
for the group of the Yucatan peninsula suggests that the taxonomic identity of this one must be
revised. Likewise it is recommends the accomplishment of a most detailed sampling of the
Yucatan peninsula to solve this new question on the phylogeny of T. hegneri that directly
influenced the interpretations that on T. dimidiata could be realized.

Also, is recommended the utilization of other molecular markers, as well as other
morphologic markers. The study of the evolution of the genetic parallel code and the
recombination observed for the mitochondrial DNA could be able to give a clearer and
definitive response on the phylogenetic relations of the T. dimidiata complex. In this form the
present study shows new indications of the complexity of taxonomic identity of T. dimidiata
along all his distribution. It hopes that the resolution of the above mentioned complexity is of
utility for the definition of most efficient vector control strategies and therefore of Chagas’s
disease for which it hopes that the recommendations arisen from the present work could be

taken in consideration.
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3. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es considerada la cuarta causa de mortalidad por enfermedades
infecciosas en América Latina, que provoca 43000 muertes por afio (Ayau 1998, Guhl 1999) y ha
demostrado tener un gran impacto médico, social y econémico a nivel latinoamericano (Schofield
2000). En Centroamérica, la seroprevalencia de infeccion estimada para El Salvador, Guatemala,
Honduras y Nicaragua es de 7.0%, (Guhl 1999) lo cual representa aproximadamente dos millones
de personas infectadas. Este es un nimero elevado si se considera que representa Unicamente cuatro
paises de toda Latinoamérica (Guhl 1999). La enfermedad se encuentra asociada con la pobreza y
las malas condiciones de vivienda, que proporcionan el ambiente favorable para gque el vector, un
insecto triatomino, habite entre las grietas, el polvo, hojas de palmeras y las piedras que conforman

las casas en el area rural.

En América, el género del triatomino méas importante transmisor del parasito Trypanosoma
cruzi que ocasiona la enfermedad de Chagas es Triatoma. Siendo Triatoma dimidiata la especie
mas importante por su distribucion en Mesoamérica (Lent y Wygodzinsky 1979, Zeledén 1981,
Schofield 2002). Actualmente se desarrollan programas de control de los vectores en los diversos
paises mesoamericanos donde suele encontrarse. Sin embargo, T. dimidiata ha presentado ciertos
problemas para su erradicacion, ya que unos meses despues de efectuado el rociamiento ésta vuelve

a aparecer en las casas (Nakagawa et al. 2003a, Nakagawa et al. 2003b).

Con el fin de comprender su dinamica poblacional y la fuente de reinfestacion en las
viviendas, se han elaborado diversas investigaciones de su estructura poblacional en Mesoameérica.
Aunque estas investigaciones han dado respuesta a muchas de las preguntas surgidas acerca de la
estructuracion poblacional de T. dimidiata, también han dado origen a otras inquietudes,
especialmente en lo referente a la ubicacion taxonémica dentro de la agrupacion conocida como T.
dimidiata, a la cual se ha llegado a reconocer como un complejo de especies en posible proceso de
especiacién (Bustamante et al. 2004, Calderén et al. 2004, Landaverde 2004, Menes 2004).

Se han utilizado diferentes marcadores moleculares para el estudio de la estructura poblacional
de los vectores de la enfermedad de Chagas. En el caso de T. dimidiata, se han realizado algunos
estudios filogenéticos, sin embargo, éstos han sido pocos y no se han utilizado poblaciones
silvestres de T. dimidiata, las cuales, a causa de su habitat y por razones epidemioldgicas y
filogenéticas pueden brindar importante informacién que nos ayude a comprender la estructuracion
poblacional de esta especie y de especies relacionadas. Los Espaciadores Intergénicos Transcritos

del ADN ribosomal —ITS- han demostrado ser una herramienta Util para el estudio de sistematica y
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filogenia en diversos organismos, entre los que se cuentan a los triatominos (Bargues et al. 2000,
Marcilla et al. 2001, Curran et al. 2004).

Existen en la region mesoamericana otras especies de triatominos con variable grado de importancia
epidemioldgica para la transmisién de T. cruzi, agente etioldgico la Enfermedad de Chagas. Estas
especies presentan también interesantes traslapes en su distribucion geogréafica con respecto a T.
dimidiata. El estudio de estas especies, y la utilizacién de un grupo externo formado por especies y
géneros cercanos, algunos de la tribu Triatomini, podria ayudar a comprender mejor las relaciones
filogenéticas existentes dentro del mismo y ayudaria a establecer fronteras genéticas para separar a

distintas especies e incluso poblaciones de estos insectos.

Por todo lo anterior se planteo la comparacion genética por medio de Espaciadores Intergénicos
Transcritos 2, del ADN ribosomal (ITS2) y Nicotina Deshidrogenasa Subunidad 4 del ADN
mitocondrial (ND4), de varias poblaciones de T. dimidiata, algunas especies dentro del género
Triatoma entre los que se encuentran las siguientes; Complejo Dimidiata; T. dimidiata (Latreille,
1811), Triatoma hegneri (Mazzotti, 1940). Complejo Protracta: Triatoma nitida (Usinger, 1939),
Triatoma ryckmani (Zeledon, 1972). Complejo sin definir: T. mexicana (Herrich-Shaeffe, 1848).
Género Meccus: M. pallidipenis (Stal, 1872) y M. longipenis (Usinger, 1939) y una especie

utilizada para orientar el arbol Dipetalogaster maxima (Uhler, 1894) (Carcavallo et al. 1999).
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4. ANTECEDENTES

4.1.Planteamiento del Problema

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana, es una de las parasitosis mas
importantes tanto a nivel de morbilidad como econémico en América Latina; estd
distribuida desde México hasta Argentina. Se ubica como la tercera enfermedad infecciosa
de importancia en la region, después del SIDA y la tuberculosis. Por si sola supera a las
demas enfermedades parasitarias (Schofield 2000, WHO 2002). La enfermedad de Chagas
es un importante problema de salud publica en la region, debido a las condiciones de

pobreza y desconocimiento de las personas afectadas acerca de la enfermedad.

Rhodnius prolixus es el vector con mayor mayor capacidad vectorial de la enfermedad
de Chagas en Centroamérica y esta no se compara con el Triatoma dimidiata (Paz-Bailey et
al. 2002). Para 2009 Guatemala fue el primer pais de centro América en erradicar a R.
prolixus y con eso disminuir drasticamente la mayor parte de las trasmision vectorial de la
enfermedad de Chagas (IPCA 2009). Sin embargo algunas poblaciones de T. dimidiata han
demostrado tener una alta tasa de dispersion de T. dimidiata como vector tal es el caso de
las poblaciones de Yucatdn, México (95%, (Guzman-Marin et al. 1991)), Jutiapa,
Guatemala (86%, (Tabaru et al. 1998)) y Sonsonate, El Salvador (89%, (OPS 2004)) y en
otras regiones de Centro Ameérica, donde este vector se encuentra ampliamente distribuido.
Este insecto encuentra un ambiente favorable en las grietas de las paredes de adobe y
bajareque, en sectores pobres del area rural; sin embargo, también se le ha encontrado en
areas urbanas en grandes ciudades como Tegucigalpa y Guayaquil y en el Estado de
Meéxico (Lyman et al. 1999, Solis-Mena et al. 2000, Martinez-Perez et al. 2002, Ramsey
2003).

El control del vector ha presentado algunos problemas, ya que se le ha encontrado
dentro de las viviendas varios meses después del rociamiento con piretroides de efecto
residual. Existen diversas hipdtesis sobre el origen de estos insectos transmisores
reinfestantes, no obstante, no se conoce la procedencia exacta de los mismos. Si se conoce
la procedencia de los mismos se puede proponer estrategias de control del vector. T.
dimidiata también se caracteriza por una variabilidad conductual, pudiéndose encontrar
grupos donde los triatominos son altamente domésticos y la procedencia de infestacion
puede ser residual y otros donde los triatominos no entran facilmente a la vivienda humana.
La poca claridad de la identidad taxondémica dificulta la realizacion de inferencias sobre la

dindmica poblacional de estos diferentes grupos, ya que diversas especies incluidas dentro
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del complejo de T. dimidiata podrian tener diferentes conductas epidemioldgicas y por lo
tanto el control debe ser diferente para cada una. Por esto la clasificacion de los grupos
dentro del complejo de especie de T. dimidiata es necesario pues ayudara a interpretar los
patrones de similitud entre los grupos o especies diferentes, sus interacciones ecolégicas y
su distribucion geogréafica de una forma méas precisa, con lo cual se podrian obtener

estrategias de control mucho mas efectivas (Dorn et al. 2007).

4.2.Concepto de Especie.

La especie es la base del estudio de los organismos vivos. Pero su denominacion es un
concepto muy problematico que ha originado mucha discusion desde hace muchos

siglos. Existen basicamente dos corrientes: EI nominalismo y el realismo.

4.2.1.  Los conceptos nominales de especie.

El nominalismo tuvo sus raices en el siglo XIV con William Ockam. Esta
doctrina sefialaba que no existia ninguna relacion entre el término y los individuos a los
que éste se referia, es decir, solo existian los individuos. Niega realidad objetiva de los
conceptos de clase y otorga realidad solo a los individuos que componen dicha clase.
Linneo y John Roy, por su parte, afianzaron la idea del caracter discreto y de la
posesién de atributos objetivos de las especies, que permitian su delimitacion todo

enmarcado en el sentido fijista.

Darwin fue uno de sus maximos defensores, postula que no existen las especies,
solo los individuos concretos, y que la especie no es mas que una abstraccién hecha
"para entendernos” al momento actual y carente de significado en el tiempo. Es una
corriente filos6fica muy relacionada con las ideas fijistas de las especies. Entre estos se
encuentran: Concepto morfoldgico, concepto fenético, concepto pragmatico y concepto

paleontoldgico.

El concepto morfoldgico de especie. -Cain, 1954-

Postula que las especies se pueden definir en base a caracteres taxonémicos tipo que
representan la esencia de cada especie. Por tanto, basta con tomar un ser vivo,
describirlo, y todos los que concuerden con esa descripcion serdn de su misma especie,
siendo de distintas especies aquellos que difieran. Este concepto duro hasta que la

evolucion se convirtié en el paradigma cientifico de la Biologia actual.
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El concepto biologico de especie. -Dobzhansky, 1935y Mayr, 1942-.
“Conjunto de poblaciones que real y potencialmente pueden reproducirse entre si, pero

que estan aisladas de otros grupos similares".

v Su deficiencia es que esta basada en el "aislamiento” entre especies, algo muy

aceptado en teoria pero con numerosisimas excepciones en la practica.

v Presenta problemas con especies de distribucion espacial o temporal amplia, y

con organismos de reproduccion asexual. Asi como también con fdsiles.

4.2.2.  Conceptos Realistas.

Se fundamentan en la existencia de variacion genética, con aislamiento
reproductivo y bajo la influencia de los mismos factores de seleccion natural. Segin los
taxdnomos evolutivos las especies son entidades reales de la naturaleza y constituyen
unidades de evolucion. Entre los estos se encuentran: Concepto bioldgico, concepto
agamico, concepto evolutivo, concepto de seleccion, concepto ecoldgico, concepto de

cohesidn, entre otros.

De esta manera existen dos conceptos que resultan adecuados para la definicion
del concepto de especie de T. dimidiata. Estos son el Concepto de Especie de
Seleccion Slobodchikoff, 1976 y el Concepto de Especie de Cohesion Templenton,

1989, quedando de la siguiente forma:
4.2.3. Concepto de Especie propuesto.

Sistema de individuos y poblaciones genéticamente similares, que se mantienen como
una unidad cohesiva a causa de un conjunto de presiones de seleccién, que balancean

las fuerzas impuestas por factores ambientales, mutacion o recombinacion génica.

Una unidad cohesiva puede ser definida como un “grupo inclusivo de organismos,

que tienen el potencial para intercambio genético y/o demografico”.

Al unir estos dos conceptos de especies se enlazan las fuerzas de seleccion que moldean
a la especie con los factores ambientales y genéticos, que son parte de ellas. Se ha
observado que en T. dimidiata la formacion de especies puede estar siendo influenciado
por presiones de seleccion, entre las que pueden mencionarse, seleccion estabilizadora

y seleccidn disruptiva (Dujardin et al. 2009)

Por otro lado el principal defecto del concepto de especie de seleccion era la definicion

de una Unidad Cohesiva. El concepto de especie de cohesion de Templeton, definido
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varios afios después, permite llenar ese vacio, asi como también considera y explica
como una especie puede en muchos casos hibridizar y sin embargo seguir manteniendo
su estatus de especie. De esta manera, la definicion de la unidad cohesiva que se
considerard como especie, depende del mantenimiento de un grupo con relaciones
reticuladas, que no solo poseen intercambio genético sino que ademas se encuentran

sometidos a las mismas variables ecoldgicas (Llorante Bousquets y Luna Vega 1994).

4.3.Informacion General sobre Subfamilia Triatominae

Los triatominos son una subfamilia de hemipteros (chinches verdaderas)
caracterizados por su habito hematdfago. Estan distribuidos en América donde se conocen
méas de 100 especies, algunas de las cuales son transmisoras del parasito que provoca la
enfermedad de Chagas. Por su comportamiento y fisiologia similares, todas las especies
tienen la capacidad de ser portadoras del protozoo Trypanosoma cruzi. Sin embargo,
condiciones como la capacidad de adaptacion del vector al hdbitat humano y el alto grado
de antropofilia que éste posea, lo pueden convertir en un vector efectivo de la enfermedad
de Chagas en humanos (Lent y Wygodzinsky 1979). Las especies de mayor importancia
epidemioldgica son las que colonizan facilmente las viviendas de los humanos y viven en
grietas de las paredes de casas rurales, de donde salen para alimentarse de los ocupantes en

reposo, principalmente durante la noche (Schofield y Dujardin 1997).

Se caracterizan por presentar un aparato bucal que consiste en un labio segmentado en
forma de canoa, que en los fitéfagos no alcanza el primer par de coxas mientras que en los
hemato6fagos es largo y recto. Son considerados insectos paurometabolos, es decir, de
metamorfosis incompleta con base en transformaciones graduales de las formas de huevo,

ninfas de cinco estadios a las formas adultas (Zeledén 1981, Zeleddn y Rabinovich 1981).

El flagelado causante de la enfermedad es transmitido principalmente por insectos de
los géneros Triatoma y Rhodnius, al depositar sus deyecciones con Trypanosoma cruzi
sobre mucosas y areas sensibles y expuestas de la piel (Lent y Wygodzinsky 1979, Ayau
1998). Esta afecta principalmente el corazon, causando miocardiopatia y destruccion del
tejido muscular y nervioso, aungue en menor proporcién también puede afectar el aparato
digestivo y toda viscera hueca. Con el SIDA se presenta con mayor frecuencia un cuadro en
el sistema nervioso central (Wendel et al. 1992, Tay Zavala et al. 1994, Ayau 1998, Salazar
et al. 2007).
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Los estadios ninfales son morfoldgicamente similares al adulto y comparten los
mismos habitos alimenticios y nichos ecoldgicos, por lo que se considera que a partir del
segundo estadio poseen el mismo potencial en la transmision del parasito (Beaty y
Marquardt 1997).

4.4. Triatoma dimidiata

4.4.1. Caracteristicas Morfologicas:

T. dimidiata es un complejo de especie altamente variada, en cuanto a su talla,
la extension de las manchas oscuras presentes en el corion, el grado de oscurecimiento
de la membrana y especialmente el tamafio de la cabeza y los ojos, esto hace dificil la
identificacion de la especie (Zeleddn 1981).

Desde el comienzo de la descripcion de la especie se detallaron varias
subespecies como T. dimidiata maculipennis Stal, 1859 (norte, especimenes
mexicanos) y T. dimidiata capitata Usinger, 1941, (sur, especimenes colombianos) lo
que indica que siempre se tuvieron problemas para su aceptacién como variedades,
especies o subespecies (Dorn et al. 2007)

Lent y Wygodzinsky (1979) midieron varios especimenes empleando los
mismos caracteres morfoldgicos utilizados entre 1941 y 1944 por Usinger para tratar de
establecer si las variedades establecidas como T. dimidiata maculipennis y T.
dimidiata capitata correspondian a especies 0 subespecies (Usinger 1944). No
pudiendo lograr una clara diferenciacién, encontraron que los especimenes mexicanos
de T. dimidiata maculipennis poseen una cabeza mas ancha en comparacién con los
especimenes de Colombia de T. dimidiata capitata. A la vista de estos resultados Lent y
Wygodzinsky (1979) no aceptaron ninguna clasificacion que separara a las variedades
de T. dimidiata, aduciendo que en realidad existen diversas formas debido a la gran
variabilidad que presenta la especie. También se ha encontrado que el tamafio de
individuos criados en el laboratorio es menor que el de los encontrados en las viviendas
humanas, sus alrededores y en ecotopos silvestres (Zeledén y Rabinovich 1981).

Cabe mencionar que en los triatominos se da una diferenciacion morfoldgica mas
rapida que el establecimiento de barreras reproductivas o genéticas. Esto hace suponer
que la morfologia revela cambios ocasionados més ante nichos ecolégicos especificos
gue por ancestros comunes, por lo cual se debe tomar con cuidado los criterios basados

en morfologia de analisis filogenéticos en Triatominae (Dujardin et al. 1999).
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4.4.2. Biologia

Figura 1. Ejemplares Adultos de T. dimidiata.

. A

Izquierda: ejemplar de América central. Derecha: Ejemplar de Cozumel.
Foto tomada por: M. menes y M. Garcia. Foto tomada por: P. Landaverde
Propiedad de Lenap.

Estos organismos son atraidos por la luz, (especialmente los machos) hacia &mbitos
principalmente domésticos y peridomésticos. Realizan vuelos cortos debido a que la
mitad de las alas son queratinizadas por lo que la dispersion se puede llevar a cabo por
medio de transporte pasivo, llevados en mercancia o madera por parte del hombre
(Schofield 2000). Su tamafio es muy variable a lo largo de su distribucién y segln
(Lent y Wygodzinsky 1979). Variaciones en la coloracion es uno de los factores que
han sido importantes en la diferenciacion de las poblaciones de T. dimidiata. Un
ejemplo son las diferencias encontradas en especimenes de adultos y ninfas de
Cozumel y Lanquin, asi como otros ejemplares de cuevas, en contraste con los

triatominos del resto de la distribucion (Figuraly 2).

Figura 2. Ninfas de chinche del 4to estadio de T. dimidiata.

Izquierda: Triatomino doméstico. Derecha: Triatomino de Lanquin.
Foto tomada por: M. Menes y M. Garcia. Propiedad de Lenap.

