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Resumen

Triatominae es una subfamilia de Reduviidae cuyas especies se caracterizan por ser
hematofagas y tener adaptaciones morfoldgicas asociadas a este habito. Los miembros de
Triatominae son vectores (0 vectores potenciales) de la enfermedad de Chagas, enfermedad
endémica de Latinoamérica y con una alta prevalencia en las zonas neotropicales. La mayoria
de las especies de Triatominae de importancia médica pertenecen a la tribu Triatomini, que
incluye un clado representado por especies distribuidas en el norte y centro de América. No
obstante, las relaciones filogenéticas al interior de este clado de Triatomini no estan resueltas.
En este estudio se reconstruyeron las relaciones evolutivas de las especies del clado Norte-
Centroamericano de Triatomini a traves del analisis de las secuencias del genoma
mitocondrial. Se ensamblaron y anotaron 25 genomas mitocondriales a través del uso de
datos de secuenciacion masiva. Se concatenaron los 13 genes codificantes en una matriz de
nucleétidos y una de aminoécidos para realizar analisis filogenéticos con los métodos de
inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud. Con la matriz de nucleétidos se calcularon
las edades de los nodos con un reloj molecular relajado a traves de la calibracion con la
especie fosil Panstrongylus hispaniolae. Los arboles obtenidos estdn completamente
resueltos con los valores de soporte méas altos citados hasta ahora. El clado Norte-
Centroamericano divergié de las especies sudamericanas hace ~15.05 — 20.05 Ma,
probablemente gracias a la formacion del Istmo de Panama. Esto sugiere que el origen de
Triatomini fue en Sudameérica. Dentro del clado Norte-Centroamericano estan las especies
distribuidas fuera de América, asi como la especie pantropical T. rubrofasciata. Las
relaciones obtenidas apoyan la hipotesis de que el clado Eurasiatico divergié hace ~12.42 —

17.3 Ma.



Abstract

Triatominae is a Reduviid subfamily characterized by the morphological adaptations
associated with their hematophagous habit. Members of Triatominae are vectors (or potential
vectors) of Chagas disease, a disease endemic from Latin-America with a high prevalence in
the neotropics. Most medically relevant species belong to the Triatomini tribe, that includes
a clade of species distributed in north and central America. However, phylogenetic relations
inside this Triatomini clade are not well resolved. In this study, we reconstructed the
evolutionary relations of the species forming the North-Central American clade of Triatomini
by analyzing the mitochondrial genome sequences. Twenty-five new mitochondrial genomes
were assembled and annotated from massive parallel sequencing data. The 13 protein coding
genes were concatenated into a nucleotide and an amino acid matrix for phylogenetic
analyses with the Bayesian and Maximum Parsimony methods. Node ages were calculated
with the nucleotide matrix using a relaxed molecular clock through the calibration with the
fossil species Panstrongylus hispaniolae. The obtained trees are completely resolved and
with the highest support values reported so far. The North-Central American diverged from
the South American species ~15.05 — 20.05Mya probably favored by the Panama Isthmus
formation. This suggests that the origin of Triatomini was in South America. Inside the
North-Central American clade are the species distributed outside of America, as well as the
pantropical T. rubrofasciata. The relations found here support the hypothesis that states that

the Eurasian clade diverged ~12.42 — 17.3 Mya.



Introduccion

Alrededor de seis a siete millones de personas en Latinoamérica padecen la enfermedad de
Chagas o tripanosomiasis americana, enfermedad ocasionada por el protozoario
Trypanosoma cruzi Chagas 1909 y transmitida por chinches de la subfamilia Triatominae
(WHO, 2017). La transmision del parasito causante de esta enfermedad se da por contacto
con las heces fecales y orina de los individuos de Triatominae infectados (WHO, 2017) o a
través de contacto con la sangre de alguna persona infectada (Miles et al., 2003). La
transmision ocurre generalmente durante la noche, cuando estos insectos salen a alimentarse
(Dotson y Beard, 2001).

Las especies de Triatominae que tienen mayor importancia epidemioldgica en el
mundo por haber colonizado ambientes domésticos y peridomésticos son Triatoma infestans
Leconte 1855, Triatoma dimidiata Latreille 1811, Triatoma pallidipennis Stal 1872,
Triatoma phyllosoma Burmeister 1835, Triatoma maculata Erichson 1848, Triatoma
brasiliensis Neiva 1911, Triatoma guasayana Wygodzynski y Abalos 1949, Panstrongylus
herreri Wygodzinsky 1948, Panstrongylus megistus Burmeister 1835, Rhodnius prolixus
Stal 1859 y Rhodnius pallescens Barber 1932 (Lent y Wygodzinsky, 1979; Capinera, 2008).
Algunas de estas especies, como T. infestans y T. dimidiata, son de las especies mas
estudiadas en cuanto a su biologia y evolucion (Noireau y Dujardin, 2010). Los Triatominae
se distribuyen en todo el mundo, en México hay alrededor de 32 especies pertenecientes a
los géneros Triatoma Latreille 1811, Panstrongylus Berg 1979, Belminus , Dipetalogaster
Usinger 1939, Eratyrus Stal 1859, Paratriatoma Barber 1938 y Rhodnius Stal 1859 (Salazar-
Schettino et al., 2010).

Actualmente no existe una tratamiento efectivo para eliminar esta enfermedad en la

fase cronica (Guzman-Bracho, 2001; Dias et al., 2002; Dorn et al., 2007), por lo que los


https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_St%C3%A5l
https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_St%C3%A5l

programas de control vectorial que intentan reducir la prevalencia de los Triatominae son el
método mas util para frenar la enfermedad (Dias et al., 2002; Dorn et al., 2007). Los
programas de control deben de adecuarse a la especie que se intenta eliminar, debido a la
gran variaciéon en comportamientos biologicos de los Triatominae (Dias et al., 2002;
Dummonteil et al., 2004; Dorn et al., 2007). Por esta razén, es necesario plantear estrategias
de control diferenciales entre las especies segun sus habitos dentros de ambientes
domiciliarios y peridomiciliarios (Guhl, 2009).

Los limites entre especies y las relaciones filogenéticas en la subfamilia Triatominae
aun no estan bien establecidos, particularmente en la tribu Triatomini Jeannel 1919 (Ibarra-
Cerdefia et al. 2014; Justi et al. 2014; Justi y Galvdo, 2017). Estudios recientes (Ibarra-
Cerdefia et al. 2014; Justi et al. 2014; Justi et al., 2016) identificaron, dentro de Triatomini,
un clado compuesto por los géneros Dipetalogaster Usinger 1939, Paratriatoma Barber
1938, Triatoma Laporte 1832 y Linshcosteus Distant 1904, aungue las relaciones entre las
especies que lo componen aln no estan bien resueltas (Justi y Galvdo, 2017). La distribucion
de los miembros de este clado es en su mayoria en el norte y centro de América. Tanto
Dipetalogaster como Paratriatoma tienen una distribucion restringida al norte y centro de
América, mientras que entre los miembros de Triatoma de este clado, hay algunas especies
que habitan Unicamente en Asia (ej. T. migrans) y T. rubrofasciata con distribucion
pantropical (Lent y Wygodzinksy, 1979; Justi et al., 2016). Por otro lado, Linshcosteus tiene
una distirbucion restringida a India (Lent y Wygodzinksy, 1979).

Hasta ahora, la mayoria de los estudios realizados para establecer tanto los limites
entre especies de los complejos dimidiata y phyllosoma, asi como las relaciones del clado
Norte-Centroamericano se basaron en uno a seis marcadores mitocondriales y nucleares (ej.

Hypsa et al., 2002; Pfeiler et al., 2006; Bargues et al., 2008; Ibarra-Cerdefia et al., 2014; Dorn



etal., 2016). Los analisis con genomas mitocondriales completos potencialmente permitirian
obtener una mejor aproximacion a la historia evolutiva del grupo, ya que ademas de dar
informacion sobre las mutaciones puntuales, pueden dar informacion sobre el acomodo y
rearreglo de los genes (Stevens y Schofield, 2003; Duchene et al., 2011).

El objetivo principal de este trabajo es investigar las relaciones evolutivas del clado
Norte-Centroamericano de Triatomini (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) a través del
genoma mitocondrial. Para esto se caracterizara el genoma mitocondrial de los miembros de
este clado recuperados en los andlisis de Ibarra-Cerdefia et al. (2014) y Justi et al. (2014) y

se investigaran las relaciones filogenéticas y sus tiempos de divergencia.
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Antecedentes

Hemiptera Linnaeus 1758

Hemiptera es el orden més diverso de insectos no holometabolos con alrededor de 100,000
especies descritas hasta ahora (Beutel et al.,, 2014). Hemiptera incluye a especies
depredadoras, parasitas de plantas y fitofagas (Vazquez-Garcia y Villalobos, 1987; Curry,
1994) y se distribuyen en todo el mundo y habitan en muchos tipos de ambientes (Curry,
1994). Todo Hemiptera se alimenta succionando liquidos, de animales o vegetales, y la
mayoria de las especies son fitofagas (Li et al., 2017). La condicion ancestral en la
alimentacion del grupo es la fitofagia, por lo que el habito hemat6fago implicé una
modificacion en el aparato bucal y en el digestivo (Carcavallo et al., 2000, Li et al., 2017).
Este habito hematofago surgié mdltiples veces en el orden y estd presente en algunos
miembros de las familias Reduviidae Latreille 1807, Cimicidae Latreille 1802, Polyctenidae
Westwood 1874 y algunos Lygaeidae Schilling 1829, aunque de manera facultativa
(Carcavallo et al., 2000). El origen de Hemiptera data del periodo Carbonifero, con una
diversificacion posiblemente relacionada con las radiaciones de angiospermas a inicios del
Pérmico (Grimaldi y Engel, 2005; Li et al., 2017).

Los hemipteros presentan dos pares de alas (un par en el mesotérax y otro par en el
metatdrax), labium modificado que forma una especie de escudo para el resto de las piezas
bucales, pérdida de palpos maxilares y labiales, y antenas con cuatro o cinco artejos
(Vazquez-Garcia y Villalobos, 1987; Grimaldi y Engel, 2005). Son organismos
paurometabolos ya que las ninfas difieren poco morfolégicamente de los adultos; sus
diferencias son la posicion abdominal de las glandulas odoriferas y la ausencia de alas

(Vézquez-Garcia y Villalobos, 1987; Capinera, 2008). El orden Hemiptera estd compuesto

12



actualmente por cuatro subordenes: Sternorrhyncha, Auchenorrhyncha, Coleorrhyncha y
Heteroptera; aunque algunas clasificaciones reconocen a Fulgoromorphay Cicadomorpha en

vez de Auchenorrhyncha (Capinera, 2008; Cui et al., 2013; Li et al., 2017).

Heteroptera Latreille 1810

El suborden Heteroptera es un grupo monofilético formado por alrededor de 40,000 especies
y siete infradrdenes, correspondientes al 40% de la diversidad dentro del orden Hemiptera
(Schuh y Slater, 1995; Cassis et al., 2002; Weirauch y Schuh, 2011; Li et al., 2017). La
mayoria de las familias de Heteroptera son cosmopolitas y habitan en una gran variedad de
ambientes, los hay desde acuéaticos hasta asociados a animales terrestres (Schuh y Slater,
1995). Su diversidad también se ve reflejada en los habitos alimenticios, pues hay fitéfagos
(este es el habito mas comun), depredadores y hemato6fagos (Schuh y Slater, 1995).

Una caracteristica que diferencia a los Heteroptera del resto de Hemiptera es que sus
alas anteriores son de tipo hemiélitro, es decir, tienen el corium esclerotizado en la parte
anterior y una membrana en la parte posterior (Beutel et al., 2014). Otras caracteristicas de
Heteroptera son la presencia de gula para succionar liquidos y glandulas odoriferas en el
metatorax y el abdomen (Weirauch y Schuh, 2011).

Se estima que Heteroptera se origin6 hace aproximadamente 262 millones de afios,
diversifico en el Triasico, y su ultimo ancestro comun se infiere que era un depredador
terrestre (Weirauch y Schuh, 2011; Li et al., 2017). El origen de Heteroptera esta relacionado
con la evolucion de cuatro caracteristicas: 1) glandulas metatoracicas en adultos e inmaduros

con glandulas en la parte dorsal del abdomen, 2) labium insertado en la parte anterior de la

13



cabeza, de manera apical y 3) ala delantera protectora (Weirauch y Schuh, 2011; Li et al.,

2017).

Reduviidae Latreille 1807

La familia Reduviidae es una de las méas diversas dentro de Heteroptera en términos de
morfologia, comportamientos y niumero de especies (Weirauch y Munro, 2009; Panizzi y
Grazia, 2015). Esta conformada actualmente por 25 subfamilias y alrededor de 7,000 especies
descritas (Maldonado-Capriles, 1990; Weirauch et al., 2014; Panizzi y Grazia, 2015). Las
especies de Reduviidae se distribuyen en todo el mundo, pero se encuentran principalmente
en las regiones tropicales y subtropicales (Maldonado-Capriles, 1990; Capinera, 2008). Casi
todos los miembros de la familia Reduviidae se alimentan de otros insectos, a excepcion de
Triatominae, cuyos miembros son hematéfagos de vertebrados (Panizzi y Grazia, 2015).
Reduviidae es monofilética, aunque algunas de sus subfamilias no lo son, como es el caso de
Reduviinae Latreille 1807 y Triatominae, que son polifiléticas (Weirauch y Munro, 2009;
Hwang y Weirauch, 2012).

Las caracteristicas diagndsticas de Reduviidae son la insercion lateral de las antenas
(generalmente filiformes y con cuatro segmentos), presencia de glandulas de Brindley en el
borde del metatérax, presencia de un sulco estridulante, y una proboscis conformada por tres
segmentos que no se extiende mas alla del prosterno y es curva en la mayoria de los casos

(Carcavallo et al., 2000; Noireau y Dujardin, 2010).
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Triatominae Jeannel 1919
La subfamilia Triatominae estad formada por 15 generos, con 151 especies existentes y dos
especies fosiles (Justi et al., 2014; Galvdo y Justi, 2015; Dorn et al., 2018; Lima-Corddn et
al., 2019). Las especies de esta subfamilia se distribuyen en las regiones Neartica,
Neotropical, Oriental, Afrotropical y en la Australiana (Lent y Wygodzinsky, 1979; Dujardin
et al., 2015). América es la region con el mayor nimero de especies de Triatominae, cuya
mayor diversidad estd en las zonas tropicales (Lent y Wygodzinsky, 1979; Rodriguero y
Gorla, 2004). Se propuso que el origen de Triatominae pudo ser en el norte de Sudamérica o
en Centroamérica, con una posterior dispersion hacia el resto de Sudamérica'y Norteamérica,
favorecida por la formacién del Istmo de Panama (Ibarra-Cerdefia et al., 2014; Justi et al.,
2016). En Norteamérica, se estima que la divergencia entre especies neotropicales y nearticas
ocurrié durante el Mioceno (Ibarra-Cerdefia et al., 2014).