4.4.3. Ecotopos
Se refieren al tipo de habitat de T. dimidiata, que pueden ser:
Silvestre
Los vectores se encuentran frecuentemente en ambientes naturales como bosques y

selvas. Se alimentan de sangre de mamiferos, especialmente zariglieyas (Didelphys
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marsupialis). Suelen encontrarse en refugios de armadillos (Xenarthra), en palmeras,
arboles viejos y huecos, cuevas de murciélagos, monticulos de piedra, en ruinas Mayas
(Carcavallo et al. 1999, Schofield 2000, Zeledon et al. 2001, Monroy et al. 2003).

Peridoméstico
Son los que se encuentran cerca o alrededor de casas rurales en gallineros,
perreras, chiqueras, entre otras. Se alimentan de animales domésticos (perros, gatos,

gallinas) (Lent y Wygodzinsky 1979).

Intradoméstico

Se les Ilama asi a los organismos que se encuentran dentro de las viviendas, cerca
de los lugares donde duermen las personas que habitan la casa o animales domésticos
que viven en el interior de la misma, y que finalmente llegan a alimentarse de humanos.

Las ninfas tienden a cubrirse con particulas de polvo (Lent y Wygodzinsky 1979).

4.5.Distribuciéon de T. dimidiata

T. dimidiata posee un amplio ambito de distribucion geografica, desde México
(Campeche, Colima, Chiapas, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Guerrero, Jalisco,
Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y
Yucatan) pasando por Belice, Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica,
Panama, en algunas provincias de Venezuela, Colombia y Ecuador, extendiéndose hasta el
norte de Perd. La altitud varia del nivel del mar hasta 1,700 metros sobre el nivel del mar
(Lent y Wygodzinsky 1979, Zarate y Zarate 1985, Salazar et al. 1988, Schofield 1994,
Magallon-Gastélum et al. 1998, Carcavallo et al. 1999, Ramsey et al. 2000, Vidal-Acosta
et al. 2000, Escorza et al. 2001, Harris et al. 2002, Lépez Cardenas et al. 2002, Martinez-
Perez et al. 2002, Lopez Cardenas et al. 2005, Salazar et al. 2005, Cruz-Reyes y Pickering-
Lopez 2006) (Anexo 14.2).

4.6.Condicion epidemiolégica de T. dimidiata en México vy

Centroamérica
Centroamérica es definida, geoldgicamente, por su geografia fisica como el area
terrestre y de plataforma continental que se extiende desde el istmo de Tehuantepec, en
Meéxico, hacia el este y sureste (entre las coordenadas 18° 09°15°N, 94° 32°28"0 y 16°
12°52°N, 94° 45°37°0) hasta las tierras bajas de Atrato en Colombia (5° 33"16°'N y 76°
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30703°0). Se la puede dividir en dos grandes provincias, debido a su estructura geolégica:
una septentrional, llamada “América Nuclear” constituida por la parte mas vieja de la
misma formada por parte del continente norteamericano hasta el limite central de
Nicaragua (12° 30°N 83°36°59°0). La otra es la América Central Meridional, que abarca
desde la porcion sur de Nicaragua, hasta las tierras bajas de Atrato en Colombia (5° 33"17"
y 76° 30°03°0) (Dengo 1968). Sin embargo deber aclararse que politicamente, la
definicion de Centroamérica comprende el area comprendida a partir de Guatemala hasta

Panama.
Situacion epidemioldgica en los paises donde se distribuye:

México es considerado como el pais latinoamericano con la mayor diversidad de
triatominos, llegandose a encontrar hasta 35 especies y subespecies del género Triatoma,
aunqgue hasta el dia de hoy solo se ha observado que 13 de ellas presentan un riesgo para la
transmision del parasito al hombre (Lent y Wygodzinsky 1979). El conocer los datos
epidemioldgicos sobre la enfermedad es dificil debido a la falta de conocimiento del

diagnostico de la enfermedad.

Se estima que hay 1.564,800 personas infectadas con T. cruzi en la Republica
Mexicana. Debe prestarse mucha atencion a la aparicién de un alto porcentaje de
infestacion en aéreas urbanas sin infestacion y con alturas mayores de los 2000 mshm
(estado de México y Distrito Federal) (Guzman-Bracho 2001, Ramsey 2003). Las
estimaciones independientes de las tres principales formas de transmision de la
Enfermedad de Chagas para la Republica Mexicana indican que 96% de la transmision

ocurre a través del vector.

Tanto en América Central como en los paises andinos se encuentran dos vectores de
importancia epidemioldgica debido a su convivencia con el hombre: R. prolixus, que se
encuentra circunscrita a ciertas areas domeésticas de Mesoameérica, y T. dimidiata, que tiene

una amplia distribucion.

En Guatemala T. dimidiata se encuentra en 21 de los 22 departamentos del pais, en
condiciones domésticas, peridomésticas vy silvestres. La zona oriental del pais, es el area
de mayor endemicidad, presentando indices de infestacion domiciliar entre 12 y 45 %
(WHO 2002).
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En El Salvador T. dimidiata es el vector mas importante debido a que presenta una
amplia distribucién en el territorio con una condicion principalmente domiciliar en todos
los departamentos del pais. Posee un indice de colonizacion intradomiciliar del 47.1% y un
indice de dispersion del 64.8%. En Honduras es el vector mas importante debido a que
muestra una distribucion amplia y continua, se encuentra en 16 de los 18 departamentos

con un indice de infestacion del 25% y uno de dispersion en areas centrales del 56%.

En Nicaragua presenta una amplia distribucion geografica con situacion doméstica y

peridoméstica en areas rurales y urbanas, con altos indices de infestacion y colonizacion.

En Costa Rica es el Gnico vector de importancia epidemioldgica, posee una amplia
distribucion y un indice de infestacion domiciliar entre 26.0 y 44.0 % (OPS 2002).

4.7.Uso de marcadores moleculares para el estudio de sistematica
4.7.1.  ADN ribosomal

Los ITSs son familias multigénicas arregladas en tadndem que presentan
usualmente bloques repetitivos (Almeyda-Artigas et al. 2000), cuya unidad de repeticion
pueden ser microsatélites entre 1 y 5 pares de bases y los cuales pueden ser usados como
marcadores polimérficos para la diferenciacion de poblaciones entre especies cercanas
(Jarne y Lagoda 1996). Se les localiza entre las unidades del ribosoma corta y larga tal
como se observa en la figura 3. La comparacion de las secuencias de ADN ribosomal ha
probado ser util en el estudio filogenético y de relaciones en formas cercana y distantes,
ademas de poseer la caracteristica de ser eficientes para estudios de sistematica. Los
Espaciadores Intergénicos Transcritos (ITS) han demostrado presentar regiones variables
(Jarne y Lagoda 1996)

Figura 3. Posicién de los ITS en el ADN ribosomal.

Estudios realizados con comparacion de secuencias, parsimonia y andlisis de
maxima similitud indican que el ITS- 2 es un marcador util para resolver relaciones a
nivel supra especifico, especifico, sub especifico y poblacional en Triatominae (Bargues
et al. 2008).
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Los dos marcadores ribosomales (ITS-1 y ITS-2) son Utiles para resolver
afiliaciones de taxa cercanamente relacionados que han divergido en un tiempo
relativamente reciente (menos de 50 millones de afios atras) (Marcilla et al. 2001).

Las secuencias de ITS usualmente tienen el mismo largo en diferentes especies del
mismo género, se han encontrado diferencias pronunciadas en el largo de los ITS
relacionado con la presencia de microsatélites (Almeyda-Artigas et al. 2000).

La region de estas repeticiones mas apropiada para comparaciones a nivel género y
especie es el ITS2, que presenta una longitud tipica de 200 a 400 pares de bases en
especies de Drosophila (Young y Coleman 2004).

4.7.2.  ADN Mitocondrial (Nicotina Deshidrogenasa Subunidad4 -ND4-)

El ADN mitocondrial permite estudiar la relacion familiar de los organismos
del linaje materno en animales. En trabajos anteriores se ha observado estudios con
poblaciones de T. dimidiata procedentes de México, Guatemala y Honduras por medio
de variacién de la secuencia de ADN mitocondrial, utilizando tres fragmentos de
genes: la gran subunidad ribosomal de ARN (16S rRNA), la subunidad 4 de la NADH
deshidrogenasa (ND4) y la subunidad b de la citocromo oxidasa (Cytb). En este trabajo
se encontrd informacion que indicaba la presencia de grupos geograficamente
definidos, sugiriendo que T. dimidiata es un complejo de especies (Monteiro, com
pers)(Harris et al. 2002).

En otro estudio donde se compararon poblaciones de T. dimidiata procedentes
de diez paises desde México hasta Ecuador, se utilizaron los marcadores de ADN
mitocondrial, NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5). Se encontré una asociacién
de las poblaciones de Honduras y Ecuador, lo cual reforzaria la teoria de una posible
introduccion artificial de individuos de T. dimidiata procedentes de Honduras a través
del comercio maritimo en ambas poblaciones. Los andlisis genéticos en combinacién
con analisis morfométricos ayudaron a apoyar la idea de un ancestro de T. dimidiata

mesoamericano y no sudamericano (Solis-Mena 2000).
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5. JUSTIFICACION

La ubicacion taxondmica de las diferentes poblaciones de T. dimidiata ha sido desde un inicio
compleja tal como se ha mencionado anteriormente. Ya que segun la clasificacion de Usinger (1944)
y sus posteriores correcciones por Lent y Wygodzinsky esta ha pasado de ser subespecies a ser
consideradas como una misma especie, a pasar de nuevo a ser considerada como un complejo de
especie. La correcta ubicacién taxondmica de una especie de vector de una enfermedad, tiene
repercusiones en el control de la misma. Para el caso de T. dimidiata se han publicado diferencias
significativas en cuanto a los resultados de control quimico de poblaciones de triatominos en areas
aledafias. Un ejemplo es el caso de Zacapa y Jutiapa en Guatemala, siendo la primera facilmente
controlada, mientras que la segunda no se ha logrado controlar (Hashimoto et al. 1996, Nakagawa et
al. 2003b).

Estudios recientes acerca de la genética poblacional de T .dimidiata en Mesoamérica han
mostrado patrones en la estructura poblacional que indican que aparentemente ha existido
aislamiento para algunas poblaciones y un proceso de diferenciacion de las mismas (Bustamante et
al. 2004, Calderdén et al. 2004, Landaverde 2004, Menes 2004). Estos patrones muestran una
diferenciacién de las poblaciones tanto a nivel morfolégico como molecular (indice de distancia
genética de Nei = 0.0151a 0.3455) en dos bloques uno al norte y otro al sur similar al sefialado por
Usinger (1944). Sin embargo, también se ha observado asociaciones de algunas poblaciones
comprendidas en el grupo del norte junto con algunas del grupo al sur sugiriendo la existencia de
especies hibridas posiblemente resultantes al existir flujo genético, lo cual parece verse reforzado
ante la existencia de indices de flujo migratorio -Nm > 1.1 con RAPD-PCR- entre diversas
poblaciones de T. dimidiata de Mesoamérica e incluso entre algunas poblaciones silvestres y
domésticas (Landaverde 2004, Menes 2004).

Debido a las preguntas surgidas luego de estudiar la dindmica y estructuracion de los grupos de
T. dimidiata de México, Centroamérica y Colombia con técnicas como RAPD-PCR y morfometria
se plantea necesario el estudio de las relaciones filogenéticas de estos grupos que son considerados
como un complejo de especie. Este estudio debe ser dentro de los grupos de lo que es considerado
segin Lent y Wygodzinsky (1979) como una misma especie T. dimidiata, pero que segun los
Gltimos estudios tanto a nivel molecular como morfoldgico esta siendo considerado como especies
diferentes o subespecies. Con esto se pretende comprender el proceso por el cual las especies de
estos insectos triatominos, en especial del complejo de T. dimidiata se relacionan y de esta manera
entender como cada una se mueve hacia el habitat doméstico. Asi como proponer estrategias de
control de las distintas especies, entender el proceso de domesticacion e impedir que otras especies

relacionadas puedan llegar a domiciliarse.
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6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo General

Determinar las relaciones filogenéticos de diversas poblaciones de Triatoma dimidiata.

6.2. Objetivos Especificos

Analizar las relaciones genéticas entre poblaciones de T. dimidiata y siete especies de

Triatominos, a partir de secuencias de las regiones de ITS-2 y ND4.

Analizar y comparar las secuencias obtenidas para cada poblacion, especie y cada marcador

para la obtencion de datos que puedan ser utilizados en el analisis filogenético.

Elaborar un arbol filogenético para visualizar las relaciones ancestro descendiente entre las
diversas especies y poblaciones estudiadas por medio de maxima parsimonia y andlisis de

distancia.
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7. HIPOTESIS

El complejo de Triatoma dimidiata est4 conformado por diversos grupos diferenciados que pueden ser

considerados como especies diferentes.
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1. Materiales
8.1.1.  Universo de Trabajo

Se trabajé con 3 taxa y sus poblaciones domésticas y silvestres de
triatominos del complejo de especies de T. dimidiata y 6 especies como grupo
externo del cual una, T, hegneri es del complejo Dimidiata (Carcavallo et al. 2000).
Una del complejo Protracta: T. nitida. Una que no estd definida en ningln
complejo T. mexicana. Dos especies del complejo Phyllosoma, del género Meccus:
M. longipenis, y M. pallidipenis. Y una especie perteneciente a la tribu Triatomini,
todas procedentes de la region Mesoamericana comprendida por México,

Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panama.

Las poblaciones domésticas y silvestres fueron escogidas con base en su
distribucién y el ecotopo presente en cada sitio con el fin de evitar que se presente

algun resultado producto de un artefacto de muestreo.

Algunos especimenes se encuentran ingresados a la coleccion de referencia que
posee el Laboratorio de Entomologia y Parasitologia -LENAP- de la Escuela de
Biologia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Otros especimenes fueron
proporcionados por el laboratorio de Biologia de Parasitos de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México. Las demas
poblaciones fueron obtenidas por medio de colectas en diversas regiones de
Mesoamérica, Colombia y Ecuador. Una vez obtenidos los especimenes se
procedio a cortar las patas, de donde se extrajo el ADN. Se seleccionaron entre 4
y 6 individuos por poblacion. Los grupos con los cuales se trabajo, son los

siguientes (Tabla 1, Anexo 14.3 para la ubicacidn de las poblaciones):
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Tabla 1. Lista de especies utilizadas
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Taxa con sus respectivas poblaciones, origen, ecotopo, clave en la imagen y coordenadas. +En LUGAR, en algunas ocasiones los nombres corresponden a
departamentos o estados y en otros a municipios, dependiendo de la importancia del lugar de muestreo. Existen otros taxa que no fueron agregados en esta tabla,
que fueron obtenidas del Genbank, pero que estan en los analisis (Anexo 14.4)

**Poblacion reportada por (Salazar, 2007).

*La nomenclatura escogida para CLAVE, esta compuesta por 8 letras y fue designada como sigue: Las dos primeras letras corresponden al género y/o especie;
Td = T. dimidiata, Th = T. hegneri, Tm = T. mexicana, Tn = T. nitida, Tr = T. ryckmani, Ml = M. longipennis, Mp = M. pallidipenis, Dm = Dipetalogaster
maxima. Las dos letras siguientes corresponden al pais; Mx = México, Gt = Guatemala, ES = El Salvador, Hn = Honduras, Nc = Nicaragua, CR = Costa Rica, Pn
= Panamg, Co = Colombia, Ec = Ecuador. El tercer par de letras corresponden con el sitio donde se muestreo; Yc = Yucatan, PP = Petén en Palmera, PCH =
Petén en Chultin, PLz = Petén en trampa de Luz, Lq = Cuevas de Lanquin, Tx= Tuxpan, Qc = Quiché, JT = Jutiapa en El Tule, TC = Jutiapa en Comapa, TB =
Jutiapa en La Brea, Iz = Izabal, Pr = La Primavera, It = Intibuca, Cp = Copén, Cr = Carazo, Hr = Heredia, Sf = Santa fe, Bc = Boyac4, Sc = Slcre, Cz 6 Coz =
Cozumel, Ch = Chiquimula, Pg = El Progeso, JI = Jalisco, OM = Oaxtepec, Morelos, BC = Baja California, Sp = no se sabe el lugar.
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8.2. Procedimiento

8.2.1.  Colecta de Material Bioldgico

Los ejemplares colectados se encuentran introducidos en una base de datos, de la coleccion
de referencia del Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia —-LENAP- y en la
coleccién del Laboratorio de Biologia de Parasitos de la Universidad Nacional Auténoma
de México (LBP-UNAM). Esta base de datos se encuentra clasificada segln pais, y especie
de triatominos.

Estos pasan por un proceso de determinacion de infeccion con Trypanosoma cruzi y
posteriormente se procede a identificarlos y colocarlos en un frasco de plastico en donde se
introduce al individuo con alcohol glicerinado al 5%. Para el procesamiento de muestras se

corta las patas para extraer el ADN.
El material fue colectado por diferentes instituciones, de la siguiente manera’:

> MEXICO: Colectadas por el personal del Laboratorio de Biologia de Parasitos de
la Facultad de Medicina, de la Universidad Auténoma de México (LBP-UNAM) y por
Bidloga Landaverde con financiamiento del Instituto de Ecologia, de la Universidad
Nacional Auténoma de México (IE-UNAM).

» GUATEMALA: Colectadas por el personal del Laboratorio de Entomologia

Aplicada y Parasitologia (LENAP) de la Universidad de San Carlos de Guatemala
(USAC).

» EL SALVADOR: Ministerio de Salud (Curso sobre colecta de Vectores de la
Enfermedad de Chagas).

» NICARAGUA: Personal del Ministerio de Salud de Nicaragua (MINSA)
Pertenecientes a los Sistemas Locales de Atencion Integral de Salud (SILAIS).
» COSTARICA:

Colectadas por el Instituto de Biologia de Costa Rica (INBio).

» PANAMA: Ministerio de Salud, Curso sobre colecta de Vectores de la Enfermedad
de Chagas.

» COLOMBIA: Ministerio de Salud (Curso sobre colecta de Vectores de la
Enfermedad de Chagas).

! Ver mapa de distribucion de poblaciones en Anexo 2.
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» ECUADOR: Ministerio de Salud (Curso sobre colecta de Vectores de la
Enfermedad de Chagas).

8.2.2.  Extraccion de ADN
Se tomaron las muestras de las triatominos a estudiar, de la siguiente manera:
» Adultos y 5to Estadio: 2 0 3 patas.
» 4to y 3er estadio: 3 patas.
= 2do estadio: 4 patas.
= ler estadio: el individuo entero.

Lavar primero con 500 pl etanol y luego con agua.