La monofilia del grupo se puso en duda con evidencia molecular a través del analisis
genes ribosomales en el que se encontrd6 que el grupo es parafilético con respecto a
Opisthacidius Berg 1879 (Hwang y Weirauch, 2012). En contraste, otros estudios que
utilizan también genes ribosomales y el gen Wingless sugieren fuertemente que la subfamilia
Triatominae es monofilética y que el habito hematéfago evolucioné una sola vez en
Reduviidae (Weirauch y Munro, 2009; Justi et al., 2016). Este habito hematofago esta
relacionado con la evolucién y la diversificacion de mamiferos y péajaros, asi como las
adaptaciones que tuvieron los Triatominae al pasar de vida libre a la ocupacion de nidos
(Gorla et al., 1997). La mayoria de las especies de Triatominae son nocturnas y solo
eventualmente dejan sus refugios en el dia para buscar comida (Panizzi y Grazia, 2015).

Hace millones de afios estos insectos estaban adaptados al medio silvestre y su

transicion a ambientes domésticos y peridomésticos ocurrié cuando el ser humano comenzo
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a invadir ambientes silvestres y a alterar los ecotopos naturales (Castillo y Wolff, 2000;
Lazzari et al., 2013). Entre los habitats naturales de Triatominae se encuentran las copas de
los arboles de palmas, troncos vacios, madrigueras y pilas de rocas (Lazzari et al., 2013).

La subfamilia Triatominae fue definida con sus adaptaciones morfoldgicas a los
habitos hemat6fago y depredador (Panzera et al., 2010). La principal caracteristica
diagndstica de Triatominae es la conexion membranosa entre el segundo y tercer segmento
de la proboscide que les permite flexionar el tercer segmento al alimentarse (Lent y
Wygodzinksy, 1979). También se puedes distinguir de otros Reduviidae por su proboscide
recta, delgada y adyacente a la gula (Lent y Wygodsinki, 1979). También presentan antenas
insertadas lateralmente y filiformes, y ausencia de glandulas odoriferas dorsales en las ninfas
(Lent y Wygodzinsky, 1979; Carcavallo et al., 2000).

Triatominae se divide tradicionalmente en cinco tribus: Rhodniini Pinto 1926,
Cavernicolini Usinger 1944, Bolboderini Usinger 1944, Alberproseniini Martinez y
Carcavallo 1977 y Triatomini (Schofield y Galvdo, 2009). Las tribus mas estudiadas por ser
las mas abundantes y diversas son Triatomini y Rhodniini (Justi y Galvéo, 2017). Justi et al.
(2014) proponen una divisién de la tribu Triatomini en tres clados principales: el primero
incluye al género Panstrongylus, al complejo flavida y a Triatoma tibiamaculata, todos con
distribucion en Sudamérica; el segundo a los géneros Hermanlentia, Paratriatoma,
Dipetalogaster, Linshcosteus y a las especies de Triatoma del hemisferio norte, todos con
distribucion en el hemisferio norte a excepcidn de Linshcosteus, que se distribuye Gnicamente
en India; y el tercer linaje contiene a especies de Triatoma del hemisferio sur y al genero
Eratyrus, también con distribucién en el sur de América (Apéndice A). Ibarra-Cerdefia et al.
(2014) encuentran un clado dentro de Triatomini muy similar al de Justi et al. (2014), al cual

le Illaman clado Norte-Centroamericano porque su estudio no incluyd taxones con
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distribucion fuera de América (Apéndice B). El presente estudio se centra en el segundo
clado de Justi et al. (2014), o clado Norte-Centroamericano de Ibarra-Cerdefia et al. (2014),
al que nos referiremos de aqui en adelante como el “clado Norte-Centroamericano” dado su

nombramiento original.

Clado Norte-Centroamericano (Triatomini)
El clado Norte-Centroamericano de Triatomini se conforma hasta ahora por 29 especies:
Triatoma nitida Usinger 1939, Triatoma rubida Uhler 1894, Triatoma mazzottii Usinger
1941, Triatoma phyllosoma Usinger 1944, Triatoma pallidipennis Stal 1872, Triatoma
picturata Usinger 1939, Triatoma longipennis Usinger 1939, Triatoma bassolsae Aguilar,
Torres, Jimenez, Jurberg, Galvao y Carcavallo, 1999, Triatoma recurva Stal 1868, Triatoma
mexicana Pinto 1931, Triatoma sanguisuga Neiva 1911, Triatoma dimidiata Latreille 1811,
Triatoma huehuetenanguensis Dorn et al. 2019, Triatoma mopan Lima-Cordén et al. 2019,
Triatoma lecticularia Stal 1859, Triatoma gerstaeckeri Stal 1859, Triatoma ryckmani
Zeledon y Ponce 1972, Triatoma rubrofasciata De Geer 1773, Triatoma rubida Ryckman
1967, Triatoma nitida Usinger 1939, Triatoma protracta Uhler 1849, Triatoma bolivari
Carcavallo, Martinez y Pelédez 1987, Triatoma brailovsky Martinez Carcaballo y Pelaez 1984,
Triatoma hegneri Mazzotti 1940, Triatoma migrans Breddin 1903, Paratriatoma hirsuta
Ryckman 1967, Hermanlentia matsunoi Ferndndez-Loayza 1989, Dipetalogaster maxima
Uhler 1894, y Linshcosteus sp. Distant 1904 (Ibarra-Cerdefia et al., 2014; Justi et al., 2014;
Justi et al., 2016; Zhao et al., 2019).

No todas las especies de este clado estan distribuidas en el norte y centro de América

(Apéndice C) como su nombre lo sugiere, ya que el clado se nombrd por Ibarra-Cerdefia et
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al. (2014) con base en una filogenia que no incluy6 un muestreo mas amplio. Posteriormente,
Justi et al (2014) realizan una filogenia que recupera un clado similar al Norte-
Centroamericano de Ibarra-Cerdefia et al. (2014), pero dentro de este se anidan Hermanlentia
matsunoi cuya distribucién es en Pert (Jurberg y Galvao, 1997), el género Linshcosteus con
una distribucion restringida a India (Lent y Wygodzinsky, 1979), T. rubrofasciata, una
especie con distribucion pantropical, y T. migrans distribuida en India, Indonesia, Malasia,

Filipinas y Tailandia (Dujardin et al., 2015).

Dipetalogaster (Figura 1A)
Dipetalogaster es un género monotipico, cuya Unica especie, D. maxima, es principalmente
silvestre y vive en zonas semiaridas de Baja California Sur (Ryckman y Ryckman, 1967;
Lent y Wygozinski, 1979). Esta especie se alimenta de vertebrados, principalmente de
lagartijas, aunque también se puede alimentar de roedores y otros mamiferos. Se ha
encontrado infectada naturalmente con T. cruzi, pero no es considerada como una especie de
importancia epidemiolégica (Lent y Wygozinski, 1979; Jiménez y Palacios, 2002)
Dipetalogaster maxima es la especie de Triatominae mas grande, alcanza longitudes
de hasta 4.4 cm (Lent y Wygozinski, 1979). Se caracteriza por la presencia de un par de
invaginaciones con forma de frasco en el segmento terminal del rostro, las cuales se abren de
la base hacia el exterior y presentan septos transversales (Lent y Wygozinski, 1979). Poseen
una membrana conexival que conecta las placas del conexivo dorsal con los escleritos

ventrales (Lent y Wygozinski, 1979).
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Figura 1. Representantes del clado Norte-Centroamericano. A) Dipetalogaster maxima;
B) Paratriatoma hirsuta; C) Hermanlentia matsunoi; D) Triatoma rubrofasciata; E)
Linshcosteus karupus; F) Triatoma dimidiata Fuentes: Barrera-Vargas, 2009, Weirauch
2008, Justi y Galvéo, 2017, Hieu et al., 2019, Schaefer, 2003, Jurberg y Galvéo, 2006.

Paratriatoma (Figura 1B)
Es un género monotipico cuya Unica especie, P. hirsuta, se distribuye en el sureste de Estados
Unidos y sus areas colindantes con México (Ryckman, 1971; Galvéo et al., 1998). Su
alimento principal son los roedores del género Neotoma (Ryckman, 1971). Paratriatoma
hirsuta esta asociada a plantas porque sus hospederos las utilizan como refugio (Ryckman,
1971). Puede ser portadora de T. cruzi pero no se considera de importancia epidemiolégica
(Ryckman, 1971).

Es un género cercano a Triatoma pero se distingue por algunas caracteristicas
morfolégicas (Barber, 1938). Su cabeza tiene la forma ovalada y las patas no tienen espinas
femorales (Barber, 1938). Lo mas particular, y el caréacter que le da nombre a la especie, es

que tiene unas sedas largas y semierectas en todo el cuerpo y en los apéndices (Barber, 1938).
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Hermanlentia (Figura 1C)

Hermanlentia es un genero de Triatominae relativamente nuevo, propuesto para la especie
Triatoma matsunoi (Jurberg y Galvédo, 1997). Su distribucion se restringe a Pert (Galvéo et
al., 1998). El taxdn mas cercano a Hermanlentia es el linaje de T. dimidiata de México (Justi
et al.,, 2014). Adicionalmente, en un estudio realizado sobre su infeccién con T. cruzi
encontraron que tiene una significancia epidemiolégica muy pequefia o quiza nula (Cuba et
al., 2002).

Las caracteristicas de esta especie para asignarla a su propio género nuevo son de
morfologia externa, coloracién y estructuras reproductoras (Jurberg y Galvao, 1997). La
cabeza tiene 0jos desproporcionadamente pequefios, la relacion entre cabeza y pronoto es de
1:0.4 y la coloracién de los hemiélitros es blanquecina (Jurberg y Galvao, 1997). Algunos de
los caracteres de los genitales son que el aparato articulatorio tiene el doble de tamafio que el
edeago y el falosoma con apice en forma de dedo (Jurberg y Galvdo, 1997). Justi et al. (2017)

afirman que Hermanlentia matsunoi se puede considerar como parte de Triatoma.

Linshcosteus (Figura 1E)

Linschosteus habita en el sur de India (Justi y Galvédo, 2017). Todos los demés géneros del
clado Norte-Centroamericano se distribuyen exclusivamente en el continente americano,
excepto Triatoma, que tiene representantes al sur de Asia (Lent y Wygodzinsky, 1979).
Actualmente las hipdtesis mas aceptadas son que las especies con distribucion fuera de
América se originaron en América y que posteriormente se dispersaron a Asia a través del

estrecho de Bering (Justi et al., 2016; Justi y Galvao 2017) o por dispersion de ratas del
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género Rattus rattus, unos de los hospederos de las chinches, a través de barcos en los siglos
XVI-XIX (Gorla et al., 1997; Dujardin et al., 2015).

Linshcosteus estd formado por seis especies que son entre si muy parecidas
morfolégicamente (Lent y Jurberg, 1983). La posicion taxondémica del género ha sido
controvertida por tener caracteristicas que lo hacen muy diferentes al resto de los Triatomini
(Lent y Jurberg, 1983; Schaefer y Coscardn, 2001). Es por esto que se propuso una tribu
monogenérica, Linshcosteusini (Carcavallo et al., 2000), aunque no se ha retomado en otros
estudios. El género Linshcosteus se distingue porque el rostro no sobrepasa la base de la

cabeza y por la ausencia de espinas en el fémur y la tibia (Ghauri, 1976).

Triatoma Laporte 1832 (Figura 1D; 1F)

El género més diverso dentro de Triatominae es Triatoma, con 82 especies reconocidas
(Galvao et al., 2003; Schofield y Galvéo, 2009; Dorn et al., 2018; Lima-Cordén et al., 2019).
El género Triatoma es un taxon parafilético (Patterson et al., 2001; Hwang y Weirauch, 2012)
compuesto por dos grupos: uno con individuos de norteamérica y centroamérica, y el otro
con especies sudamericanas (Patterson et al., 2001; Dujardin y Schofield, 2004).

Al interior de este género se han reconocido varios complejos de especies, como los
complejos dimidiata y phyllosoma (Lent y Wygodzinsky, 1979; Schofield y Galvéo, 2009;
Monteiro et al., 2013). Sin embargo, los analisis filogenéticos con ITS-2 demuestran que se
deberia de reconsiderar esta clasificacion pues no todas las especies previamente agrupadas
en cada complejo se recuperaron en los analisis (de la Rua et al., 2014).

La mayoria de las especies de Triatoma son preferentemente arboreas, pero también

se les encuentra en ambientes rocosos (Noireau y Dujardin, 2010; Galvéao y Justi, 2015;
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Panizzi y Grazia, 2015). Tienen preferencia por roedores y primates y poseen la capacidad
de colonizar ambientes humanos (Carcavallo et al., 2000; Noireau y Dujardin, 2010; Galvéo

y Justi, 2015; Panizzi y Grazia, 2015).

Morfologia de Triatoma (Lent y Wygodzinsky, 1979)
Los ojos de estas especies son mas grandes que las otras especies de Triatomini y los
tubérculos anteniferos estan posicionados a la mitad o mas atras de la mitad de la region
anteocular. EIl primer segmento del rostro es notablemente méas pequefio que el segundo
segmento y el tercer segmento carece de érgano del rostro; el rostro es del mismo tamafio
que la cabeza y se extiende hasta la region del prosterno. Triatoma posee placas ventrales
distintivas en el conexivo, con una membrana que conecta las placas dorsales y ventrales.
Las zonas laterales del abdomen son membranosas, a excepcion de algunas hembras
micropteras de Triatoma spinolai. Los angulos humerales en este género aparecen
redondeados o angulares. El prosterno presenta un sulco estridulatorio. Todos los individuos
de este género tienen setas, ya sea muy pequefias y pocas a abundantes y largas.