El ADN se aisl6 segun instrucciones para el Kit DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN,Austin,

Texas)

8.2.3.  Amplificacién por PCR
La amplificacion de los fragmentos se realizd mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) segun Marcilla et. al., (2001) para ITS-2 y segln las condiciones sefialadas por Lyman et. al.,

(1999). Los cebadores que se emplearon fueron:

ITS-2 Forward 5’-CTAAGCGGTGGATCACTCGG-3’
Reverse 5’-GCACTATCAAGCAACACGACTC-3’ (Marcilla et al. 2001)
ND4. Forward 5’-GGCGCCTCAACATGAGC(C/IT)CT-3" modificado de Simon et. al., (1994)
Reverse 5-ATTCGTTGTCATGGTAATGAC-3" Tdmt47 (Dotson et al. 2001)

8.2.4.  Amplificacién

oEn tubos eppendorf estériles se hace las mezclas para los dos diferentes marcadores

moleculares.
Receta de mezcla para amplificar 1TS-2 y ND4.

Se elaboré para ambos marcadores una solucion de 25 ul con los reactivos y

concentraciones finales, segln anexo 14.1.

oEl ciclo del programa de amplificacion para ITS2, es el presentado por (Almeyda-Artigas
et al. 2000).
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oEl ciclo del programa de amplificacion para ND4, es el presentado por (Lyman et al. 1999,
Monteiro et al. 2000).

el_as amplificaciones por PCR fueron comprobadas en geles de agarosa-TBE al 1%, tefiidos

con bromuro de etidio y fotografiados con luz UV.

8.2.5.  Secuenciacién de ADN

Los amplicones resultantes fueron enviados a secuenciar a High-Throughput Genomics Unit

de la Universidad de Washington, con reacciones en ambos sentidos de la cadena.
8.3. Analisis de Datos

8.3.1.  Alineacion ITS2

Los ITS son marcadores que poseen mucha variabilidad y en muchas ocasiones es muy
dificil lograr un buen alineamiento y este puede ser muy subjetivo. Para resolver esto se
utilizaron las reglas de alineamiento de Borsch (2003). Posteriormente para darle un soporte a
la alineacion que se realizo, se utilizé la estructura secundaria de la secuencia que contiene el
extremo 5.8S y el ITS2. De esta manera con base a la estructura secundaria (Figura 5) se
determiné qué microsatélites eran més variables, y si se trataba de uno solo o de varios (Anexo
14.7). Para ello se utilizaron los programas Bioedit Ver7.0.9.0 (Hall 1999) y 4Sale 1.5 (Seibel
et al. 2006, Seibel et al. 2008) para alinear manualmente las secuencias obtenidas para 1TS2,
modificando de acuerdo a los microsatélites encontrados (Figura 4). De esta forma, se
observaron las estructuras secundarias formadas por cada secuencia (Anexo 14.7), para
detectar donde se encontraban las partes mas variables que presentaran cambios en
microsatélites. En algunas ocasiones para secuencias muy dificiles de alinear se utilizo Clustal
W para ubicar motivos y posteriormente fue alineado con el procedimiento anterior.

Ya obtenida la alineacion en base a estructura secundaria, se le realiz6 codificacién de
gaps y microsatélites segin el método de Simmons y Ochoterena (2001) y Ochoterena (2008).
Se realizo la codificacion de microsatelites a mano, para los microsatélites y la compleja para
gaps mediante el programa IndelCoder v1.4 (Miller 2006).

Figura 4: Ejemplo de estructura secundaria
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Ejemplo de cémo la estructura secundaria ayudo a determinar la presencia de microsatélites mono nucleétidos o
de varios nuclettidos.

Figura 5: Estructura secundaria de ITS2 para Triatoma dimidiata.

La estructura secundaria corresponde a una poblacion en Guatemala. Sin embargo, es la estructura secundaria
mas repetida en los datos.
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8.3.2.  Alineacion ND4

Se verificd por medio de secuencias de proteinas y una secuencia del genbank el marco de
lectura y si la secuencia de la proteina correspondia a la reportada para ND4 con DNAsp
v4.10.9 (Rozas et al. 2003). La alineacion de esta secuencia no presentd problemas por lo cual
no se colocaron gaps para respetar el marco de lectura de la proteina, para manejar las
secuencias se utilizo Bioedit Ver7.0.9.0 (Hall 1999).

Abascal et al. (2006), descubridé que en algunos insectos el cddigo genético de algunos
codones para ciertos aminoacidos tiende a tener un cambio incluso de una especie cercana a
otra, lo cual podria provocar un exceso de variabilidad genética al andlisis. Sin embargo,
debido a su alta tasa de mutacién y a que dicho evento puede contener informacion
filogenética, ya que esta relacionado a cambios en taxa especificos es altamente recomendable
para el estudio de especies tan cercanas como el Complejo de T. dimidiata.

Para determinar si el marcador presenta codones con dicho cambio paralelo del codigo
genético se hizo una breve revision del cambio de proteinas de una especie a otra, por medio
del programa GenDecoder v1.6 (Anexo 14.5) (Abascal et al. 2006). No se encontré un cambio
del cdédigo genético en el gen de ND4 segln lo reportado por el autor ya mencionado, sin
embargo se recomienda un estudio més detallado para determinar si existe algn otro patrén, lo

anterior implica otra clase de analisis que escapan al alcance del presente estudio.
8.3.3.  Estadisticos de las matrices
8.3.3.1. Test de neutralidad
Para determinar si las secuencias, se encontraban bajo efecto de seleccion o si
seguian el modelo de neutralidad, se estimo6 la D de Tajima y el test de Fu y Li por
medio de DNAsp v4.10.9 (Rozas et al. 2003).
Para ello se realizaron dos pruebas por separado:

En la primera se colocaron todas las secuencias que correspondian a los taxa
gue no presentaban ningun problema en la posicién de los individuos en las
topologias.

En la segunda se colocaron las secuencias que correspondian a los taxa de
los individuos que presentaban una posicion no esperada en las topologias. Con esto
se esperaba determinar si alguno de los dos grupos de secuencias estaban siendo

influenciadas por algun tipo de seleccion ya sea negativa o positiva.
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8.3.3.2. Sitios segregantes

Se buscaron los sitios segregantes con dos, tres y cuatro variantes para cada posicion en
cada una de las matrices por medio de DNAsp v4.10.9 (Rozas et al. 2003). El fin de
comparar las matrices de cada uno de los marcadores es determinar si existe algun efecto de
saturacion, que pueda provocar la aparicién de caracteres que provoquen falsas homologias

entre diversas terminales.

8.3.3.3. Recombinacion
Se utilizaron andlisis con DNAsp v4.10.9 (Rozas et al. 2003) y RDP3 (Recombination
Detection Program). RDP es un programa que permite el acceso a siete métodos
exploratorios para la deteccion de sefial recombinante. S6lo se utilizaron cuatro métodos,
debido a que los demés son usados para matrices pequefias de menos de 20 secuencias. Los
métodos y condiciones para RDP3, fueron las siguientes:
v'De forma general solo se cambia el tipo de secuencia a analizar, sea lineal o circular y
se marcan los andlisis que se desean ejecutar.
v'RDP (Martin y Rybicki 2000); condiciones preestablecidas, solo se modifica el valor
de porcentajes de identidad de la secuencia de 80% a 90% ya que de esta forma
solo se reconoce la recombinacion intraespecifica.
v GENECONV (Sawyer 1989); condiciones preestablecidas, y en el caso de ITS2 se
trata cada indel como un polimorfismo.
v MAXCHI (Maynard Smith 1992 ); se cambia la ventana a tamafio variable para que
de esta forma se ajuste a los cambios que pueda existir en la matriz.
v'CHIMAERA (Posada y Crandall 2001); se cambia la ventana a tamafio variable para

que de esta forma se ajuste a los cambios que pueda existir en la matriz

8.3.4. Andlisis Filogenéticos

Homologia primaria y secundaria con TNT v1.1 (Goloboff et al. 2000, Goloboff et
al. 2003).

TNT es el dltimo programa de NONA creado con nueva tecnologia de busqueda para la
realizacion de analisis de parsimonia, donde se puedan evaluar las hipétesis de homologia
primaria y secundaria. Se utilizaron las siguientes condiciones:

Las diferentes busquedas se realizaron con pesos implicados con los valores pre-establecidos,

entre las busquedas con nueva tecnologia se escogio:

33



S atricia ,(‘Z‘/‘;m(/((//r‘r(/r» &;'/f)”((/g”. Sistematica de Triatoma dimidiata.

e Busqueda sectorial; al azar y restringida, que fueron calculados con adiciones multiples de
secuencias y modificado con TBR.
e Busqueda de matraca; las fases de perturbacion y el nimero de iteraciones usados, fueron las
preestablecidas.
e Busqueda de tree-drifting; los arreglos suboptimos aceptados y el nimero de ciclos usados
fueron los preestablecidos.
Busqueda de Tree fusing; el numero de rondas establecidas fue de 3, empezando con el mejor
arbol y fusionando multiples arboles optimos.
Todas estas busquedas fueron realizadas simultdneamente con 20 adiciones al azar de
secuencias. Luego de obtenido el arbol se realizo un consenso estricto y un consenso de

mayoria, para observar si se conservaban los clados formados.

Distancia y maxima parsimonia con PAUP4b (Swofford y Selander 1997).
Por medio de PAUP se realizaron andlisis de parsimonia asi como también andlisis de
distancias que permitan observar la extension de los brazos de las terminales de acuerdo al
nUmero de mutaciones en comudn.
Parsimonia: Se realizaron busquedas heuristicas, con caracteres con igual peso, con 1000
replicas adicionales al azar, reteniendo 100 arboles en memoria, con TBR. Aunque se
realizaron andlisis para ITS2 de las matrices con y sin gaps, y con codificacién de la matriz y
codificacién de gaps, solo se discuten los elaborados con la informacion de la codificacién de
gaps compleja, ya que TNT no podia aceptar el formato resultante de dicha codificacion.
Distancia: Se genero un arbol de distancia, se elabor6 primero un éarbol obtenido con el
modelo evolutivo GTR+1 y Neighbor-joining (arbol no mostrado) para observar si existe
atraccion de ramas largas.
Se elaboraron todos los analisis para las dos matrices de ITS2 y ND4. Se construy6 una tercera
matriz, donde se usaron solo los individuos de los que se habian obtenido secuencias de ADN para

ambos marcadores y se le llamo de Evidencia combinada.
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9. RESULTADOS

9.1. Composicién nucleotidica y longitud de secuencias
9.1.1. ITS2

Longitud del alineamiento. El tamafio del alineamiento con todos los taxa es de
546 nucledtidos incluidos los gaps. El total de taxa incluidos es de 115
individuos.

El tamafio de alineamiento para el complejo T. dimidiata méas el grupo externo
mas cercano que es T. hegneri es de 507 nucleédtidos.

El tamafio de alineamiento solo para el complejo de T.dimidiata es de 499
nucledtidos.

Porcentaje de AT y GC

Tabla 2: Porcentaje de nucle6tidos para los diferentes
alineamientos obtenidos.

Complejo
Triatoma
Todos los dimidiata + |Complejo de
taxa Triatoma Triatoma
Porcentajes |incluidos hegneri. dimidiata
A 32.60% 32.52% 32.50%
T 43.60% 43.50% 43.50%
G 13.10% 13.26% 13.30%
C 10.60% 10.72% 10.70%
AT 76.20% 76.00% 76.00%
GC 23.80% 24.00% 24.00%

Se observa que los porcentajes de AT para los diferentes alineamientos presenta un sesgo
hacia una mayor proporcién de los mismos.

9.12. ND4

Longitud del alineamiento. En este caso al no existir inserciones y deleciones durante
el alineamiento la longitud es la misma para todas las secuencias. La longitud del

alineamiento fue de 615 nucledtidos y 205 aminoécidos.

Tabla 3: Porcentaje de Bases

A 19.30%
T 55.50%
G 17.00%
C 8.10%
AT 74.80%
GC 25.20%

ND4 presenta una proporcién mayor de AT de forma similar a la observada para ITS2.
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9.2. Estadisticos de las matrices

9.2.1. Test de neutralidad

Para determinar si las secuencias se encontraban bajo efecto de seleccion se utilizé un

D de Tajimay Fu and Li test.

Tabla 4. Valores de los test de neutralidad para ambos marcadores.

Tajima's D Fu and Li's D* test statistic = Fu and Li's F* test statistic
ITS2 Todas las -2.34535 -4.97954 -4.56702
secuencias ** P <0.01 ** P <0.02 ** P <0.02
Solo Area con -1.37389 -1.3333 -1.49837
paralogia Not significant, P >0.10 Not significant, P >0.10 Not significant, P >0.10
ND4 -1.2887 -2.57271 -2.39407
Not significant, P > 0.10 * P <0.05 *, P <0.05

En negrilla se encuentra la Unica prueba que salié no significativa para un valor negativo de neutralidad.

Los resultados sugieren que los taxa de triatominos podrian haberse visto sujetos a
algn proceso de seleccion o a una expansion demografica. Sin embargo los graficos de
missmatch, no mostrados, no presentan la distribucién esperada para una expansién

demografica.

9.2.2.  Seudogenes

Se utilizo principalmente la estructura secundaria para determinar la presencia de
seudogenes (Figura 6). Sin embargo, hay ciertos seudogenes que aunque no se
deforman en la estructura secundaria tienen una tasa de mutacién mayor que el resto de
los individuos por lo que también se considerd la presencia de ramas largas en
individuos, con mayores tasas de mutacion. En general, todos los que fueron
determinados como seudogenes se retiraron del analisis. Solo los terminales de la
especie T. ryckmani en la que todos presentaron una estructura secundaria sospechosa,
similar a un seudogen se dejo en el analisis. Al parecer, recuperan informacion
filogenética similar a la que se ha encontrado con otros marcadores tanto moleculares
como morfolégicos, sin embargo mucho cuidado debe tomarse con respecto a la

informacidon que los mismos estan proporcionando.
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Figura 6. Seudogen

Estructura secundaria de un seudogen de Triatoma hegneri.

9.2.3. Sitios segregantes

Tabla 5. Tabla de sitios segregantes

SS (2) PS(2) SS (3) PS(3) SS (4) PS(4)
ITS2 76 63 12 25 1 3
ND4 59 78 4 38 0 4

Polimorfismo observado para cada secuencia. SS = Sitios con variante de copia Unica (Singleton variable
sites) y PS = Sitios parsimonicamente informativos (Parsimony informative Sites), en paréntesis el numero de
variantes para cada caso.

Este andlisis se realizO para observar si podia existir saturacién sugerida por la

presencia de muchos sitios con méas de dos variantes. La secuencia de ND4 presento 4

sitios variables frente a 12 del ITS2, para 3 variantes Gnicas y ningln sitio variable
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para 4 variantes Unicas, mientras los ITS2 mostraron 1. De esta manera se puede
asumir que la matriz de ND4 estd mucho mas limpia de la existencia de saturacion. Sin
embargo estos valores son pocos, por lo que puede descartarse el efecto de saturacion

gue cause atraccién de terminales que no tienen relacion filogenética.

9.2.4. Recombinacion

Tabla 6. Tabla con nimero de eventos de recombinacion

DNAsp RDP
# de pares de
sitios con cuatro eventos Seiial de
sitios gameticos |Rm unicos recombinacion
ITS2 395 21 2 2
ND4 1080 32 12 3

Estos analisis fueron elaborados con dos diferentes programas. EI primero en DNAsp tiende a
sobreestimar los eventos de recombinacion. Por eso se utilizo el segundo programa con RDP
(Recombination Detection Program). Rm= NUmero minimo de eventos de recombinacion.

Se utilizaron dos programas debido a que con DNAsp se utiliza el célculo de cuatro
sitios gaméticos y con esto se tiende a sobreestimar los eventos recombinantes. RDP
(Recombination Detection Program) es un programa que tiene analisis mucho maés
precisos. Aln con este analisis se encontro sefial de recombinacion para ND4 en una

proporcién mayor que ITS2.

9.2.5. Copias multiples de genes

Figura 7. Variabilidad dentro de un mismo individuo.

Diferentes formas de la secuencia de Triatoma hegneri y un individuo de la peninsula de Yucatan de T.
dimidiata mostrando la variabilidad que puede existir para los ITS2 dentro de un individuo

Se observa en la figura 7, como dentro de un mismo individuo se encontrd variabilidad
geneética. Las secuencias corresponden a tres diferentes amplificaciones tomadas de una misma
alicuota de ADN, de un mismo individuo. Se observa que a pesar de ser el mismo individuo se

encuentra variabilidad interna dentro del gen ITS2.
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9.3. Inferencia Filogenéticas

Los arboles de distancia obtenidos con PAUP, permitieron la determinacion de
individuos con ramas largas y por lo tanto con tasas de mutacién mucho maés altas que el
resto de individuos. De esta manera y por medio de la estructura secundaria se detectaron
seudogenes. Algunos de los individuos con tasas de mutacion muy altas y estructuras
secundarias deformadas fueron retirados del analisis. Las filogenias obtenidas tampoco eran
muy diferentes de las presentadas con TNT, sin embargo, la resolucién obtenida con esta
técnica aun sigue siendo mejor.

El analisis de parsimonia por medio de PAUP recuper6 en su mayor parte arboles muy
bien resueltos. Sin embargo la longitud de los arboles, tendié a ser mayor en PAUP que en
TNT, por lo cual se prefirieron las topologias obtenidas con TNT que tenian arboles con
menor longitud. Asimismo, PAUP, fue el Unico programa que permitié la obtencion de
filogenias con codificacion compleja de gaps. Sin embargo, la codificacién de gaps
demostré que bajaba el indice de Consistencia, por lo cual se puede inferir que se esta
introduciendo ruido en el andlisis al introducir gaps complejos, ya que quiza la mayor parte
de estos no tienen realmente informacion filogenética. Las filogenias son muy parecidas a
las obtenidas con TNT, sin embargo, este Gltimo permite una mejor observacion de todos los

arboles obtenidos asi como una mejor observacion de los mismos.
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9.3.1. Inferencia Filogenética con ITS2
Figura 8. Arbol de ITS2

Arbol construido con parsimonia en TNT con codificacion de microsatélites en el alineamiento pero sin
codificar gaps. Los ndmeros a la par de los terminales indican que dichas ramas fueron colapsadas pues
estaban integradas por individuos idénticos.  A. Secuencias obtenidas por Bargues. (Ver Anexo 14.4
ver datos especificos de los taxa) La nomenclatura escogida esta compuesta por 8 letras y fue designada
como sigue: Las dos primeras letras corresponden al género y/o especie. Las dos letras siguientes
corresponden al pais. El tercer par de letras corresponden con el sitio donde se muestreo, y los Ultimos
dos nimeros corresponden al individuo, tal como se indica en la Tabla 1.
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Estadisticos de los Arboles

Tabla 7. Estadisticos de los Arboles para ITS2

'NONA Paup
Codifica
Codifica Codifica Alineacion
sin codificar| sin gaps Microsat Gaps sin gaps y gaps

Arboles obtenidos 524 1000 100

Longitud 533 452 448 731 453 687
Ci 0.74 0.74 76 0.7168 0.7483 0.6754
Hi 0.26 0.26 24 0.2832 0.2517 0.3246
Ri 0.88 0.87 87 0.8836 0.8789 0.8808

Tabla conteniendo estadisticos de los arboles para ITS2 en Winclada y Paup. En esta se prueba se realiza,
primero andlisis con Winclada de NONA con las siguientes caracteristicas: las alineaciones sin
codificacion de Gaps pero sin retirarlos, sin Gaps, donde solo se codifico los microsatélites en la
alineacion y se incluyen gaps. Luego se realizan pruebas con PAUP con las siguientes caracteristicas:
alineaciones con codificacion de gaps, sin gaps, alineacion con codificacion de microsateliltes y gaps.