Desde los caracteres morfologicos que definen a este género, Lent y Wygodzinsky
(1979) sospechaban que en realidad es un grupo parafilético ya que esta definido por
caracteres plesiomorficos en su mayoria. En estudios moleculares con marcadores como cob,
ITS-2 0 cox1 encuentran que Triatoma es parafilético (ej. Justi et al., 2014; Ibarra-Cerdefia

et al., 2014; Justi et al., 2016).
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Morfologia de T. mexicana (Lent y Wygodzinsky, 1979)
La especie T. mexicana se ha considerado como parte del complejo phyllosoma o como una
especie muy cercana a este, con base en morfologia (Lent y Wygodzinsky, 1979) y
marcadores moleculares (cox1, cox2, cob, 12S, 16S, 18S, 28S; Ibarra-Cerdefia et al., 2014;
Justi et al., 2014). Sin embargo, tanto por su morfologia (Lent y Wygodzinsky, 1979), su
posicién filogenética (ej. Ibarra-Cerdefa et al., 2014) y su biologia (Salazar-Schettino et al.,
2013) esta especie parece ser la especie hermana del complejo phyllosoma y no parte de él.
Respecto a su morfologia, T. mexicana se distingue de otras especies de Triatoma por
presentar los angulos humerales del pronoto distintivamente puntiagudos y alargados. En el
complejo phyllosoma estos son redondeados y en T. dimidiata son pequefios y conicos. Su
color es negro con manchas amarillas en el cuello, corium y conexivo. Sus tubérculos
anteniferos estan detras de la mitad de la region anteocular y el primer segmento de la antena
es mucho més pequefio que el apice del clipeo. Los hemiélitros Ilegan al ras del abdomen o

casi lo sobrepasan. Tienen estrias pequefias y transversales en la parte ventral del abdomen.

Complejo phyllosoma

El complejo phyllosoma estd compuesto por T. phyllosoma, T. mazzottii, T. pallidipennis, T.
longipennis, T. picturata, y T. bassolsae; algunos incluyen a T. mexicana dentro del complejo
(Lent y Wygodzinsky, 1979; Bargues et al., 2008). Ciertos autores (Carcavallo et al., 2000)
tratan a este complejo como un género distinto denominado Meccus. El complejo phyllosoma
se distribuye en el norte de México (Ramsey et al., 2015). En algunos estudios moleculares

se presentan en los arboles con ramas muy cortas o no se distinguen como especies distintas
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(Martinez et al., 2006; Bargues et al., 2008). Particularmente T. mazzottii y T. phyllosoma
aparecen consistentemente como linajes muy cercanos (ej. Espinoza et al., 2013).

Los caracteres diagnosticos del complejo phyllosoma, como se describen en Lent y
Wygodzinksy (1979) son un vientre con estrias transversas, un abdomen amplio y
redondeado, y tubérculos toracicos muy prominentes. A veces es dificil la identificacion de
estas especies entre si. Aunque el abdomen en el complejo phyllosoma es generalmente
redondeado, T. phyllosoma se distingue por tener hemiélitros muy angostos y cortos que
dejan a los uroterguitos VI en adelante expuestos, en una condicion casi braquiptera, y por
las manchas naranjas que ocupan hasta los segmentos posteriores 6 — 3 en el conexivo.
Mientras tanto, en T. mazzotti los hemiélitros si se extienden hasta el final o casi hasta el final
del abdomen y las manchas llegan a la mitad o a la tercera parte de los segmentos del
abdomen. Triatoma longipennis tiene como caracteristica que sus manchas son de un tono
mas amarillo y se pueden extender hasta la sutura del conexivo. Esta especie tiene el
mesosterno con pelos largos como el resto de las especies del complejo phyllosoma, pero el
metasterno y el abdomen con pelos mas cortos.

El primer segmento de las antenas en T. longipennis apenas llega al ras o sobrepasa
ligeramente el apice del clipeo. Por otro lado, este segmento en T. mazzottii y T. phyllosoma
se extiende distintivamente mas alla del apice del clipeo. Su color, al igual que en los otros
miembros del complejo phyllosoma, es oscuro y presentan manchas naranjas o rojas en el
corium y en el conexivo. Tienen setas numerosas, la presencia de estas setas es similar en T.
phyllosoma y T. mazzotti por su tamafio (0.5 mm) y abundancia. Mientras tanto, en T.
longipennis son menos abundantes y mas pequefias (0.1 — 0.3 mm).

Desde 1944, Usinger report6 que tanto T. phyllosoma como T. mazzottii por sus

caracteres morfologicos, son especies muy parecidas, algo que Lent y Wygodzinsky
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reafirman en 1979. Las principales diferencias entre estas dos especies son el tamafio de la
cabeza, mas grande en T. phyllosoma, los 0jos mas pequefios en T. phyllosoma y los
hemiélitros mas largos en T. mazzottii. Adicionalmente, la distribucion de estas dos especies
se sobrelapa en varios estados de México como Durango, Nayarit, Guerrero, Michoacan y

Oaxaca.

Complejo dimidiata Latreille 1811

Triatoma dimidiata esta distribuida en México, Belice, Guatemala, Honduras, Nicaragua,
Costa Rica, Panama y se ha encontrado también en Sudameérica, en Ecuador, Colombia y
Perd (WHO, 2007; Guhl, 2009). Triatoma dimidiata es de los vectores de Chagas mas
importantes en el sur de Mexico, Centroamérica y norte de Sudamerica (Lent y
Wygodzinsky, 1979; Dumonteil et al., 2002; Capinera, 2008; Bargues et al., 2017). El habitat
que prefieren dentro de las casas es cerca de las camas (paredes, lugares no muy elevados y
el piso), mientras que en la periferia de las casas son comunes en pilas de madera (Zeledon
etal., 1973). Las poblaciones silvestres se encuentran en arboles huecos (Zeleddn et al., 1973)
y areas con habitats sombreados y rocosos donde abundan mamiferos pequefios (WHO,
2007). Estas poblaciones silvestres representan un problema para la eliminacion del vector
pues tienen una dispersion muy amplia (WHO, 2007).

De acuerdo con Lent y Wygodzinsky (1979), los caracteres morfoldgicos que
distinguen a los miembros del complejo dimidiata de otras especies de Triatoma son el color
amarillo o amarillo-anaranjado del corio de los hemiélitros y las manchas apical y central
oscuras (la mancha central puede estar ausente). Tienen los segmentos del conexivo con

manchas amarilla o amarillo-anaranjada en las partes dorsal y ventral, ocupando mas de la
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mitad posterior de cada segmento. Sus setas son pequefias y los tubérculos anteniferos son
alargados y se encuentran ligeramente posteriores a la region anteocular de la cabeza. El
primer segmento de la antena llega hasta el apice del clipeo. El I6bulo anterior del pronoto
tiene tubérculos laterales pequefios, los angulos humerales anterolaterales son pequefios y
conicos. Los hemiélitros llegan al final del abdomen, pero dejan los genitales femeninos
expuestos. En la parte ventral del abdomen presentan pequefias estrias transversales y
pilosidades pequefas.

Cuando se definié el grupo dimidiata con base en su morfologia se considerd
compuesto por cuatro especies: T. dimidiata, T. hegneri, T. capitata y T. maculipennis
(Usinger, 1941). Lent y Wygodzinsky (1979) rechazaron esta propuesta y sinonimizaron a
estas especies ya que los caracteres utilizados anteriormente para identificar a estos
individuos como especies (Usinger, 1941) o subespecies (Usinger, 1944) presentan gran
variacion dentro de este taxdn. Posteriormente, con estudios moleculares que han utilizado
nad4, cob e ITS-2 se determiné que T. dimidiata estd compuesta por méas de un linaje (ej.
Bargues et al., 2008; Monteiro et al., 2013). La mayoria de los estudios reconocen tres o
cuatro linajes congruentes geograficamente (Bargues et al., 2008; Dorn et al., 2009; Monteiro
et al., 2013; Gémez-Palacio et al., 2015; Justi et al., 2018). Cada estudio ha dado nombres
diferentes a dichos linajes.

El linaje 1 tiene una distribucion que abarca desde México hasta Colombia, esta es el
la distribucién mas amplia del complejo (Bargues et al., 2008; Dorn et al., 2009; Monteiro et
al., 2013; Gémez-Palacio et al., 2015; Justi et al., 2018). Este clado ha sido llamado 1lay 1b
o T. d. dimidiata y T. d. capitata (Bargues et al., 2008), grupo | (Monteiro et al., 2013) o T.
dimidiata s.s. (Justi et al., 2018). Este linaje posiblemente esta compuesto por mas de una

especie y es el que presenta méas variacion interpoblacional (Dorn et al., 2016; Justi et al.,
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2018). El segundo linaje, llamado 2 o T. d. maculipennis (Bargues et al., 2018), o Il (Monteiro
et al., 2013) comprende a las poblaciones que se distribuyen en el Golfo de México,
Guatemala y Belice (Bargues et al., 2008; Dorn et al., 2009; Monteiro et al., 2013; GOmez-
Palacio et al., 2015). EI tercer linaje, conocido como linaje 3 (Bargues et al., 2008), 11l
(Monteiro et al., 2013) o T. sp. aff. dimidiata (Bargues et al., 2008; Justi et al., 2018), se
distribuye en el sur de México (Yucatan), Honduras, Guatemala (Petén) y Belice (Bargues et
al., 2008; Dorn et al., 2009; Monteiro et al., 2013; Dorn et al., 2016; Justi et al., 2018).
Adicionalmente, Monteiro et al. (2013) identificaron otro linaje que llamaron 1V,
correspondiente a individuos silvestres de Belice. Los linajes 3 (Bargues et al., 2008) y IV
(Monteiro et al.,, 2013) fueron descritos posteriormente de manera formal como T.
huehuetenanguensis y T. mopan, respectivamente (Dorn et al., 2018; Lima-Cordén et al.,
2019).

En la descripcion original de T. maculipennis (Usinger, 1941) se utilizaron individuos
colectados en Mexico que tienen cierta coherencia morfologica aunque con variaciones
clinales que se sobrelapan con la variacion de T. dimidiata (Lent y Wygodzinsky, 1979). Fue
por estas variaciones que Lent y Wygodzinsky (1979) decidieron sinonimizar a estas
especies. Por otro lado, T. huehuetenanguensis, fue descrita a partir de individuos del norte
de Guatemala. Tanto la morfologia como la distribucion de T. huehuetenanguensis (1979) y
T. d. maculipennis (Lenty Wygodzinksy, 1979) coinciden, y abren la posibilidad de que se
trate del mismo taxon. Para confirmar su conespecificidad sera necesario revisar los holotipos

de ambos.
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Genoma mitocondrial

Las mitocondrias tienen un genoma adicional al genoma nuclear, que codifica para productos
que estan involucrados en los procesos internos de este organelo (Burger et al., 2003). El uso
del genoma mitocondrial como marcador para la reconstruccién filogenética ofrece varias
ventajas. Por ejemplo, su tasa de sustitucién nucleotidica es alta en comparaciéon con el
genoma nuclear y esto facilita la resolucion de nodos superficiales, en animales, es
generalmente de herencia uniparental y no presenta recombinacion y sus genes sin intrones
facilitan su anotacion y alineamiento (Stevens y Schofield, 2003; DeSalle et al., 2017). El
alto nimero de copias del genoma mitocondrial facilita su aislamiento de datos de
secuenciacion masiva y las distintas regiones del genoma pueden proporcionar tasas
evolutivas distintas que permiten el estudio de las relaciones filogenéticas a diferentes niveles
taxonomicos (Stevens y Schofield, 2003; DeSalle et al., 2017). La principal desventaja del
genoma mitocondrial es que es un solo locus, lo que lo vuelve sensible a topologias
discordantes por introgresion o falta de coalescencia entre linajes cercanos (retencion del
polimorfismo ancestral) (Degnan y Rosenberg, 2009). A pesar de esto, el genoma
mitocondrial sigue en gran uso porque ha ayudado a resolver filogenias en numerosos casos
(ej. Wang et al., 2015).

El genoma mitocondrial esta formado por 13 genes codificantes de proteinas, 22
tRNAs, dos rRNAs y la region control (Cameron, 2014). ElI acomodo de genes en el
mitogenoma es neutral (los cambios no son ventajosos ni deletéreos) y las convergencias son
poco probables, por lo que son una buena herramienta para documentar divergencias (Boore
etal., 1995; Downton et al., 2002; Cameron, 2014; Wang, 2015; Li et al., 2017). La mayoria
de los cambios genéticos que ocurren en un genoma mitocondrial son sustituciones e

inserciones/deleciones (Avise et al., 1987). Por lo general, el orden de genes mitocondriales
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dentro de Insecta es altamente conservado, pero en Heteroptera se han citado frecuentes

reacomodos de los genes (Wang et al., 2015).

Genomas mitocondriales de Triatominae

El primer genoma mitocondrial que se describié en Hemiptera fue el de T. dimidiata (Figura
2) (Dotson y Beard, 2001). Después de este se han secuenciado otros cinco genomas
mitocondriales de Triatominae: T. infestans, T. migrans, T. rubrofasciata, P.
rufotuberculatus y R. pictipes (Pita et al., 2017, Dong et al., 2018; Zhao et al., 2019). La
longitud de estos genomas varia entre 15,908 (Rhodnius pictipes) y 17,323 (Triatoma
migrans) pares de bases (Dotson y Beard, 2001; Pita et al., 2017, Dong et al., 2018; Zhao et
al., 2019). Todos los genomas cuentan con 13 genes que codifican para proteinas, 22 tRNAs,
dos subunidades ribosomales y la regién control, todos en el mismo orden (Zhao et al.,

2019).