En general puede observarse una mejor resolucion para el marcador de ITS2 para grupos de
especies no hermanas y géneros. Un caso que resulta interesante de analizar es una de las T.
hegneri colectadas en Cozumel que sale muy externa junto a una T. dimidiata de Yucatan y el
resto se une con las secuencias de esa misma especie publicadas por Bargues en el genbank,
dentro de T. dimidiata como se observa en su trabajo(Bargues et al. 2008). Esta especie
colectada en Cozumel que a simple vista es identificada como T. dimidiata, parece tratarse de
un hibrido, debido a los patrones de coloracién. Sin embargo al ser determinadas por medio de
una clave taxonomica de especies de triatominos por Monroy, es identificada como T.
dimidiata. Al realizarsele los analisis genéticos se le encuentra unida con otras T. dimidiata. El
grupo de la peninsula de Yucatan y algunas de Petén se agrupan juntas en un grupo separado

de T. dimidiata, pero dentro del complejo (Figura 8).
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9.3.2. Inferencia filogenéticas ND4
Figura 9. Arbol de ND4

Arbol construido con parsimonia en TNT con codificacion del alineamiento pero sin codificar gaps. Los
nameros a la par de los terminales indican que dichas ramas fueron colapsadas pues estaban integradas
por individuos idénticos. B. Secuencias proporcionadas por Harris,K.D. y Beard,C.B. (Ver Anexo 14.4
para ver datos especificos de los taxa). La nomenclatura escogida estd compuesta por 8 letras y fue
designada como sigue: Las dos primeras letras corresponden al género y/o especie. Las dos letras
siguientes corresponden al pais. El tercer par de letras corresponden con el sitio donde se muestreo, y los
altimos dos nimeros corresponden al individuo, tal como se indica en la Tabla 1
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Estadisticos de los Arboles

Tabla 8. Estadisticos de los Arboles de ND4

Winclada Paup
proteina nucleotido |proteina nucleotido
Arboles obtenidos 1000 168
Longitud 441 1027 442 1027
Ci 0.82 0.44 0.6493 0.4489
Hi 0.18 0.66 0.3507 0.5511
Ri 0.93 0.82 0.8605 0.8336

Tabla conteniendo valores de soporte para ND4 en Winclada y Paup. En este caso solo se
realizaron analisis con las secuencias normales y posteriormente traducidas a proteina, para
demostrar que un mayor valor de CI no significa mejor resolucién.

En general para ambos marcadores por separado se puede observar una separacion de una
poblacion de El Tule, Jutiapa del resto de triatominos TdGtJT05. Sin embargo para ND4 se
observa también la separacion de otra poblacion de Jutiapa, Comapa TdGtJC08. Esto es
importante pues podria sugerirnos cierta relacion entre procesos de infectividad y la
variacion genética encontrada para los triatominos.

ND4 presenta una topologia con mas definicion en cuanto a la separacion de los que se
consideran ser diferentes especies para el complejo de T. dimidiata. Ademas, su mayor tasa
de mutacion lo hacen ideal para el estudio de especies tan cercanas como el complejo de
especie de T. dimidiata. La mayoria de los triatominos de la peninsula salen en un grupo
externo entre M. pallidipennis y T. mexicana. Seguido se observa otro grupo de poblaciones
de Colombia y Jutiapa, que estdn fuera de donde se esperaria encontrarseles.
Inmediatamente vienen las M. longipennis. Después en otro grupo vienen todas las T
hegneri unidas a T. dimidiata de Lanquin y T. dimidiata de Quiche. Después un blogue

compuesto por chinches del grupo de T. dimidiata sin conflicto (Figura 9).

9.3.3.
Figura 10. Arbol de ITS2 y ND4

Inferencia con Evidencia Combinada
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Unico arbol obtenido por medio de parsimonia en TNT con codificacion del alineamiento pero
sin codificar gaps. Solo se observan los individuos que estaban en comin para ambos
marcadores. La nomenclatura escogida esta compuesta por 8 letras y fue designaa como sigue:
Las dos primeras letras corresponden al género y/o especie. Las dos letras siguientes
corresponden al pais. El tercer par de letras corresponden con el sitio donde se muestreo, y los
Gltimos dos nimeros corresponden al individuo, tal como se indica en la Tabla 1
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Estadisticos de los Arboles

Tabla 9. Estadisticos de los Arboles de Evidencia Combinada

Evidencia Total NONA Paup
sin sin
codificacion | codificacion Codifica
de gaps de gaps gaps

Arboles obtenidos 312

Longitud 1124 1124 1273
Ci 0.57 0.5552 0.5538
Hi 0.43 0.4448 0.4462
Ri 0.45 0.7211 0.7206

Tabla conteniendo valores de soporte con la evidencia total en Winclada y Paup. En este caso
se unieron los individuos en comun para ambos marcadores. El analisis se realizé con Winclada
sin codificacion de gaps. Luego se realizo en PAUP sin codificacion de gaps y con codificacion
de gaps.

En los arboles de evidencia combinada con ambos marcadores, la definicion de
algunos de los grupos observados por los marcadores por separado se encuentra menos
marcada y cambia la posicion de algunos clados. Pero esto quizé se deba a que esta
utilizando menor cantidad de individuos por poblacion y especie y grupos de especie.
Sin embargo, se puede observar que los individuos de Petén, Yucatan y algunas
poblaciones de Colombia, se encuentran como el clado mas diferenciado.
Posteriormente se agrupan T. hegneri junto a grupos de Veracruz. En este caso el
grupo tres se encuentra previo al grupo 2b. Sin embargo, la ubicacion de los
individuos en cada grupo se logra conservar y finalmente se observa al grupo 2b
conformado por individuos de Lanquin con terminales del centro de Guatemala, de
Quiché. Se observa a T. hegneri como grupo externo, sin embargo siempre posee

relacién con grupos de México, Veracruz y Colombia. (Figura 10).

9.4.Posibles hibridos.

Como se ha mencionado anteriormente, con el marcador ITS2, se observa la aparicion
de taxa que se observan en posiciones diferentes a la ubicacion taxonémica original. Al
realizar otras secuenciaciones de los mismos individuos se ha encontrado que los mismos
poseian copias variables del segmento. Tal es el caso de T. hegneri de Cozumel -Thmxcz02-
y T. dimidiata de Yucatan - TdMxYc04- (figura 8). Esto puede estar sugiriendo la
presencia de posibles hibridos. Sin embargo no debe descartarse la posibilidad de copias

multiples no homogenizadas.
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9.5.Inferencias filogenéticas y Definicion de Especie

Segun la definicion de especie considerada en el presente trabajo, y los grupos
observados para ambos marcadores, puede mencionarse de la existencia de por lo menos cuatro
grupos que pueden ser considerados como especies diferentes. Estos son:

Grupo 1: Individuos de Yucatan y Petén.

Grupo 2a: Individuos de Veracruz, Colombiay T. hegneri.

Grupo 2b: Posible grupo de individuos intermedios. Lanquin, Honduras, Quiche.

Grupo 3: Resto de Centroamérica.

9.6. Correlacién de asociacion de taxa en un mapa de unidades

morfotectonicas

No se realizd un analisis mas preciso ya que simplemente se queria verificar si existia alguna
asociacién de los grupos en base a unidades morfotectonicas para cada marcador. Sin embargo
a simple vista se puede observar que no existe ninguna relaciéon con ningdn marcador para

ninguna unidad morfotectonicas, ni para los blogues geoldgicos presentes en Centro América
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Figura 11. Mapa con la ubicacion de las poblaciones de T. dimidiata.

Se observa la posicidn de las diferentes taxa utilizadas, los colores indican los grupos en los cuales se agruparon en la inferencia filogenética. Unidades
morfotectonicas: A. Sierras de Norteamérica central. B. Sierras y Cadenas volcanicas. C. Sistema Montafioso del Sur de América central. D. Cadena
Volcanica del Pacifico y Depresién de Nicaragua. E. Tierras Bajas del Petén y Peninsula de Yucatan. F. Planicie costera del Golfo de México. G.
Planicie Costera del Caribe. H. Planicie Costera del Pacifico.
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9.7. Comparacion de Estudios de Poblaciones de T. dimidiata

Aspecto (Bargues, 2008) (Dorn, marzo 2009) (Landaverde, 2009)
Utiliza ITS2 Si Si Si

Utiliza otro | No Si Si

marcador CytB ND4

mitocondrial.

Unidades o taxa
usadas para ITS2

64 para un total de
137 triatominos y 13
especies

29 para un total de 53
triatominos para 1TS2

para dos especies.

32 para un total de 117
triatominos de 9 especies.
(méds  individuos  por
unidad de muestreo)

Unidades o taxa
usadas para ND4

12 para un total de 24
triatominos para ND4

22 para un total de 115
triatominos de 8 especies

para dos especies. (méas  individuos  por
unidad de muestreo)
Grupo externo T. hegneri especie | T. pallidipenis. (M. | T. hegneri especie
hermana. Doce | pallidipennis) hermana. Seis especies
especies mas de mas, solo de la region
Triatominos de toda mesoaméricana.
Latinoamérica.
Anélisis ML MP con PAUP MP con TNT
filogenético ML Distancia
Anadlisis bayesianos
Anélisis median joining | median joining | -------
filogeogréfico network network
Grupos formados | 4 4 4
en ITS2
Grupos formados | ---- 3 4 con mayor resolucion.
en ND4
Tamafio 497 499 546
secuencia ITS2
Alineacion Clustal-w Clustal W A mano en base a
estructura secundaria y se
probo codificacién de gaps
y de motivos segln
Ochoterena  (Ochoterena
2009)
MICROSAT ((AT)STTT(AT)7) ((AT)STTT(AT)7)69% | ((AT)STTT(AT)7)69.23%
(AT)ATTT(AT)5-6 (AT)3-5 TTT3-5(AT)5-7
AT% 75.25-76.85 75-76% 76.20%
Se observa | Hace mencion | Dorn lo menciona para | Si entre individuos de T.
posible tedricamente de | un individuo  de | hegneri y T. dimidiata. Se
hibridacion o0 | hibridos logrados | Veracruz, Nuevo | debe verificar que no se
copias multiples | entre T. hegneri. (RE | Haplotipo H34, sin |trate en realidad de
no Ryckman, embargo no da | paralogia debida a copias
homogenizadas unpublished) ninguna  conclusién | multiples no
sobre él. homogenizadas, ITS2 no
sirve para esta
verificacion.
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Estatus
taxondmico  T.
hegneri

Menciona que tres

mutaciones de
diferencia entre
haplotipos con T. d.
Maculipennis, no
soporta su estatus
como especie

independiente. Thl18
y Th28 presentes en
isla.

Debe ponerse bajo andlisis
su identidad taxondmica
por medio de un mejor

muestreo, otros
marcadores Yy datos
morfoldgicos. Pocos

nucleotidos de diferencia
entre T. hegneri y T.
dimidiata. De 5 a 7
diferencias, 0.9615-1.35%.

Separacion de
lanquin

Si

Si

Se une a San Luis Petén
cueva, secuencias
idénticas, mismo
haplotipos H10. (89.5 Km)
diferencia de uno o dos
nucleétidos 0.3846%.

Taxa de
peninsula de
Yucatan

Por lo menos dos una
unida a T. hegneri es
T. d. Maculipennis y
otra de poblaciones
de Petén y Yucatan
T.sp aff dimidiata.

Por lo menos dos una
unida a T. hegneri es
T. d. Maculipennis y
otra de poblaciones de
Petén y Yucatan T.sp
aff dimidiata.

Por lo menos dos una
unida a T. hegneri es T. d.
Maculipennis y otra de
poblaciones de Petén y
Yucatan T.sp aff
dimidiata. Tres si se
demuestra que T. hegneri
es una especie
independiente, necesario
mas muestreo.

Taxa isla | T. hegneri mas no | ----- T. hegneri, por lo menos
Cozumel hace mencién  si dos diferentes fenotipos
fenotipos son
diferentes
Recombinacion | ----------- No reportado si observado
para  marcador
mitocondrial
Calidad de la | No reportado No reportado Menos cantidad de sitios
matriz segregantes para ND4 que
para ITS2 lo que significa
gue hay menos riesgo de
homoplasia en ND4 a
pesar de la recombinacion.
Haplotipos 31 39 51
observados para
ITS2
Haplotipos | --—----------- No especifica 85
observados para
ND4
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10.DISCUSION
10.1. Composicién nucleotidica
10.1.1. ITS2

El sesgo nucleotidico es similar al encontrado en otros estudios AT=76.0%, (Bargues
et al. 2008). Mientras que el tamafio de la secuencia final es ligeramente superior al
reportado por la misma autora ya que en este trabajo llega a ser de 546 nucleétidos
(Tabla 2). De igual forma se observa la presencia del microsatélites (AT) 4-5 TTT
(AT) 5-7 en las posiciones 53 A 82, sin embargo existen otros microsatélites no tan
elaborados también presentes en la secuencia en posiciones 283 y 289, microsatélites
(GAA)2 AAA3-6 (T)6-8. Posicion 290 a 302 (T) 5-8. (T) 2-3 380 a 382. Posicién 397
(T) 4-10 (ATT)1-2 (AT)2. Posicion 484, microsatélites TTTTTTT (TA)2-4 TTT, entre
otros.

En este punto es importante sefialar que el mayor tamario de la secuencia observada en
este alineamiento puede deberse a un alineamiento de algunos microsatélites de forma
diferente a los reportados por (Bargues et al. 2008), sin embargo esto no puede
concluirse debido a que no se posee la matriz elaborada por esa autora. La alineacion
elaborada en el presente trabajo se observa en el anexo 14.6.

10.1.2. ND4

La composicion nucleotidica encontrada para estas especies en ND4 es algo
similar a la encontrada para un marcador muy cercano -ND1- en donde el porcentaje
de AT era del 68% (Bargues et al. 2008), en este trabajo se observa para ND4 de 74%
para AT (Tabla 3). De hecho el sesgo hacia AT incluso llega a ser 1% menor al ser
comparado con el encontrado en todas las secuencias de ITS2. De esta forma se
observa que al menos en cuanto sesgo nucleotidico estos dos marcadores de diferente
origen, uno nuclear y otro mitocondrial, no son muy diferentes y por lo tanto no
presentan barreras en cuanto a la disminucion o una tasa diferente de transiciones y
transversiones dentro de cada marcador mas que el que presenta cada marcador.

La mayor cantidad de mutaciones se encuentran en la 3ra posicion del codon, sin
embargo existen en otras posiciones, lo que aparentemente provoca que el cambio del
coddén no sea silencioso. Sin embargo, no se pueden adelantar hipdtesis sobre la
existencia de cambios no silenciosos, pues Abascal et. al., (2006b) reportd que para

esta especie existen cambios en el cddigo genético de ciertos codones que dan origen a
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mismos aminodacidos con codones diferentes (anexo 14.5). Existen cambios
especificos como por ejemplo el cambio de Valina por Alanina en la posicion 34 del
alineamiento con aminoacidos (238 del cambio de nucle6tidos), lo cual se debe a un
cambio en la segunda posicion dentro del codén. Este cambio que tiene mayor grado
de aparicion en el complejo triatoma podria ser uno de los factores determinantes que
causa la separacion de dicho complejo.

Otro punto importante de sefialar es que estos aminoacidos podrian estar sujetos a
presion de seleccion por lo cual podrian ser buenos indicadores de relacion de los
individuos con alguna presion selectiva de capacidad de infeccion con T. cruzi, de
invasion a domicilio o de resistencia a insecticida, como ha sido observado
recientemente para el insecto vector de la malaria Anopheles gambiae (Myléne Weill
et al. 2008).

Estos fendmenos han sido observados de forma diferencial en diversos grupos de
T. dimidiata, en donde existen vectores con mayor presencia domiciliar como
poblaciones de Jutiapa en Guatemala y de Matagalpa en Nicaragua, otras con mayor
presencia solo en bosque sin invadir el domicilio como poblaciones en Petén y Quiche
en Guatemala (Dorn et al. 2007), y otras con gradientes como en la peninsula de
Yucatan en México (Dumonteil et al. 2002). Por lo cual un anélisis mas detallado de
estos cambios en los codones del ADN mitocondrial deberia ser realizado, pues no
s6lo nos indican una diferenciacion en cuanto a sus relaciones filogenéticas sino
también los agentes que han podido influir en esta separacion filogenética,
informacion que en este caso serian de mucha utilidad para el control del vector. Sin
embargo, los alcances de este estudio escapan a la realizacion de estos estudios, por lo

cual podrian recomendarse para estudios mas detallados.

10.2. Inferencia filogenética
10.2.1. Topologias obtenidas con ITS2

Aungue se observan algunos individuos con ramas un poco mas largas que el
resto, éstos no presen posiciones anormales o diferentes a los demas miembros del
grupo al cual pertenecen por lo cual puede asumirse que la mayor tasa de variacion que
estos individuos presentan en relacion con los demas no esté afectando su asociacion en
las topologias y que puede deberse a variacion interna de dicho individuo.

Sin embargo, aunque la topologia de los arboles elaborados con las diferentes

técnicas, puede variar levemente. Al hacer una comparacién exhaustiva de los
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diferentes métodos de analisis (neighbor-joining, parsimonia) se observa que la
aparicion de los taxa en los clados es constante de uno a otro analisis y las topologias se
repiten. Los arboles mas resueltos como se menciona en resultados fueron los
obtenidos con TNT.

Lo que se observa a grandes rasgos en todas las técnicas de andlisis es que T.
hegneri tiende a separarse en dos grupos uno constituido por un individuo que se ubica
en el grupo externo junto a otra T. dimidiata de Yucatan. El resto de T. hegneri se unen
al grupo dentro de T. dimidiata como se observa en el trabajo de (Bargues et al. 2008).
Esto nos puede estar indicando que T. hegneri es una especie con altos indices de
individuos hibridos que quiza poseen mayor movilidad o estdn en mayor porcentaje al
ser los mas obtenidos en estos analisis, mas adelante se discutira especificamente sobre
este tema. La especie colectada en Cozumel considerada hibrido de T. dimidiata y que
sale unida a las esta especie podria ser una muestra de la existencia de hibridacion.
Cabe mencionar que la mayoria de los individuos que se obtuvieron muertos eran
ninfas, aunque para la amplificacion se utilizaron en mayor cantidad de adultos,
obtenidos de otras colectas. Los adultos obtenidos fueron identificados por Monroy, sin
embargo con las ninfas solo se asumi6 que al encontrarse en nidos de T. hengeri
correspondian a la misma especie. Se observa en el arbol filogenético construido para
ITS2 (figura 5) que la mayoria de los individuos de T. hengeri se asociaban con el
supuesto hibrido. Esto sugiere que es probable que algunas de las ninfas encontradas
puedan poseer no solo informacion genética similar sino también una morfologia, sin
embargo un estudio donde puedan tenerse familias de estos triatominos es
recomendable.

Muestreos posteriores sin embargo sugieren que quizas no se trate de un proceso
de hibridacion entre especies diferentes, sino, de una mala definicion desde el inicio, de
las especies en la peninsula de Yucatéan, causado quiza por un muestreo deficiente. Esto
parece ser sugerido pues al muestrear adultos se pudo observar un gran nimero de
aparentes T. dimidiata conviviendo en el mismo nicho que las T. hegneri sin presentar
ningdn tipo de competencia (Monroy, Com pers) y a la similitud genética que poseen
estos dos con las chinches de Veracruz en México. De esta manera, podria estarse
observando que T. hegneri es una especie que presenta mucha plasticidad y que el color
y otras caracteristicas usadas para diferenciarla de las aparentes T. dimidiata en realidad
son caracteres homoplasicos. En estudios anteriores realizados con ITS2 en la peninsula

de Yucatan, principalmente en Campeche se han encontrado diferencias en las
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poblaciones de triatominos procedentes de bosque tropical y de distribucion costera
(Tamay-Segovia et al. 2008). Esta diferenciacién a nivel molecular encontrada en
individuos de la peninsula y la observacion de la variaciébn morfologica versus
variacién molecular encontrada para T. hegneri en Cozumel, podria estarnos sugiriendo
que es necesaria una revision de la identidad taxondémica de T. hegneri junto a estos
taxa o la existencia de mucho polimorfismo por parte de T. dimidiata en la peninsula de
Yucatan.

Se puede observar un grupo formado por varios individuos de T. dimidiata de la
peninsula de Yucatan, compuesto por algunos individuos de Petén y de Yucatan. Este
grupo incluso llega a observarse con ND4 muy diferenciado y separado por el grupo
Meccus lo cual podria demostrar que las poblaciones de Yucatdn y Petén son en
realidad otra especie con reciente separacion.

Por otro lado, los individuos obtenidos de Lanquin no se separaran del grupo
considerado como T. dimidiata. EI grupo al cual estan unidas compuesto por individuos
de cueva de San Luis, Petén en Guatemala, sugiera que algun tipo de migracion existe
entre los triatominos de las cuevas de esa region. Veracruz también aparece unido al
grupo de Lanquin y se observa como un grupo diferenciado ya que en su base tiene a T.
hegneri que se encuentra separando a T. dimidiata practicamente en dos grupos. El
grupo en el cual esta incluido T. hegneri a su vez puede estar separado en dos grupos el
primero anteriormente mencionado, formado por poblaciones de T. dimidiata de Petén
y Yucatan y el segundo por una mezcla de poblaciones del centro norte, Quiche, y las
otras poblaciones de México entre las cuales esta incluida Lanquin.

Algo que llama la atencion es la observacion de diversas poblaciones de toda
Centroamérica, tanto de Jutiapa como Honduras, Nicaragua y Costa Rica que tienden a
aparecer mezcladas con los grupos anteriores mientras el resto de individuos de las
mismas poblaciones conservan una posicién en el tercer grupo de poblaciones del resto
de Centroamérica. Esto podria ser un indicativo de que el marcador molecular utilizado
no es Util para la diferenciacién intraespecifica ya que aungue recupera una filogenia
muy clara para los grupos externos, a nivel Intraspecies o de especie muy cercana no
logra separar a los grupos.

Principalmente en este punto es necesario enfatizar que este marcador demostrd
por medio del anélisis del alineamiento y de sus indices de consistencia que contrario a
lo que Bargues (2008) sefiala, posiblemente no sea un buen marcador para el analisis de

relaciones filogenéticas en triatominos a nivel intraespecie. Por otro lado es posible que
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la definicion de motivos a codificar alin necesite mayor trabajo y que se deber hacer
una revision mas detallada de lo mismo.

ITS2 es un marcador que ha demostrado poseer problemas de paralogia
principalmente en plantas (Gernandt et al. 2001, Ochieng et al. 2007). Sin embargo,
diversos autores lo sefialan como un buen marcador para estudios en insectos, en
especial para estudios filogenéticos (Bargues et al. 2000, Young y Coleman 2004,
Coleman 2007).

En el presente trabajo se ha observado paralogia. Para determinar si se trata en
efecto del problema sefialado en diversas investigaciones en plantas pero aun no
detectado en insectos, se consideraron los diversos aspectos que pueden causar la
paralogia:

Hibridizacion.

Mal alineamiento.

Mal secuenciacion.

Muestreo incompleto.

Efecto de seleccion.

Seudogenes

Copias multiples de genes que no han completado su evolucién concertada.

Homoplasia

X X X X X X X X X

Recombinacion
Estos aspectos seran analizados uno a uno mas adelante, por ahora se sigue con el resto

de resultados observados.

10.2.2. Topologias obtenidas con ND4
ND4 presenta mucho menos problema en la topologia observada. Esto se debe a
gue sin importar la técnica y programa que se utilice, la topologia tiende a ser
practicamente la misma de una herramienta de andlisis a la otra. Al realizar un analisis
de distancia con PAUP se pudo observar las ramas del arbol se pudo encontrar que
individuos con ramas largas no existian y en realidad la tasa de mutacion de todos los
individuos es casi similar. De esta manera puede descartarse el efecto de saturacion y la
posible existencia de seudogenes o copias nucleares del ADN mitocondrial.
Se observa que la topologia es mucho mas clara en la separacién de los grupos
gue se consideran como diferente especie en T. dimidiata (figura 8). EIl primer grupo

que ha sido nombrado como grupo 1 compuesto por las poblaciones de Petén y Yucatan
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se encuentra separado y unido al grupo del genero Meccus. El segundo grupo esta
formado por poblaciones principalmente del resto de México y T. hegneri, a la cual esta
ultima se encuentra fuertemente unida. En este marcador a diferencia de ND4 no se
logra separar un cuarto grupo conformado por terminales de Langin. El tercer grupo al
que llamaremos, grupo 2a, se encuentra formado por una mezcla de poblaciones de
Lanquin, Jutiapa, Colombia y Quiche que representan el centro de América Central.

Mas-Coma y Bargues, (2009) reporta que las altas tasas de variacion dentro del
ADN mitocondrial hacen que se observen grupos monofiléticos mucho méas rapido y
evidentes que con marcadores nucleares, por lo cual es ideal para el estudio de especies
hermanas o de grupos en conflicto como los complejos de especie (Mas-Coma y
Bargues 2009).

La observacion de la separacion de los triatominos de la peninsula tal como se
observan en las figuras 5 y 6 nos sugiere que tal como se ha indicado por medio de
otros estudios tanto fenéticos como genéticos {Marcilla, 2001 #686; Schofield, 2000
#329;Bustamante, 2004 #442;Calderén, 2004 #821;Fernandez, 2005 #450;Panzera,
2006 #496} existen basicamente tres especies dentro del complejo T. dimidiata el
primero conformado por los individuos de la peninsula de Yucatan: Yucatan, Quintana
Roo y Petén. El segundo conformado por individuos de Lanquin que aparentemente
tienen cierta correlacion con individuos silvestres de Quiche. Y el tercero conformado
por el grupo de T. dimidiata que abarca desde México hasta Panama y Ecuador. En
este caso Ecuador se une a poblaciones de la region mesoamericana, tal como habia
sido reportado en otros estudios (Solis-Mena 2000, Solis-Mena et al. 2000) en este
estudio se observan unidas a poblaciones de Nicaragua.

Por otro lado, se observa un grupo de poblaciones conformado por Colombia y
algunas poblaciones de Jutiapa (un individuo de Comapa y un individuo de EI Tule) en
Guatemala. Esta es la primera vez que se observa esta separacion para las poblaciones
colombianas y las de Jutiapa, por lo cual debe tomarse con cuidado. Al parecer podria
haber cierta relacién en el grado de domiciliacién y la separacién de estos dos grupos
ya que las poblaciones de Jutiapa, tienden a mostrar altos indices de invasién en la
vivienda y Colombia posee exclusivamente individuos domiciliados. La observacion de
este grupo podria mostrar una caracteristica, que indica que el marcador podria ser Gtil
en los estudios del grado de invasion de los vectores al domicilio. Tal como ha sido

observado para Anopheles gambiae donde se encontré una relacion entre un cambio

55



D atricia ,@m(/(m('/r/() (/9(//;(//(7 Sistematica de Triatoma dimidiata.

silencioso en el c6digo y su aumento a la resistencia a insecticidas (Myléne Weill et al.
2008).

Como se mencioné anteriormente, seria interesante hacer una mejor revision del
cédigo genético de cada grupo y como este puede o no estar relacionado con algun

grado de infectividad, de invasion al domicilio o resistencia al domicilio.

Por otro lado, en la tabla 8 se observa como el indice de consistencia es mucho
mas bajo que el observado para el marcador nuclear de 1TS2 (Cl=0.45). Este indice se
ve aumentado al realizar el andlisis solo para proteinas (Cl1=65-82). Sin embargo, la
resolucion en los &rboles es débil, pues se observa un &rbol con dos clados sin
definicion taxondmica al realizarse con proteinas. A pesar de lo sefialado por algunos
autores (Chung-Ping y Danforth 2004, Mas-Coma y Bargues 2009) sobre la deficiencia
del ADN mitocondrial de presentar menores indices de consistencia al compararse con
ADN nuclear, es precisamente su alta tasa de variacion la que lo hace eficiente para el
estudio del complejo de especie de T. dimidiata y lo que le da una resolucién mas clara
a la topologia observada quizas resultado de la variacion en la evolucion paralela del
cédigo genético que se observa en diversos invertebrados entre ellos T. dimidiata tal

como lo sefiala Abascal et. al., (2006).

10.2.3. Topologias obtenidas con Evidencia Combinada

Como se esperaba el arbol resultado de la unién de ambos marcadores, recupera
mucho de la informacion de ambos (figura 10). En cuanto a los en cuanto a los
estadisticos de arboles, debe mencionarse que estos también quedan en un punto
intermedio tal como se observa en la tabla 9.

De esta manera se observa el grupo de las poblaciones de Petén y Yucatan
separado del resto de poblaciones de T dimidiata teniendo como separacion al género
Meccus, tal como fue observado en las topologias por separado. Sin embargo al unir
ambos marcadores puede observarse una mayor asociacién de T. mexicana con dicho
grupo. Esta unién de T. mexicana con las poblaciones de la peninsula, principalmente
de la Petén ya habia sido observada con andlisis de genitalia (Van-Tuylen 2007). Se
debe agregar que a este grupo también se haya unido la poblacién de Lanquin,
separandose de esta forma del resto de poblaciones de T. dimidiata. Esto marca una

diferencia de la asociacion de esta poblacion con los marcadores por separado, donde
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aungue se le encontraba en un grupo que se observaba diferenciado, aln era parte del
grupo de T. dimidiata.

Sin embargo, en otros estudios tanto de morfometria de alas y cabezas como de
morfometria de huevos se ha encontrado que Lanquin se diferencia del resto de
poblaciones de T. dimidiata y tiende a asociarse con el género Meccus (Van-Tuylen
2007, Diaz Morales 2008).

De esta forma se puede concluir que la separacion de las poblaciones de T.
dimidiata de Yucatdn (taxa de Petén y Yucatan) como diferenciada es una sefial
filogenética fuerte que nos indica que en efecto se trata de otra especie.

En general se puede sefialar que la informacion genética esté indicando que existen
individuos hibridos en T. hegneri tal como lo sefiala el ITS2. Sin embargo, la falta de
corroboracién de esta separacién en ND4 y su separacion del grupo de T. dimidiata
también nos podria estar indicando que se debe a la presencia de copias multiples en
ITS2 que no han alcanzado a homogeneizarse, como ya ha sido sefialado por otros
autores (Liston 1999) y contrario a lo que sefiala Mas-Coma y Bargues, (2009).

Sin importar el estatus que presente T. hegneri se observa de forma clara la
separacion de las poblaciones de Yucatan y Petén como otra especie, lo cual se
corrobora con ambos marcadores y se recupera en la evidencia total. Ahora bien la
identidad del grupo al cual pertenece esta nueva especie esta aln por comprobarse,
porque al parecer al reunir la evidencia de ambos marcadores se encuentra muy
relacionado con T. mexicana gue a su vez se encuentra cercanamente relacionada con el
grupo Protracta, lo cual es corroborado por analisis de morfometria de huevos y
genitalia (Van-Tuylen 2007, Diaz Morales 2008). Sin embargo, al observar los
marcadores por separado, se ve unido al género Meccus. De esta forma seria interesante
poder agregar los valores de otros analisis para observar como el total de informacién

influencia la filogenia de estas especies.

10.3. Hibridos.

Como se ha mencionado anteriormente, se observa la aparicion de individuos que se
ubican en posiciones diferentes a las esperadas, es decir en grupos intermedios o fuera de
ellos, tal es el caso de T. hegneri de Cozumel 2 -Thmxcz02- y T. dimidiata de Yucatan 4 -
TdMxYc04- (figura 5y 9). Ademas de observarse también la presencia de copias variables
de la secuencia de ITS2 dentro de los individuos. Esto puede estar sugiriendo la presencia

de posibles hibridos. Esto es particularmente visible para ITS2, sin embargo la naturaleza
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de las copias que conforman los ITS y los antecedentes que posee sobre la existencia de
copias multiples muy variables entre si debido a la falta de una evolucion concertada, no
permite tener mayor certeza que se trate en realidad de la presencia de hibridos. Muchos
autores han reportado la presencia de hibridos en miembros del grupo phyllosoma (Martinez
et al. 2006) y mas recientemente dentro del complejo de especie de T. dimidiata (Monroy
com. pers). Por lo cual podria considerarse que esta variacion encontrada en los individuos y
su ubicacion diferente, se debe a la hibridacion. Sin embargo para poder confirmar estos
datos es necesario el uso de otros marcadores moleculares sin problemas de copias

mualtiples.

10.4. Inferencias filogenéticas y Definicion de Especie

Que cada grupo es nueva especies pues estdn bajo presiones de seleccion diferentes y
forman grupos que se aislan con reticulaciones internas.

Grupo 1: Individuos de Yucatan y Petén.

Grupo 2a: Individuos de Veracruz, Colombiay T. hegneri.

Grupo 2b: Posible grupo de individuos intermedios. Lanquin, Honduras, Quiche.

Grupo 3: Resto de Centroamérica.

De lo anteriormente mencionado, se pueden tener algunas conclusiones. Una de
ellas es que el grupo formado por el grupo 1 ya puede ser determinado como una
especie diferente, ya que hay suficiente evidencia tanto morfoldgica como
molecular para separarlo como una especie diferente. Bargues et. al., (2008) incluso
la nombra ya como T. sp. aff. dimidiata. EI nombre que esta nueva especie reciba
deber ser analizado pues segun el marcador de ND4 incluso llega a encontrarse
dentro de otro género diferente al de Triatoma, pudiéndose encontrar con los
miembros de Meccus. De esta forma esta especie podria ser nombrada como
Meccus dimidiata y ser contemplada dentro del complejo phyllosoma.

Por otro lado los individuos del grupo 2 tambien se diferencian del complejo de
especie de T. dimidiata, pero en este caso, la inclusion de la especie hermana de T.
hegneri, despierta atencion en cuanto a que una revision mas detallada de la
identidad taxondmica de esta especie debe realizarse. Para ello, no solo un mejor
muestreo es necesario, sino también las busqueda de mejores marcadores. De esta

forma, este grupo que se separa en otro conformado por taxa de Lanquin y el resto
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de Centroamérica, para los cuales aun no es muy clara la separacion fuera de este
grupo, podria aplicarse el nombre de T. maculipennis. Sin embargo es posible que
en realidad surjan mas de dos especies de este grupo que depende en buena manera
de un mejor muestreo.

El tercer grupo conformado por individuos del resto de Centroamérica, podrian
corresponder a los verdaderos T. dimidiata o dependiendo de las respuestas que se
den en un mejor muestre6 para resolver al grupo anterior, este grupo podria surgir

como T. capitata.

10.5. Estadisticos de la matrices

Regresando a los problemas encontrados para ITS2 que se habian mencionado en dicha
seccion y se habian dejado para ser discutidos posteriormente, vemos que algunos de esas
posibles causas solo se pueden descartar al analizar algunos datos en la matriz.

El primer factor mencionado que podria estar provocando la paralogia observada es la
hibridizacion. Descartar este factor es un poco dificil, sin embargo, el hecho de que aunque
se hayan encontrado organismos con caracteristicas intermedias entre T. dimidiata y T.
hegneri el hecho de que la observacion de individuos en posiciones no esperadas no se haya
recuperado en ND4 no permite apoyar la existencia de hibridacion. Diversos hibridos se
han reportado para otras especies de triatominos, por lo cual la posibilidad de que se esté
observando la hibridizacién de T. hegneri y T. dimidiata no se debe descartar (Paz Maria
Salazar com pers). Mas estudios son necesarios para indicar si se observa la influencia de
hibridizacion.

Como se menciono en el inciso de alineamiento, este fue puesto a evaluacion por medio
del uso de la estructura secundaria obteniendo mejores resultados en la resolucién de la
filogenia. Sin embargo, la observacion de individuos en posiciones que sugieren paralogia,

sigue presente. De esta forma se puede descartarse una mala alineacion como causante.

10.5.1. Efecto de seleccion
La tabla 4 muestra los valores de diversos test para probar la neutralidad de las
matrices. En ellas se puede observar que al contemplar el total de los individuos para
ambas matrices existe una significancia negativa para los test lo que puede estar
indicando que més que el efecto de seleccidn se esta observando un evento de expansion

demografica para los grupos. Sin embargo, para asegurar esto Gltimo seria necesario
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realizar andlisis con mas loci. Méas especificamente al realizar la prueba solo para los taxa
donde se encuentra el individuo que presenta una posicion no esperada (es decir los
individuos de T. hegneri y T. dimidiata de Yucatan), se observé que no presentaba un
valor significativo, por lo cual el efecto de seleccién sobre dicha area puede ser
descartado. De esta forma los datos estarian sugiriendo que estos individuos pueden ser
considerados como copias de genes multiples sin homogenizar que han perdido su
funcidn y por tal razén no se encuentran sujetos a ningln tipo de seleccion, mientras el

resto de los individuos si la presentan.