Triatoma dimidiata

Mitochondrial Genome
17019 bp

Figura 2. Mapa del genoma mitocondrial de Triatoma
dimidiata. Fuente: Dotson y Beard (2001).
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Las regiones que codifican para proteinas fueron ligeramente menos ricas en A+T en
comparacion con el resto del genoma, aungue en general hay un sesgo composicional de A+T
(68.71% - 71.1%) (Dotson y Beard, 2001; Pita et al., 2017, Dong et al., 2018; Zhao et al.,
2019). Se reportaron ademas inserciones nucleares y paralogos mitocondriales en el ndcleo

de T. dimidiata en el estudio de Dotson y Beard (2001).
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Las especies del clado Norte-Centroamericano, como T. dimidiata y T. longipennis, son
vectores importantes de T. cruzi porque tienen la capacidad de colonizar ambientes humanos
(Ramirez et al., 2005; Berniere et al., 2007). Las poblaciones a las que estan dirigidos los
controles vectoriales son, en la mayoria de los casos, poblaciones domésticas pero las
poblaciones selvaticas tienen también la capacidad de colonizar ambientes peridomésticos,
domésticos e incluso urbanos y su presencia en estos lugares aumenta con el cambio de uso
de suelo (Schofield, 2000Db). Las estrategias de control para los vectores deben de considerar
las diferencias bioldgicas y genéticas, sobre todo de las poblaciones de complejos de especies
en los que no estan bien caracterizados los linajes, pero se sabe que hay variacion (Dorn et
al., 2007). Por ejemplo, dentro del complejo dimidiata hay diferencias significativas en el
comportamiento a través de su distribucion geogréafica (Schofield, 2000b). Para las
intervenciones de control de vectores es muy importante conocer la distribucién geografica
de las especies con mayor importancia epidemioldgica, sus ecotopos y sus habitos
alimenticios (Schofield, 2000b). Asimismo, es de gran importancia que se promueva la
conservacion de bosques ya que estos, como habitats naturales, al verse disminuidos obligan
a estos insectos a buscar y colonizar nuevos ambientes para alimentarse.

El auge del estudio de Triatominae (Galvéo, 2003) sucedié cuando se descubri6 que
son transmisores de T. cruzi. Los Triatominae de Centroamérica han sido menos estudiados
que aquellos que habitan en Sudamérica, por lo que las relaciones evolutivas dentro del clado
Norte-Centroamericano no han quedado bien establecidas (Schofield, 2000a; Justi y Galvéo,
2017). Resolver las relaciones filogenéticas dentro del clado aporta evidencia para

reconsiderar la clasificacion actual Triatominae. La clasificacion actual de Triatomini, que
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incluye al clado de estudio, se ha enfocado en caracteres morfologicos asociados al tipo de
alimentacion, pero estos no necesariamente reflejan la filogenia (Justi y Galvéao, 2017).

Al ser un grupo de importancia medica, una buena clasificacion no solo ayudaria a
los estudios ecoldgico y evolutivo, sino que también facilitaria las estrategias de control con
insecticidas y de conservacion de sus habitats naturales al permitir hacer predicciones y
relaciones entre los distintos grupos. A pesar de que existen estudios que utilizan regiones de
algunos genes (cox1, cox2, cob, 12S, 168, 18S, 28S o WQ) para intentar resolver las relaciones
filogenéticas (ej. Justi et al., 2014; Ibarra-Cerdefia et al., 2014), no han sido concluyentes
porque han presentado politomias y topologias distintas, con algunos nodos mal apoyados.
Sin embargo, aportan informacion valiosa sobre las relaciones del grupo. Por ejemplo,
gracias a estudios de andlisis de poblaciones a través de herramientas moleculares (ej.
Stevens et al., 2015 con siete loci de microsatélites) se ha logrado hacer estimaciones de
riesgo mas acertadas a través de los marcadores genéticos, mejorando asi las estrategias para
control vectorial (Rinker et al., 2016). Un analisis con todos los genes codificantes en el
genoma mitocondrial puede ser mas informativo que con el uso de un solo marcador, porque
tiene una gran cantidad de sitios informativos con distintas tasas de mutacion (DeSalle et al.,

2017). Este estudio aportara evidencias para promover una mejor clasificacion del grupo.
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bieti

General
Investigar la evolucion del clado Norte-Centroamericano (Hemiptera: Reduviidae:

Triatominae) a través del genoma mitocondrial.

Particulares
e Caracterizar el genoma mitocondrial de las especies que componen al clado Norte-
Centroamericano definido por Ibarra-Cerdefia et al. (2014) y Justi et al. (2014) de la
tribu Triatomini.
e Reconstruir las relaciones filogenéticas entre los miembros del clado Norte-
Centroamericano.
e Inferir la historia biogeogréafica del grupo mediante la estimacion de sus tiempos de

origen y divergencia.
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Meétodos

Muestreo

Se utilizaron los mitogenomas de un total de 2 representantes de Rhodniini del género
Rhodnius y 27 representantes de Triatomini, que representan un total de 5 géneros:
Dipetalogaster (1 sp.), Eratyrus (1 sp.), Panstrongylus (1 sp.), Linshcosteus (1 sp.) y
Triatoma (22 spp.). Como grupo externo se incluyeron los dos individuos del género
Rhodnius, T. vitticeps, T. infestans, E. mucronatus y P. lignarius (Cuadro 1). EI muestreo
incluyé un total de 19 especies, correspondiente a un 65% de las especies reconocidas como
parte del clado Norte-Centroamericano (29 spp). Los ejemplares estan disponibles en la
Coleccion Nacional de Insectos del Instituto de Biologia IB-UNAM (CNIN en CDMXy Los
Tuxtlas) y en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (Cinvestav),
Unidad Mérida. Previo a este estudio, estos ejemplares ya estaban colectados, identificados
y depositados en las colecciones. De los 29 genomas mitocondriales utilizados, 25 se
ensamblaron y anotaron de novo. Los genomas mitocondriales de T. dimidiata de Guatemala
(GenBank AF301594; Dotson y Beard, 2001), T. migrans, T. rubrofasciata (GenBank
MK770624, MH934953; Zhao et al., 2019) y T. infestans (GenBank KY640305; Pita et al.,
2017) se descargaron del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Los
genomas de R. pictipes y P. lignarius fueron ensamblados a partir de los datos crudos de
secuenciacion masiva publicados en la base de datos de Sequence Read Archive (SRA)

dentro deNCBI , con codigos de acceso SRX3722665 y SRX3027875, respectivamente.
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Cuadro 1. Ejemplares utilizados para la obtencion de genomas mitocondriales.

Especies Localidad Afo  ID

D. maxima Los Cabos, Baja California Sur, México 2016 2

E. mucronatus Iquitos, Jenaro Herrera, Per( 1990 TRIAO008

L. costalis India 1974 U39

P. lignarius; Univ_ersidad(? Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba, Minas 2017 SRX3027875
Gerais, Brasil

R. pictipes; Belem, Brasil SRX3722661

R. prolixus - 2009 R10

T. barberi Venustiano Carranza, La Palma, Michoacén, México 2012 P0003

T. dimidiata Provincia de Heredia, Heredia, Costa Rica 2017 CH56

T. dimidiata Tapachula, Manacal, Belisario Dominguez, Chiapas, México 2017 TRIAO055

T. dimidiata Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas, Veracruz, México 2015 TRIA039

T. dimidiatat Santa Rosa de Lima, Guatemala, Guatemala 2001 AF301594

T. huehuetenanguensis Kaxil Kiuic, Yucatan, México 2017 CL M 285

T. infestans Rancho nuevo, Santa Cruz, Bolivia 1997 A026

T. infestanst Tecuarembo, Uruguay 2017

T. lecticularia National Park Lost Maples, Bandera, Texas, EUA 2009 T15

T. longipennis Cuxpala, Zacatecas, México 2017 TRIA043

T. mazzotti Jiquilpan, Michoacéan, México 2014 JO003

T. mexicana La Tinaja, Tierra Blanca, Veracruz, México 2017 TRIAO050

T. migrans; Girl Camp, Sabah, Borneo, Malasia 2016

T. nitida Santa Cruz Papalutla, Oaxaca, México 2006 3945

T. pallidipennis  Autlan de Navarro, Jalisco, México CH58

T. phyllosoma Ixtepec, Tehuantepec, Salina Cruz, Oaxaca, México TRIAO054

T. picturata Carrillo Puerto, Nayarit, México 2017 TRIA042

T. protracta Glendora Mountain Road, Los Angeles, California, EUA 2008 A3

T. recurva Nacozari de Garcia, Sierra Jiriquipa, Sonora, México 2017 TRIA028

T. rubida Vail Mt. Creek Ranch, Pima, Arizona, EUA 2008 T9

T. rubrofasciata;  Baoting, Hainan, China 2018

T. sanguisuga Archbold Biological Station, Jay Cottage, Florida, EUA 2011 T12

T. vitticeps Avyala, Caracas, Venezuela 2002 TRIAO037

+Mitogenomas tomados de publicaciones ya existentes,
:Mitogenomas ensamblados a partir de datos de SRA.