10.5.2. Seudogenes

Como se mencion6 también en el inciso de alineacion, se pudo detectar la presencia
de Seudogenes (figura 6). No obstante al analizar su presencia en el arbol de 1TS2 se
comprobd que algunos de estos lograban recuperar la filogenia por lo cual puede
descartarse el influencia de Seudogenes sobre la topologia del arbol al menos para el caso
de T. rickmani, sin embargo otras extracciones y analisis mas detallado de la estructura es
necesario, para determinar si en realidad estos no estan causando algin cambio en la
informacion filogenetica. Sin embargo, algunos autores sefialan que pueden existir
algunos seudogenes que no han perdido la estructura secundaria, como en el caso de
copias multiples que presentan cierta tasa de divergencia al ser comparados con las
copias verdaderas del gen, pero que si han perdido la funcionalidad por lo cual pueden
presentar problemas en la recuperacion de la topologia verdadera (Bailey et al. 2003). De
esta manera debe tenerse precaucion en las conclusiones que se puedan obtener de los
datos ya que podrian estarse observando el efecto de copias multiples y no de verdaderas
relaciones filogenéticas. De esta manera la hipotesis de la existencia de hibridizacion

entre las especies debe ser tomada con precaucion.

10.5.3.  Sitios segregantes
Para descartar que existiera un efecto de saturacion que no fuera detectado por medio
de otras técnicas pero que pudiera estar causando asociaciones de individuos que
sugirieran la existencia de paralogia. Se realiz6 un anélisis de los sitios polimdrficos
(Tabla 5). Se realiz6 para ambas matrices y se pudo comprobar que ambas matrices
tenian pocos cambios en las variables de tres y cuatro nucledtidos. En particular ND4
puede considerarse como una matriz limpia que posee mas sitios con informacion

parsimoniosa que sitios de 3 y 4 variables. ITS2 tiende a presentar valores incluso tres
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veces mayores que el ND4 pero al ser un marcador no codificante se espera que en cierta
forma exista una alta tasa de sustitucion. Al analizar las ramas largas se encontré que
precisamente los individuos con mayores tasas de sustitucion eran los que tenian una
estructura secundaria de seudogen y estos recuperan informacion filogenética, por lo que
puede esperarse que en realidad se trate de copias multiples sin homogenizar que estan

causando las relaciones paralogas.

10.5.4. Recombinacién

Se realizo un analisis para ver si la cantidad de recombinacion era tanta para ITS2 que
pudiera apoyar la existencia de la paralogia. Sin embargo, al examinar ambas matrices se
encontré que NxD4 presentdé mucha mayor cantidad de recombinaciéon que el 1TS2
(Tabla 6). Esto incluso al repetirse el andlisis con un programa que fuera mas eficiente
para dicho andlisis (RDP). De esta manera puede descartarse el efecto de la
recombinacion en la observacién de la paralogia. Sin embargo, el hallazgo de
recombinacion en ND4 es algo que aunque ya no puede ser cubierto por este trabajo se
recomiendo pueda ser abordado més adelante. La existencia de recombinacién para ADN
mitocondrial ya habia sido observado anteriormente para alacranes (Gantenbein et al.
2005), por lo cual puede considerarse que es otra de las caracteristicas diferenciales que
existe en el codigo mitocondrial de los insectos y podria estar sugiriendo la existencia de
hibridos dentro de las especies estudiadas, sin embargo no puede llegarse a ninguna
conclusion con los datos y analisis realizados y se necesita de una mayor cantidad de

estudios.

10.5.5. Copias multiples de genes que no han completado su evolucién

concertada

Esta es uno de los factores mas dificiles de poner a prueba y no se ha podido
demostrar su ausencia en los datos. Se secuenciaron nuevos productos de PCR de dos
individuos cuya relacion se observaba como una paralogia en la filogenia con 1TS2
(T.hegneri y T.dimidiata de Yucatan). Se realizaron tres diferentes secuenciaciones
para cada individuo pudiéndose encontrar que cada una tenia variantes muy divergentes
al ser comparadas (Figura 7). La variacion interna encontrada para cada uno de estos
individuos puede ser un indicio de la existencia de copias multiples en las secuencias
de ITS2 que no han logrado llegar a homogeneizarse. Diversos trabajos realizados con

anterioridad, en plantas (Gernandt et al. 2001), como en insectos (Rich et al. 1997,
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Onyabe y Conn 1999, Beebe et al. 2000, Alvarez y Hoy 2002) asi como otros
invertebrados (Hugall et al. 1999, Harris y Crandall 2000) han demostrado la existencia
de variacién intragendmica dentro de las secuencias de ITS2, posiblemente ocasionado
por copias mdaltiples no homogenizadas que incluso llegan a tener diferenciacién
mucho mayor a la observada dentro de poblaciones muy diversificadas. Incluso se
reporta que algunos insectos pueden tener hasta 700 copias de ADNribosomal (Collins
y Paskewit 1989).

Debido a esta informacion previa y a la variacion observada dentro de estos
individuos, no puede descartarse el efecto de copias mdaltiples de genes no
homogeneizadas. Sin embargo este fendmeno no se puede diferenciar de la variacién
intragendmica que se podria observar por una hibridacidn entre especies y subespecies.
De esta manera debe tomarse con mucho cuidado la interpretacion de los resultados
obtenidos ya que no puede asegurarse si estos son resultado de hibridacién entre
especies 0 simplemente ruido introducido por una evolucion concertada inconclusa a

nivel de especies cercanas.

10.6. Correlacion de asociacion de taxa en un mapa de unidades

morfotectonicas

Al observar la forma como se agruparon los taxa y como se distribuyen en los mapas,
no se puede encontrar ningln patrén. A diferencia de lo observado anteriormente
donde datos de morfometria parecian tener cierta relacion en su agrupaciéon con
unidades morfotectonicas, en el presente andlisis, no se encuentra ningin tipo de
relacion con las mismas. Los datos de ITS2 tienen una distribucién casi azarosa, por lo
cual es dificil determinar algin patron (Figura 9). Mientras que para el marcador ND4
aunque no se le observa ninguna correlacion con las unidades morfotectonicas si
parece presentar una separacion relacionada con los bloques geoldgicos donde se
ubican las poblaciones. Es decir un grupo de T. dimidiata el grupo 1 se ubica en el
bloque Maya, mientras que el grupo 2a se ubica dentro del bloque continental de
México. El Grupo 2b se encuentra principalmente disperso en el blogue Chorti con
algunas poblaciones dentro del bloque maya y finalmente el grupo 3 se distribuye
totalmente en el resto de Centroamérica, Bloque Chorotega y Choco.

Una posible causa es que aparentemente los datos morfolégicos estan recibiendo
mayor influencia de las condiciones ecoldgicas donde se encuentran. De esta forma, la

seleccién que actla sobre los taxa para crear la variacion que los separa como
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diferentes especies, podria estar influenciado por el ambiente. EI hecho de que los
datos genéticos no concuerden con los resultados observados con datos morfologicos
puede deberse a lo encontrado por Dujardin (Dujardin et al. 1999) que menciona que
los datos morfoldgicos al parecer tienden a evolucionar a un ritmo mas rapido.
Recientemente el mismo autor menciona que incluso pueden existir diferentes tipos de
seleccion sobre los taxa de T. dimidiata que provocan su separacion y que la misma
recae sobre informacion epigenética en el genoma. Esta informacion no es detectada
por medio del estudio de marcadores individuales y es posiblemente la causa de la
diferencia de informacion obtenidas con datos moleculares versus datos morfol6gicos
(Dujardin et al. 2009). Aunque aqui solo se hace una leve aproximacion estudios mas

profundos serian recomendados en particular para el marcador ND4.
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11.CONCLUSIONES

v El cambio en el alineamiento realizado en base a la estructura secundaria modificé los
microsatélites observados pudiendo obtener informacion filogenética de los mismos.

v' Al codificar motivos, entre ellos microsatélites, los indices de consistencia tendieron a
disminuir lo cual podria estar relacionado con una disminucion en la sobreestimacion de los
eventos evolutivos presentes en la filogenia.

v" Se observé que la estructura secundaria de los ITS2 de triatominos consistio en un tallo
largo con cuatro dominios, con excepciones para T. mexicana con tres dominios y T.
ryckmani cuya estructura cambio mucho y se sospecha como un seudogen.

v" ND4 ha demostrado ser un marcador efectivo para la definicién de especies cercanas y
variacién a nivel intraespecifico a pesar de poseer indices de consistencia menores, pero
posee mayor resolucion de filogenias.

v Las topologias observadas con 1TS2, ND4 y evidencia combinada apoyan la designacion de
los grupos Yucatan, Petén como una especie diferente y la asocian con el género Meccus,
tal como ha sido observado para genitalia.

v Se observan cuatro grupos principales dentro del complejo de especie de T. dimidiata, los
cuales pueden ser considerados como especies diferentes. Algunas en particular como el
grupo de T. hegneri con las poblaciones de Veracruz, necesitaran mas muestreo y analisis
para su determinacidn, pero ya es posible su separacién como T. maculipennis.

v Se observa la convivencia sin competencia de T. hegneri y T. dimidiata y sin variacion
molecular, dentro de la isla de Cozumel lo cual sugiere se revise la descripcion como nueva
especie para T. hegneri.

v El polimorfismo encontrado en la peninsula de Yucatan para T. dimidiata sugiere que
podria tratarse de méas de un taxa conformando el complejo de especie o simplemente de
plasticidad para la especie; No obstante, mayor cantidad de estudios y muestreos es
necesario para determinar que fenémenos se estan dando en la peninsula.

v Se observa diferenciacion de los grupos de Lanquin y San Luis en Petén en Guatemala; esto
podria indicarnos que existe movilidad entre cuevas de este grupo diferenciado.

v'T. hegneri, puede presentar individuos hibridos que se asocian con T. dimidiata sin
embargo esto no puede ser aseverado ya que hay otros factores que pueden estar
influenciando en la aparicion de individuos en posiciones no esperadas como copias

multiples de genes que no se han homogenizado.
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v

El sesgo nucleotidico observado para ambas matrices es similar, por lo cual puede
descartarse que haya alguna influencia de este factor sobre las mismas.

La matriz de ND4 presenta pocas variables de sitio de 3 y ninguna de 4, lo cual le da
soporte como una matriz sin posible influencia de saturacion mutacional.

Se observé mayor cantidad de eventos recombinantes para ND4 que para ITS2, evento ya
observado en alacranes con anterioridad.

Los factores que no pudieron ser descartados y que por lo tanto pueden influenciar sobre la
topologia observada son hibridacion, recombinacion y copias multiples de genes.

Se observa la existencia de polimorfismo en ITS2 dentro de un mismo individuo lo cual
parece apoyar la hipétesis de la existencia de copias multiples que no han sido
homogenizadas y causantes de paralogia.

La utilizacion de 1TS2 para estudios filogenéticos a nivel de especies muy cercanas no es
recomendada pues es dificil diferenciar cual es la causa de paralogia.

No se logré observar una correlacion entre la distribucién de los haplotipos y las unidades
morfotectonicas, esto puede deberse a lo mencionado por Dujardin de la existencia de
relaciones epigeneticas que permiten que los cambios morfolégicos se den rapidamente

mientras los genéticos no sean evidentes.
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12.RECOMENDACIONES

v La revisién mas detallada de la presencia de copias multiples de genes y de seudogenes
tanto en ITS2 y ND4, para evitar el problema de falsa sefial filogenética proporcionada por
los mismos.

v’ Seguir analizando la evolucién de ITS2 para la posterior codificacion de Gaps y motivos
(SSRs, STRs, reversiones, etc.) de forma mas eficiente.

v/ El andlisis de la evolucion paralela del codigo genético mitocondrial que existe en Triatoma
dimidiata y si existe alguna posible relacion con su capacidad de resistencia a insecticidas,
grado de invasion a la vivienda humano y grado de infeccion con Trypanosoma cruzi.

v El estudio de la distribucion de los grupos encontrados por técnicas mas eficientes como
filogeografia.

v La realizacién de un mayor muestreo de la peninsula de Yucatan, ya que esta parece ser un
area compleja de hibridizacion y especiacion.

v/ La busqueda de otros marcadores moleculares mas eficientes para el estudio de las

relaciones filogenéticas de los miembros del complejo de T. dimidiata.
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14.ANEXOS

14.1. Recetas para elaboracién de MMx para cada cebador.
ITS?|1R= HD4 (1R=
15 .4 16.0
1 5.0 B 1= E.0
W | 3mia 2.0 S0mi | 3mi 2.0
m|zoounatd| 0.1 omka [zooumd| 0.2
mal | 40pmal n.4 100 pmel |40pmal | 0.1
mal | 40pmal n.4 100 pmel |40pmal | 0.1
i n.z 1 n.1
jauks 1.5
25.0 25.0
14.2. Distribucion de Triatoma dimidiata

= u;a'rl = o

T
120

108 90

Fuente: WHO, 2004
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14.3. Distribucion de las muestras en el estudio

Distribucién de muestras de estudio. (Sps=Especie) Spsl: TdYucatan-Petén. Sps2: Td Lanquin Sps3:Td=Triatoma dimidiata Sps4:T. hegneri
Sps5:T.mexicana. Sps6:T. nitida Sps7:T.longipennis Sps8: T. pallidipennis Sps9: Dipetalogaster maxima.
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14.4. Tabla de Secuencias del Genbank.

Especie Lugar Pais N° de Ascencion Clave Propocionadas por
ITs2 T.maculipennis santaMana, | oo AJ582027 TmagbMoO |  BarguesM.D.
Magdalena
T. gerstaeckeri Ta Ch%%:g'sis‘l'u's México AM286734 TggbMx00 Bargues,M.D.
San Pedro
Totolapan, -
M.phyllosoma Oaxaca. O El México AJ286881 MphgbMO00 Bargues,M.D.
Camaron, Oaxaca
M.mazzotti Oaxaca México AJ286885 MmzgbMO00 Bargues,M D.
M.pallidipennis Morelos México AM286729 TpMxOMO00 Bargues,M.D.
M.bassolae Acatlan, Puebla México AM286724 MbgbMx00 Bargues,M.D.
T.nitda ElProgreso Guatemala AM286733 TnGtCh00 Bargues M D.
T. dimidiata Quiche tdH4 Guatemala AM286696 Tdgbsep4 Bargues,M.D.
T. dimidiata Yoro Honduras AM286701 TdgbHYH9 Bargues,M.D.
T. dimidiata Agua Zarca Guatemala AM286695 TdghGAH3 BarguesM D.
T. dimidiata Yoro Honduras AM286694 TdgbH YH2 Bargues,M.D.
T. dimidiata | Guayaquil Ecuador AM286697 TdgbEGH5 Bargues,M.D.
T. dimidiata Madriz NICARAGUA AM286699 TdgbNMH7 Bargues,M .D.
T. dimidiata PNV Guatemala AM286700 TdgbGVH8 Bargues,M.D.
T. dimidiata Sucre Colombia AM286706 TdgCSH14 Bargues,M.D.
T. dimidiata Chiriqui Panamé AM286708 TdgPCH16 Bargues,M D.
T. dimidiata Boyaca Colombia AM286703 TdgCBH11 Bargues,M.D.
T. dimidiata Oaxaca México AM286715 TdMVAL18 Bargues,M.D.
T. dimidiata Hidalgo México AM286728 Tmxgb YOO Bargues,M D.
T. dimidiata Oaxaca México AM286715 TdgMOH23 Bargues,M.D.
T. dimidiata Colima México AM286716 TdgMCH?24 Bargues,M.D.
T. dimidiata Hidalgo México AM286714 TdgMHH22 Bargues,M.D.
T. dimidiata Oaxaca México AM286713 TdgMOH21 Bargues,M.D.
T. dimidiata Yucatan México FJ197150 TdgMYH28 Bargues,M.D.
T.hegneri h1 Cozumel México AM286726 ThgbMCO00 Bargues,M.D.
T.mexicana Hidalgo México AM286728 TMxYc000 Bargues,M.D.
ND4
- . Harris,K.D. and
M.pallidipennis yoro Honduras AF436860 TpgbMx00 Beard.C.B.
e . Harris,K.D. and
M.pallidipennis yoro Honduras AF436860 TpgbMx00 Beard,C.B.
. . Harris,K.D. and
M.pallidipennis yoro Honduras AF436860 TpgMCHO04 Beard,C.B.
. . Harris,K.D. and
M.pallidipennis yoro Honduras AF436860 TpCMMEX6 Beard,C.B.
- ] . Harris,K.D. and
M. pallidipennis Yorito, Yoro Honduras AF436860 MpCMMEX9 Beard.C.B,
- . Harris,K.D. and
M.pallidipennis yoro Honduras AF436860 TpgMCMO03 Beard,C.B.
T. dimidiata Mexico veracruz |  México AF454684 TdGtsroo | HarmisKD. and
Beard,C.B.
- Santa Rosa, Harris,K.D. and
T. dimidiata Guatemala Guatemala AF454692 TdgGSRO0O Beard.C.B,
. . ) Harris,K.D. and
T.infestans - Brazil AF454700 TighBr0O Beard,C.B.
. . . Harris,K.D. and
M. pallidipennis Yorito, Yoro Honduras AF436860 MpgMCMO1 Beard C.B.
- . " Harris,K.D. and
M. pallidipennis Yorito, Yoro Honduras AF436860 MpgMCHO04 Beard,C.B.
. . ) Harris,K.D. and
M. pallidipennis Yorito, Yoro Honduras AF436860 MpgbMx00 Beard,C.B.
. : . i Harris,K.D. and
M. pallidipennis Colima México AF436861 MpgMCMO02 Beard,C.B.
I - Harris,K.D. and
T. dimidiata Veracruz México AF454684 TdgHTgO1 Beard,C.B.
- . - Harris,K.D. and
T. dimidiata Yucatan México AF454698 TdgMxY03 Beard.C.B.
- - Harris,K.D. and
T. dimidiata Veracruz México AF454684 TdgMXVr0 Beard,C.B.
- Harris,K.D. and
T. dimidiata yoro Honduras AF454688 TdgHYro0 Beard.C.B.
Tabla conteniendo la informacion de las secuencias obtenidas en Genbank para cada uno de los marcadores

con su nimero de ascension.
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14.5. Evidencia de Evolucion paralela en el cédigo genético

Anadlisis obtenido con GenDecoder para una secuencia de ADN mitocondrial donde se observa el
cambio de serina a lisina en el codon AGG
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14.6

) Alineamiento secuencias de ITS2.

40 50

E:auummrﬂn AT ARARA RARTTTCTTT ARATTTTATATA ITIT ATARATATATA  TTMEARAITITCTOTTITCCACK TTTATITTITTGITACRAS
BAEAL BT BRRRA - RRTTTCTITT ARATITTATATR e ATARATATATA - TTHEAAARITITCTOTTUTCCACR TITATITTOITRITACAAD
BARAATIAQRRATITTITTAT ARARA RATTTCTTT ARATTTTATATR =T ATARATATATA  TTOMIARRITITCTOTTITCCACE TTTATITIITTGITACRAS
EBARALT, T BAR- - - BRARTTICT AATTTTATATATA TTIT RCA-ATATATATATTIIAAAITTTCTOTTOTOCACA TITATIT JCTOITRARAD
RAARAATRAQRRATITITY IT AR ARTTICT AATTTTATATATA TTIT RCA ATATATATATTOARAITITCTOTTITCCACR TTTATIT JCTGITARRAS
BAEALT, by BRR- - - BRTTTCT AATTTTATATATA ITIT RCA - ATATATATATTOERAN & TTTATIT JCTGITARRAS
AARALTARDARA T A& AETTTOT AATTTTATATATA TEIT adh ATATATATATTOAAAITITCTOTTITOCACR TITATIT GCTOITAARAD
RARAATRRARRATITITYT TTITT - ARRAR ARTITICO AATTTTATATATA TTIT BAR - ATATATATATTIEAARITTTCTOTTOTOCH TITOTT J TOATICRAD
RAAAATRRARRATITITY TTITT RRARE RARTTTCR AATTTTATATATA TTIT ARA ATATATATATTOARAITITCTOTTITCCACRATITGTT J TOATACRRAS
RARAATRRARRATITITY TTITIT ARAR TTICE AATTTTATATATA ITIT BRRCATATATATATTIEAAARITITCTOTTITCCACAATITONT d TOATICAAD
BAEALTAROARAS ITITT ARAE - - RATTTCTAT ARATTTTATATATA TTIT ATATATATATATTOUAAAITTTCTOTTOTOCACA TITATIT JITGITACRAD
EBARALTARDARAS TEITT - ARAR - ARTTICTAT ARATTTTATATAIR TTIT ATATATATATATTOAAAITTTCTOTTOTS: TITTATIT JITGITACRAD
RARARTRRQRRATITITYT TTITT ARAE - RATTTCTAT ARATTTIATATATA TTIT ATATATATATATTO(AAATTTITCTOTTITOCACA TITATIT JITGITACRAD
BAEALT, ITITT - ARR- - ARTTICTAT ARATTTTATATAIR ITIT ATATATATATATTORAAN & TTTATIT JITGITACRAS
RARAATRRARARATITIOYT TTIT ARARA RATTTCTAT ARATITTATATATA TTIT ATATATATATATTOUAAATTITCTOTIOTOCACA TITATIT JITGITACRAD
EBARALTAROARAS T BARRA - RRTTTCTAT ARATITTATATATA TTIT ATATATATATATTOGAARITITCTOTTITOCACA TITATIT JITOITACRAD
RAARAATARARRATITITT ITIT ARARA RATTTCTAT ARATTITIATATATA TITIT ATATATATATATTORAARITITCTOTTITCTACA TITATIT JTTOITACRAD
RARAATARAAARATTTITY TEITT  AARA  AATTICTAT ARATITTATATATR TUTIT ATATATATATATTORAAATTITCTOTTITOCOACA TITATIT JITOATACRAT
RARAATRRARRATITITYT TETET ARAE - - RATTTCTAT ARATTTTATATATA TTIT ATATATATATATTOUAAATITTTCTOTTITOCACA TITATIT JITEITACRAD
RARAATRRARRATITITYT TTITT  ARA - ARTTICTAT ARATITTATATAIR TTIT ATATATATATATTOAAAITITCTOTTOTS: TITTATIT JTTOITACRAD
RARAATRRQRRATITITYT TTITT ARAE - RATTTCTAT ARATTTIATATATA TTIT ATATATATATATTOUAAATTTITCTOTTITOCACA TITATIT JITGITACRAD
BAEALT, ITITT - ARRR - ARTTICTAT ARATTTTATATAIR ITIT ATATATATATTIGAAAITITCTOTTITOGACR TITATIT OTTGITACAAD
RARAATRAARRATITIOY TTIET BARAE - - RATTTCTAT ARATITTATATATA TTIT ATATATATATATTOAAATITITCTOTTOTCCACA TITATIT ThC)
EBARALTAROARAS TTITT - ARRR  ARTTICTAT ARATTTTATATAIR ITIT ATATATATATATTORAAR TITATIT JTTOITACRAD
EAAALTARDRRAS ITIT AR AATTICTAT ARATITTATATATR T ATAT TATATATATTOARAITITCTOTTITCCACE TTITATIT JTTGITACRAD
RAARAATTAARAATITT RITITIT AR AT T AT AR R T T T A T AT A T AT A T T T T T T ATARATATATATATATTO(RAAN & COTTTIT JCTTITACRAS
RARAATRRARRATITITY TETTIT ARAAR AARTTICTAT RRATOTTATATA =T ATATATATATTIGAAAITTTCTOTTITOCACK TTTATIT JITOITACAAD
EBARALT, STITTTT TTITIT ARAAR ARTTICTAT RRATOTTATATA T ATATATATATTOGARATTTTCTOTTOTD TTTATIT JITOITACRAD
RARAATARIARATTTITYT TTITIT ARAAR AATTICTAT ARATOTTATATA I ATATATATATTORAAAITITCTOTTOTOCACA TITATIT GITOITACRAS
BAEALT, TITTET ITITIT ARAAR ARTTICTAT RRATOTTATATA T ATATATATATTIGAAATATTCTOTTITOCACK TITATIT OTTGITACAAD
RARAATRAQRRATITIOYT TTIET ARARARRATTTCTAT ARATOTTATATATATAITIO ATATATATATATTOUAAATTITCTOTIITOCACA TITATIT JITGITACRAD
EBARALTAROARAS TTITT - ARRRARARTTICTAT ARATTTTATATATATAITIV ATATATATATATATTIIAAARITITCTOTTOTOCACA TITATIT JTTGITICRAD
RAARAATRAQRRATITITY TTITT ARARARRATTTCTAT ARATTITTATATATATAITIO ATATATATATATATTOGARAITITCTOTTOTCCACR TTTATIT JTTGITACRRS
RARARTRARARRATITITT ITIT BARRA - BRATTTCTAT ARATITTATATATA ITIT ATATATATATATTORAARITITCTOTTITCIACE TITATIT JITOITACRAD
BAEALTAROARAS ITIT ARARA - RATTTCTAT ARATTTTATATATATAITIV ATATATATATATTOUARATITTTCTOTTITOCACA TITATIT JITEITICRAD
RARARTRRIARATITITYT TTIT BARRA - ARTTTCTAT RITIT ATATATATATATATTIIAARITTTCTOTTOTOCACA TITATIT JITGITICRAD
RARARTRAGARA TTITT ARAR - AN AT ATATATATATAT TG RAARTTTTICTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTRETGCAAT
AARAATAAGARATTTITT TTITTIT ARAR AT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCACA TTTATTT GTTRETGCAAT
AARANTAAGARATTTTITT TTITT ARAR ATATATATATTGRAARTTTTCIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETGCAAT
RARAATRACARATTTTTT TTTTT — ARAR ARTTTCTAT ARATTTTATATATATATTIT ATATATATATATIGRAARTTTICTGTTETCCACA TTTATTT GTTROTECHAT
AARAATAAGARATTTITT TTITT ARAR - AARTTTATAT ARATTTTATATATA ~TTIT ATATATATATATTGRAAATTTTCTGTTGTCCAC - TTTTTTITTIGTTRATACKAT
ARARAATAAGARATTTTTT TTIT ARARA  AATTTICTAT ARATTTTATATATATATTIT ATATATATATATTGRAAATTTTTTGTGATCOCCA TITTTTIT GTGRGGECGAR
AARANTAAGARATTTITT TTITT ARAR  ARTTICTAT ARATTTTATATATATATTIT ATATATATATATATTGRARARTTTTCIGTGATCCACA TTTATTT GTGGGEACHAT
AARAMRTAAGARATTTITT TTITITITAA AKTTTCTAT ARATTTTATATATA TTTTIT ATATATATATATCGEAAATTTTICTIGTTGOCOCC TTTTTITTIGTTRATACKAT
RARAKRTRAGARATT ATTTTIT ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATTT AT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTICTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTGETACKAT
AARAKRTAAGARATT ATTTTTIT ARARATARTTICTAT ARATTTTATATAT. TTTY ATAT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCALCA TTTATTT GTTRETACKAT
RARANTRAGARATT ATTTTTT  ARARATARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT A TATATATTGRRARTTTTCIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAT
RARANTAAGARATT ATTTTTT ARARATARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT ATATATATATATATTGRAARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAT
RARAKNTRAAGARATT ATTTTTIT ARARATARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATAT TG RAARTTTTCTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTRATACKAT
RARARTRAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTIT A AT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCALCA TTTATTT GITGETACKAT
RARAKTRAGARATT ATTTITTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTY ATATATATATATAT T RRARTTTTCICT TG TCCALA - TTTATTT GTTCETACRAT
RARAKRTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATATTGRAARTTTTCTGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAT
RARAKRTRAAGARATT ATTTTTITT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTICTICTTGTCCACA - TTTATTT GTTGATACKAT
AARAKRTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATOTATTIT ATAT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCALCA TTTATTT GTTRETACKAT
RARANTRAGARATT ATTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT A TATATATTGRRARTTTTCIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAT
RARAKTAAGARATT ATTTTTT ARARATARTTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT ATATATATATATATTGRAARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAT
RARAKNTRAAGARATT ATTTTTTITARA ~TARTTICTAT ARATTTTATATAT. TTTT AT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTRATACKAT
RARARTRAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCACA TTTATTT GITGETTCAAC
RARANTRAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT ATATATATATATAT TG RRARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAC
RARAKRTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATATTGRAARTTTTCTGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAT
RARAKRTRAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATA ~TTTT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTICTICTTGTCCACA - TTTATTT GTTGATACKAT
AARANTAAGARATT ATTTTTTT Ahih TARTTICTAT ARATITTA TTTT ARTTTICTGTTGTCCACA TTTATTT GITGGTACHAT
RARANTRAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATGTTATATATATATTTT AT AT AT A TATATATTGRRARTTTTCIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAT
RARANTAAGARATT ATTTTTT  ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATTTT ATATATATATATATTGRAARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAT
RARAKNTRAAGARATT ATTTTTT ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATAT TG RAARTTTTCTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTRATACKAT
RARARTRAGARATT ATTTTTT ARARATAARTTICTAT ARATGTTATATA 'WTTTT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTCTTGTCCACA TTTATTT GITGETACKAT
RARANTRAGARATT ATTTTTIT  ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATTTT AT T AT A TATATTGRAAATTTTCTGTTGTCCACA TTTATTT GTTGATACKAC
RARAKRTAAGARATT ATTTTTT ARARA ARTTTICTAT ARATCTTATATATATATT AT AT AT ATATATAT TG RAARTTTTCTCTTGTCCACA TTTATTT GTTRETACKAT
RARAKRTRAAGARATT ATTTTIT ARARATARTTICTAT ARATGTTATATA TTTY AT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTICTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTGATACKAT
AARAKRTAAGARATT ATTTTTIT  ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATTIT ATATATATATAT TG AAATTTTICTGTTGTCCACA TTTATTT GTTGATACKAC
RARANTRAGARATT ATTTTTT  ARARATARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT A TATATAT TG RRARTTTTCIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAT
RARANTAAGARATT ATTTTTT  ARARATARTTTICTAT ARATGTTATATATATATTTT AT ATATATATATATTGRAARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACKAC
AARANTAAGARATT ATTTTITT ARARATARTTICTAT AAATGTTATATATATATITT ATATATATATATIGHRAAATTTICTGITUTCCACA TTTATTT GITGGTACAAS
RARARTRAGARATT ATTTTTT  ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATTTT ATAT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTCTTGTCCALCA TTTATTT GITGETACRACT
RARANTRAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATGTTATATATATATTTIT AT ATATATATATAT TG RRARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRACT
RARAKRTAAGARATT ATTTTTT  ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATATTGRAARTTTTCTGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRACT
RARAKRTRAAGARATT ATTTTIT ARARATARTTICTAT ARATGTTATATAT. TTTe ATATATATATATAT TG RAARTTTTICTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTGETACRAT
RARAARTAAGARATT ATTTTTITT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTIT ATAT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRAT
RARANTRAGARATT ATTTTTT  ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATTTIT AT AT AT A TATATAT TG RRARTTTTCIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRAT
RARANTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATATTGRAARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRACT
RARAKNTRAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATAT TG RAARTTTTCTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTGATACRAT
RARARTRAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCALCA TTTATTT GTTGETACRAT
RARANTRAAGARATT ATTTTTIT  ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATTTIT AT ATATATATATAT TG RRARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRACT
AARANTAAGARATT ATTTTTT ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATITY ATATATATATATATTGRAARTITTCTIGTIGTCCALA TTTATTT GITGGTACRAS
RARAKRTRAAGARATT ATTTTTTT ARAR ARATTTTATATATATATTIT ATATATATATATAT TG RAARTTTTICTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTGETACRAT
AARAKRTAAGARATT ATTTTTTT ARAR AT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCALCA TTTATTT GTTGETACRAT
RARANTRAGARATT ATTTTTTT ARAR AT AT AT A TATATAT TG RRARTTTTCICTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRAT
RARANTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT ATATATATATATTGRAARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETTCRAC
RARANTRAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATAEAEATATTTT AR ATATAt ATAT TG RAARTTTTCIGTTGTCOCCA - TTTATTT GTTRATACRAT
RARARTRAGARATT ATTTTTTT ARAR TARLTTICTAT ARATTTTATARAEATATTTT AR AL ATALATATTGRAARTTTTCTGTTGTCOCOS TTTATTT GITGETACRAT
RARANTRAAGARATT ATTTTTIT ARARATARTTICTAT ARATGTTATATATATATTTIT AT ATATATATATAT TG RARARTTTTCIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRAC
RARAKRTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATATTGRAARTTTTCTGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRACT
RARAKRTRAAGARATT ATTTTTITT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT ATATATATATATAT TG RAARTTTTICTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTGETACRAT
AARAKRTAAGARATT ATTTTTITT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTIT AT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCALCA TTTATTT GTTGETACARAT
AARANTAAGARATT ATTTTITTT Ahih TARTTICTAT ARATITTA ITTT ATAT AT ARTTTICTGTTGTCCACA TTTATTT GITGGTACAAS
RARANTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATATTGRAARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRACT
RARAKNTRAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATAT TG RAARTTTTCTIGTTGTCCACA - TTTATTT GTTGATACRAT
RARARTRAGARATT ATTTTTTT ARAR TAARTTICTAT ARATTTTATATA 'WTTTT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCALCA TTTATTT GTTGETACRAT
RARANTRAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTIT AT ATATATATATAT TG RRARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRACT
RARAARTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATAT TG RAARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRAT
AARAATAAGARATTTTITT TTIT ARARA ARTTICTAT ARATTTTATATATATATTIT ATATAT A TATATAT TG RAARTTTICTIGTTGTCCACA TTTATTT
AARAKRTAAGARATT ATTTTITT ARARATARTTICTAT ARATTTTATATATATATTIT AT AT AT A TATATAT TG RAARTTTTCTGTTGTCCALCA TTTATTT GTTGETACRAT
RARANTRAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT A TATATAT TG RRARTTTTCIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRAT
RARANTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT ATATATATATATATTGRAARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRAT
RARAKNTRAAGARATT ATTTTTTT ARARATARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATAL TG RAARTTTTCTIGTTGTCOCCA - TTTTTTT GTTGATACRAT
AARANTRAAGARATT ATTTTTTT ARih TARTTICTAT ARATTITTATATATATATTITT ATATATATATATAT TG RAARTT TTCTGTTGTCCALA TTTATTT GITGGTACAAS
RARANTRAAGARATT ATTTTTITT ARARATARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT A TATATAT TG RRARTTTTCIGTTGTCCALCA TTTATTT GTTGETACRAC
RARAKRTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT AT AT ATATATATTGRAARTTTTCTGTTGTCCACA TTTATTT GTTGETACRAT
RARAKRTRAAGARATT ATTTTITT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATAT. TTTe ATATATATATATAT TG RAARTTTICTGTTGTCCACA TTTATTT GITGATACAAC
AARAKRTAAGARATT ATTTTTITT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTIT ATATATATATATATTGRAARTTTTICTGTTGTCCACA TTTATTT GITRATGCAAC
RAaRARTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT ATATATATATATATTGHRAAATTTTCIGTTGTCCACA TTTATTT GITGGTACARAC
RARANTAAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT AT ATATATATATATTGRAARTTTTICTIGTTGTCCACA TTTATTT GITGETACARAC

F!l].ll.l- TRAGARATT ATTTTTTT ARAR TARTTICTAT ARATTTTATATATATATTTT ATATATATATATAT TG RAARTTTTCTIGTTGTCCACA TTTATTT GITGATACAAC
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D=MxBCdn ATARARCAA TEATCTACG ATTT
CmstBoAb ATARARCAA -TGATCTACG ATTT
Trgbarll ATARARCRARTGATCTACT
Tngbaril PCTCARGTATAGTAGTGAARTGTT ATARARCRARTGATCTACT
Trazchid PO TCARGTATASTAGTGAANTGTT e ATARARCRANTIATCTACE
Tnctchis T ATARARCAARTGATCTACT
TratPgld TIC-T RATARCRCRA-TGATCTACC ATTT
TretPglld GIGERAR CTIC T RATARCRCRA TAATCTACC ATTT
Troepgls MCTCARGTATAGTAGTGAARTGTT G- CORCGGRAGARARARARTITTT CGCATCTAEGCAATGICTRGRCREATTITITT CITC T RATARCARCRA TGATCTACC ATTT
Tlgt PCTCARGTATAGTAGIGAARTGTT GATGACAGRAGARARA - -~ TTTTTT ~CGCATCTAEGCATICICTGGGCG ATTTITITACTTIC TT GT - ~ATARARCAA -TGATCTAC RATTC
Tlmxdl DCTCARGTATAGTAGTGAARTGTT GATGACAEAAGARARA TTTTTT CGCATCTREGCATTIGICIEGECG ATTTTITTACTIC TT GT ATARARCRA TGATCTAC RATTIC
T CTIC TT GT  ATARARCRA TEATCTAC RATTC
=171 CTTC-TT GT -~ ~ATARARCAA -TGATCTAC RATIC
TlaxIll0 CTTC TT GT - ATARARCAA TGATCTAC RATTC
B CTIC TT GT ATARARCRA TGATCTAC RATTT
B CTTC TT GT  ATARARCRA TAATCTAC RATTT
TEMCMT 4 GTGRAR TTTIIT CTTC-TT GT -~ ~ATARAACAA -TEATCTAC RATTT
o) TOTCARGTATAGTAGTGAARTGETT GATGRCAGRAGARARA TTTTIT CGCATCTAGGCATTGICTIRGECG ATTTTITTTACTIC ITT GT ATARARCRA TEATCTAC RATTT
Feat DOTCARGTATAGTAGTGAARTETT GATGACAERAGARARA TTTTTT  CGCATCTREGCATTGICTEGECE ATTTTTITTACTIC TT GT ATARARCRA TGATCTAC RATTIC
Tpogh A GIERARTGTT GAaTERCAGRAGARARA TTTTTT CGCRTCTREGCATTGICTEGRCG ATTTITTITTACTIC TT GT ATARARCRA TGATCTAC RATTC
i GTATAGTAGTGRARTGTT TER TTTTTT CGCATCTREGCATTIGICTEGRCE ATTTITITTACTIC TT GT ATARARCRA TGATCTAC RATTC
—'!" ETATAETAGTEAALTETT GATEACLERAGARARA TITTTT COCATCTARGCATTGTICTERGECE ATTTITTTACTEIC TT 4T ATARARCRA TEATCTAC RATTT
B I_‘ GTATAGTAGTGRARTGTS GATGER TITETT CGCATCTREGCATTIGICTEGRCE ATTTTTTTACTIC TT GT ATARARCRA TGATCTAC RATTIC
g9 TETCARGTATAGTAGTGRARTGTT GATERCAGRAGARARA TTTTTT  CGCATCTREGCATTGICTEGECE ATTTITITTACTIC TT GT  ATARARCRA TGATCTAC RATIT
gk A TCARGTATAGTAGTGRARTGTT GA TETT T TTCGCATCTABGCATAGTICTRERCE ATGTTTTT CTT ATARARCRA TGATCTAC ~ATIT
TmxE GTACRETAGTGRARTGTT SROCRGRAGARLES TITTTT CGCATCTARGGCRAS G ATTTTTTTACTIC TTT SR ARCRA TEATCTACT ATTC
TExTclid GTACAGTRAGTERARTGTS Chahnhahin TTTTTST CGCRTCTRAEGCRATGICTRGECE ATTITITTACTIC TTT SA ARChRA TEATCTACT ATTC
TExEcldT TOTCARGTACAGTAGTGRARTGTT ShChARARARALA TTTTTT CECATCTREGCRATGICTRGRCE ATTITTTTACTEC TT GTTT ARARCRA - TGATCTACT ATTC
Tex¥clid TeTCARGTACAGTAGTGRARTGTT SRCRGRARGRARA TETTTT CECATCTREGCRATGICTRGRCE ATTITITTACTIC TT GITT ARARCRA TGATCTACT ATTC
Tmx ] ACAGTAGTERARTGTT GATERCAGRAGARARA TITTTT COCATCTREGCRATGICTEGRCG ATTTTITTACTIC TT GTTT ARARCRA TGATCTACT ATTC
TEFEPLz] POTCARGTATASTAGTGAANTGTTT ATGACAGAAGARARA TITETTT CECRTCTREGCATIGICTRGRCE ATTITITTAC G@T  ATARARCRA TEATTTAC TTC
TEGLPFLA TETCARGTATAGTAGTGRARTGTTT ATERCAGRAGARARA TTTTTT  CECATCTREGCATTIGICTRGRCE ATTTITITTACTICON @7 ATARARCRA TGATCTAC RATTIC
Thataozd 3 TETCARGTATAGTAGTERARTGTT GATERCAGRAGARARA TTTTTT CECATCTREGCATTIGICTRGRCE ATTITITTACTIC T @T ATARARCRA TGATCTAC RATTIT
TdgHYH2{ TCTCARGTATAGTAGTGRARTGTTT SRCLGRAGARLLSL TTTTTT COCATCTREGCATTGICTRGRCE ATTTITTITACTIOON  GT ATARARCRA TGATCTAC RATTC
PCTCARGTATAGTAGTGAARTGTTT ATGACKGRAAGARARA TITTTIT CGCATCTAGGCR ATTTITITACTITCOCT GT ATARARCRA TEATCTAC RATTC
TdgMYHIE mm‘lmﬂmm ATOACARARIARRAR ITITIT  COCATCTABICATTOTCT RO TTTITITAL aT - -RATARAL TAATCTAS RATTC
TAMYHIS GTATRATACTRARATITET ATOACABARGARRRR TITEIT  COCATCTABICATTOTCTRASCE ATTTITITROTTOLT AT - ATARAARCAR TIATCTAC ARTIC
TAgMYHIL PCTCARGTATRITASTRARATATTET CABARQARRAR TITEIT  COCATCTAGICATTOTCTOOOS ATTITTTTAL T - -ATARARCAR -TAATCTAL RATTC
T FEI0 AOTCARGTATASTSA TITTT ATGACARARGAARAA TFIFIT  COCATOTAGICATROTCTRISSE ATTTITITALTROLY 4T ATARARCAR TIATCTAS ARTTC
] a4 GTATRATACTRARATITT GATOACARARRRRRAR T ar TRAARR
TAITPEHS TATARGAEARARGT - SATRACACARARRRARAL - TIITT
TAITPELL MCTCAASTATAGALREAGARATAT 3 TATAACARARARARAR -TITTIT
Thw=e0l PEPCARGTEAS GRELAL ATERCAGRRGARARA TETETT
Tl 07 GTATRATACTRARATITTT ATOACAGARGARRRR TIITTIT
ThaiwSel3 GTATRATACTRARATITET ATGACAGARGARRRR TITEIT
ThabwSe 04 PCTCAAGTATAITASTOARN TEACABARGARRAR TITTIT
Thobasio ACTCAAGTATASTASTRARATATTT ATGACABARGRARARA TITTIT
nfﬂﬂz ACTCAAGTATASTASTGARATATTT ATGACABARGRAARR TITETE
1156062 MCTCAAGTATAGTASTRARAATATTT ATGACABARGARARA TIITTIT
;mﬂg ACTCAASTATASTASTRARATATTT ATGACABARGARARR TITTTT
TdgbaaHI ACDCAAGTATASTASTRARAATATTT ATEACABARGARARA TITTIT
TdgbHYHT GrATRATAOTOARATATTT ATEACARARGARRALR TTITIT
1 5 GTATRATAGSTRARATITET ATGACAGRAGARRRA TITEIT
TdgEECHE PCTCAAGTATASTAGTOARN TEACABRAGARRAR TITTIT
Togkang ] ACTCAAGTATASTASTRARATATTT ATGACABARGARARA TITTIT
TdgbaTHE AETCAASTATAGTAGTRARATATTT ATGACARARGARRLR TEEETY
Ty 10 PCTCAAGTATASTASTRAAATATTT ATGACABARGARARA TIITTIT
= H14 TRITH TATIT ATGACAGRASARRRR TITTTT
TAIPCH1E ACDCAAGTATASTASTRARATATTT ATGACABARGARARA TETTIT
TdgPCH1T GFREAALTATET ATGACAGARGARARA TIFFTT
TAICEH1L GTATAGTAGTRARATITET ATGACAGRASARARA TITEIT
TAZCEH1S ACTCAAGTATASTASTGAAATATTT ATGACABARGARARA TITTIT
TAIMVHIE AETERAAATATTT ATGACAGARGARARA TITTIT
TlgMOHE 3 GTATAGTASTOARATITTT ATGACAGRAGARARA TITTTT
TAMEHIA PCTCAAGTATASTASTRAAATATTT ATGACABARGARARA TITTTT
TAIMVHID TATTIT ATGACAGRASARRRR TITITT
TAIMHHZZ A DCAAGTATASTASTRAAATATTT ATGACAGARGARARA TIITTIT
TdguGHIL GTATAGTAGTRAAATITET ATGACAGRAGARARA TITTIT
mig CrATAOTACTEAAATOTTT ATEACAEARRGARARR TTITIT
T 1x] TETCALGTATAGTAGTELMALATITTT ATGACAGRAGARARA TITRTT
TETRIL GFTATAGTRAGTEAARL ATELRCLELAGALALA TITRTT
TETTRdd TETCARGTATAGTAGTELMALTITTT ATEACAERARALALL TITETT
TETT0S TOTCARGTATAGTAGTERALTGTTT ATGACAGRAGARALA TITTIT
TdatEell TOTCARGTATAGTAGTERAL ATEARCLELRAGALALA TITRIT
TdaTgcis TOTCALGTATAGTAGTELMAATITTT ATGACAERAGARARA TETRTT
Tdatgell I GTATAGTAGTGRALRTITET ATGACAGRAGARALL TETRTT
TaETGeld TOTCALGTATAGTAGTGAALTITTT ATGACAGRAGARALL TETTIT
TAItLoll RCTCAMGTATAGTAGTGAAL ATEARCLERAGALALA TITEIT
TAITIzl0 RCTCAMGTATAGTAGTGAANTATET ATGACMEAAGARARA TITETT
TAITIa0d TOTCARGTATAGTAGFTEAAL ATFLRCLERAGALALL TITEIT
TEITPCHE TOTCALGTATAGTAGTGAALTITTT ATGRCAGRAGARARL TITTIT
TEITPCHA TOTCARGTATAGTAGTEAALTITTT ATGACAGRAGARARA TITRIT
T@iezTil TOTCARGTATAITR ATERCLERAGALALL TETETT
TeITPLzd I GTATAGTAGTGRARTITET ATGACAGRAGARALE TETRIT
TdIPR1E TOTCARGTATAGTAFTEAAL ATEARCAERAGALALL TETEIT
TEITFFLS PCTCARFTATAGTAFTGAANTATTT - ATGACAGAAGARALA TITEIT
Tt RCTCAMGTATAGTAGTEALL ATEARCLERAGALALL TITRIT
TEITPCHT TTTCARGTATAGTAGTEAMAATITTT ATGACCERAGARARA TITETT
TAITIRIL TTTCARGTATAGTAGTEAAATITTT ATGACOERAGARARA TETTIT
TEITIROY TOTCARGTATAGTAGTRAALTITTT ATGACAGRAGARARA TTITEIT
TdItITod TCTCARGTATAITAGTRAAL ATFRCLERAGALALL TETEIT
TAITITO ALGTATAITAGTGRAAATITTT ATGACAERAJARARA TETIT
(] TOTCARGTATAITAGTRAAL ATEFRCAERAGALALL TEIETT
TEHooTOd TCTCAMGTATAGTAFTGAANTATTT - ATGACHGAAGARALA TTITEIT
T@oITdd RCTCAMGTATAGTAGTGAANTATET ATGACMIAAGARARA TITRIT
TEIcRIO TOTCARGTATAITAGTGRAAATITTT ATGACAERAJARARA TTIETT
TdHRES11 TOTCARGTATAITAGTRAALTITTT ATGACAGRAJARARL TETTIT
TEHnSS1T TOTCARGTATAJTAGTGAALTITTT ATGRCAGRMGARLEL TITTIT
TdHRES13 TCTCARGTATAITAGTRARN ATGRCEFRAGARLLL TTTEIT
TdHnIT0S TOTCARGTATAITAGTGRAAATITTT ATGACARRAJARARL TETEIT
TAHRIT03 TOTCARGTATAITAGTGRARL ATERCAGRAJALARL T
TEHRITOZ GTATAITEGTGAALTITTT ATGACAGRMIARLLA TITTIT
TAEZFT1L ALGTATAITAGTGRAAATITTT ATGACARAAJARARL TTIEIT
TAEIFT12 TCTCARGTATAITAGTOARL TRACEGRADARARL T
TAEIFTOT TOTCARGTATAITAGTRAALTITTT ATGACAGRAJARARR TITTIT
TESRHTOL haas ATAITH TITET ATGACAGRAGARRRL TITRIT
TESRHIO2 TCTCARGTATAITAGTRAAATITTT ATGACAGARAIARARA TTIEIT TEOTCTRIGCE ATITITT ROTEC TT JITOTATARAICRRITIA TS
TdFRArdL TOTCARGTATAITAGTRAAATITET ATGACAGRAQARARR TIITIT  COCATCTRPICATTOTCTOIGCE ATTTITT ACTTC IT OTTOTATARRICAAITIATCRAC ARTTC
TdFRAra2 TCTCARGTATRITAGTOARN ATERACEGRAJARAEL TIITTIT COCATCTRPICATTOTCTOIGCE ATTTITTTACTTC IT OTTOTATARAACAA TIATCTAC RATTC
TdFRAF03 FTATRITAGTRAAATITET ATGACAGRAIARRRE TITETT  COCATCTRPICATTOTCTOIGCE ATITITT ACTEC IT JOTTOTATARRICARITIATCTAC RATTC
TECCBo0L FTATRITAGFTRAALRTITTT ATOACARRRIAEREA TITEIT  COCATCTRGICATTOTCTOINCT ATITITITACTEC IT CRAITIATITAC BATTC
TASoBE02 TCTCARGTATRITAGTOAR, TRACRGRAQARARL TIITIT  COCRATCTRPICATTOTCTOIOCE ATTTITITACTTC IT JOTTOTATARRICARITIATCRAD RATTC
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GCAGS ABSATACA GTRTATATAA TEOCAGGTTTTTCRARTICE PETATAT IO TGO T TARAACTATOTARAR - ~CAAGTATOARATAT TTCARARCAA
AT - GCRGS AGGATACA GTATATATAA TTGCAGGTTTTTCRARTIOT TOTATATIGTGTTARAACTATOTARAR  CAAGTATGARATAT TTCARARGTA
AT - GORGS - RGGATACK GTATATATAA TTGCAGGTTTTTCAARTTIOT TETTARLN ARAR - L RATAT TTCARARGTA
ATGCGCAGATAGS TGIA GTATATATAA - TTDCAGGTTTT CRARTTTITT AT CAN AR RATAT TECARARGAA
ATGCGCAGRTAEE THIA GTATATATAA- TTTCAGGTTTT CRARTTTITT ~ TOTATATIGTAT ~CAATTATOTAAAR ~TAAGTATGARATAT TGCARARGAA
ATGCOSCAGRTAGS THOA GTATATATAA TTTCAGGTTTT CRARTTTTTT - TGTATATIGTAT ~CARTTATOTARAR ~TAAGTATGARATAT TGCARARGAA
ATGCSCAGRTAGS THOA GTATATATAA TTTCAGGTTTT CRARTTTITT - TOTATATIGTAT - CARTTATOTARAR ~TAAGTATGARATAT TGOARARGAR
ATGCGCAGRTAGE THIA GTATATATAA TTDCAGGTTTT CRARTITTTTTIATATATATIOTAT ~ AAACTATOTARAR - ~CAAGTATGARATAT TTTARARGAA
ATGCSCAGRTAGS THIA GTRTATATAA TTTCAGETTTT CRARTITITITIATATATATIOTAT ~ AAACTATOTARAL - ~CAAGTATGARATAT TTTARARGAA
TGOSCRAGRTAGS GTATATATAAL TTTCAGGTTTT CRAR TAT - AAARCTATGTARAR ~CRAGTATGARATAT TTTARARGRA
TCTGTATTARACTGGTTATAC CAG TECATATACAGTAANTATAR - TTTCARGTTTTTCRARTTTT ATATTGTGT - - CakC ARAR RATAT TECARTAGRA
TCTGTATTARACTGGTTATAC ChG PECATATACASTAANTATAA  TEDCARGTTTTTCRARTTTS ATATTGTGT - - CARCTE PARAR RATAT TECARTAGAA
TCTGTATTARACTGOTTATAC CAG THCATATACAGTAANTATAA  TTTCARGTTTTTCRARTTTY ATATIGTST CAMCTATOTARAR ~TAAGTATGARATAT TGCARTAGAA
TlaeIl08 PTACTTT - GAGTTTACCRATTTT ATTATATG TCTGTATTARACTGGTTATAD CAl THCATATACASTAANTATAA TTTCARGTTTTTCAARTTTY ATATTGTOT - CAARCTATGTARAR ~TRAGTATGARATAT TGCARTAGRA

ATATTOT AARCTATOTARARA CABITTAGARATAT TTCARARGAA
ATATTIGTGT - CARCTARGTARAR - TRAGTATGARATAT TGAACTAGRA
ATATTGTOT -~ CAARCTARGTARAR ~TRAGTATGARATAT TGRACTAGRA
ATATTGTGT ~ CARCTARGTARAR - TAAGTATGARATAT TGRACTAGRA

TTUTGT - CARCTARGTARAR -~ T, TOARATAT TGAACTAGAA
ATATTIGTGT ~CARCTARGTARAR -~ TAAGTATGARATAT oy

TTUTGT - CARCTATOTARAR - T, ATGARATACCTGCARTAGRA
ATATTGTOT - CARCTATGTARAR -~ TRAGTATGARATACCTGOARTAGRA
ATATTGTGT - CARCTATGTARAR - TRAGTATGARATACCTGCARTAGRA

CARCTATOTARAR  ~TAAGTATGARATACCTGCARTAGAA
ATATAGTGTGTCCTATGTGOTATA — TAAGTGAGATATATGTGCAATAGRA
ATATTGTGT - CACCTATGTAR Th GTATGAR TACACGOGOTAGAR
ATATTIGTGT - - CARCTE PARAR RATAC TGCARTAGAA

ATATTGTST - CARCTATGOTARAR ATGARATAL TECARTAGRAA
ATATTGTST CARCTATOTARAR ~TAAGTATGARATAC TGCARTAGRAA
TTUTST - CARCTATOTARAR ~ T, ATGARATAC TECARTAGRA

ATATIUTET ~CARCTATOTARAR - ~TAAGTH GRA
ATATOSGEC - - CA- CTATGTARAR -~ TAAGTATGARATACC GCAATAGRA
ATATTGTOT -~ CARCTATGTARAR ~TRAGTA' TRGRA
ATATTGTGT - - CARCE AC - TECARTAGAR

ATATTIGTGT  CARCT RATAC TECARTAGRA
ATATTGTST CARCTATOTARAR ~TAAGTATGARATAC TGCARTAGRAA
TTOTGT -~ CARCTATGTARAR T, ATGARATAC TGOARTAGRA

ATATTGTGT -~ CARCT ARAS RATAC TECARTAGRA
ATATTGTST CARCTATOTARAR ~TAAGTATGARATAC TGCARTAGAA
ATATOGOEC -~ CACCT TRAGTA COECARTAGAA

CARCTATOTARAL - ~TAAGTATGARATACCTGCARTAGRAA
ATATTGTOT -~ CARCTATGTARAR -~ TRAGTATSARAT TRGRA
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14.7. Estructura secundaria de 1TS2 de taxa de triatominos
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