Trabajo de laboratorio

Se tomo una pata de cada ejemplar, se preservaron en etanol al 95% y se mantuvieron en

refrigeracion hasta su procesamiento, a excepcion de las patas de ejemplares previamente

montados en las colecciones, los cuales se mantuvieron en seco. EI DNA se extrajo con el
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método de fenol cloroformo o de los kits DNeasy de Qiagen. EI DNA se fragmentd por
sonicacion con el Bioruptor Pico o con el UCD-300 (Diogenode, Liege, Bélgica) a través de
tres a nueve ciclos de 30 segundos de expulsiones ultrasénicas y 30 segundos se pausas
alternados, en un bafio Maria a 4°C. Se utilizo el kit Kapa Hyper Prep (Kapa Biosystems Inc.,
Wilmington, MA) para preparar las librerias. Se ligaron adaptadores universales iTru a los
fragmentos de DNA y se amplificaron a través de PCR con primers iTru de doble indice
(Glenn et al. 2019). Se purificaron los fragmentos con beads magnéticos Sera-Mag (Thermo-
Scientific, Waltham, MA) y se cuantificé el DNA con Qubit 2.0. Las librerias se mandaron
para su secuenciacion a Oklahoma Medical Research Foundation en Illumina HiSeq 300 con

lecturas pareadas de una longitud de 150 pb.

Reconstruccion y caracterizacion del genoma mitocondrial
Las lecturas obtenidas a través de Illumina se podaron y filtraron con los parametros por
omision en Geneious v.10.0.7 (Kearse et al., 2012). Para el ensamblaje se utilizaron dos
estrategias. La primera fue utilizar como referencia el genoma mitocondrial de Triatoma
dimidiata (GenBank AF301594; Dotson y Beard, 2001) para el clado Norte-
Centroamericano y el genoma mitocondrial de Triatoma infestans (GenBank NC_035547;
Pita et al., 2017) para el grupo externo. Los ensambles con estos genomas de referencia se
realizaron con Geneious v10.0.7 (Kearse et al., 2012).

Cuando no se generaba un contig creciente a través de la estrategia anterior, se utilizé
una segunda estrategia que consistié en utilizar una secuencia semilla, generalmente de cox1
perteneciente a la misma especie 0 a una especie cercana, obtenida de GenBank. Cuando la

secuencia de coxl no estaba disponible en GenBank, se tomaba cualquier secuencia
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disponible correspondiente a un gen mitocondrial (por ejemplo, cob, cox2 o 16S). Las
secuencias mas largas y de mejor calidad obtenidas con estas dos estrategias se utilizaron
como referencia para ensamblar contigs mas largos. Las secuencias consenso generadas con
los datos de Illumina se construyeron a partir de los residuos mas frecuentes, representados
en al menos el 75% de las columnas de alineamiento. Cuando se obtuvieron fragmentos de
mas de 16,000 pares de bases, la secuencia consenso se anotd con MITOS Annotation (Bernt
et al., 2013).Las anotaciones fueron verificadas con las anotaciones de los mitogenomas de
T. dimidiata (Dotson y Beard, 2001) y T. infestans (Pita et al., 2017). Los genes codificantes
de proteina se extrajeron a partir de las anotaciones.

Los genes se alinearon con la version 7 del programa MAFFT (Katoh, 2013). A través
de Mesquite v. 3.51 (Maddison y Maddison, 2018) se verificd que no hubiera codones
internos de paro y se definieron las particiones iniciales para delimitar los genes. Se
realizaron dos matrices concatenadas para los 13 genes codificantes de proteinas, una matriz
con nucleétidos y una matriz con la traduccion en aminoacidos, sin incluir los codones de

paro en esta ultima.

Reconstruccion filogenética

Los mejores esquemas de particiones y modelos evolutivos para las matrices concatenadas
se seleccionaron utilizando PartitionFinder version 2 (Guindon et al., 2010; Lanfear et al.,
2016), con base en el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) y con el algoritmo greedy
(Lanfear et al., 2012). Se definieron las particiones iniciales para la matriz de nucleotidos por

posicion de coddn y por gen (Cuadro 2) y para la matriz de aminoacidos por gen (Cuadro 3).
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Se realizaron analisis bayesianos con el programa MrBayes v. 3.2.6 (Ronquist et al.,
2012). Para la matriz de nucledtidos se realizaron corridas de 50 millones de generaciones y
muestreo cada 5000 generaciones con un burn-in de 25% (12.5 millones de generaciones),
mientras que para la matriz con aminoacidos se realizaron corridas de 20 millones de
generaciones y muestreo cada 2000 con un burn-in de 25% (5 millones de generaciones).
Para comprobar la convergencia entre las cadenas se revisdé que la diferencia de las
desviaciones estandar (standard deviation of split frequencies) fuera menor a 0.01 y que el
diagndstico de Gelman-Rubin (1992) se aproximara a 1. Los arboles restantes después del
burn-in se utilizaron para construir un arbol consenso de mayoria con probabilidades
posteriores de cada nodo.

Por otro lado, se realizd un anélisis filogenético de Méaxima Verosimilitud con
RAXML v.8 (Stamatakis, 2014), con 1000 réplicas de Bootstrap rapido y el modelo GTRCAT
para la matriz de nucle6tidos y GAMMA para la matriz de aminoacidos. Los valores de
soporte se consideraron significativos si eran BS > 70 o PP > 0.95 (Hillis y Bull, 1993;
Huelsenbeck y Rannala, 2004). ElI genoma mitocondrial de Linshcosteus no se recuperd
completo, por ello, para evaluar el efecto de los datos faltantes se realizaron los mismos
analisis inicamente con los genes recuperados de L. costalis. Las topologias no cambiaron y
los valores de soporte no difieren mucho de aquellos presentados aqui.

Durante la realizacion de este estudio se describio la especie T. huehuetenanguensis,
que antes era considerada parte del complejo T. dimidiata con base en estudios con
marcadores mitocondriales y nucleares (Lima-Cordon et al., 2019). Para confirmar a qué
linaje del complejo pertenecen los individuos identificados como T. dimidiata incluidos en
este estudio, se realiz6 un analisis de Maxima Verosimilitud con RAXML v.8 (Stamatakis,

2014), con 1000 replicas de bootstrap rapido y el modelo GTRCAT. La matriz utilizada
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incluia fragmentos del gen cob de individuos utilizados en el estudio de Lima-Corddn et al.
(2019) y ese mismo fragmento para las secuencias generadas en este estudio. Las matriz se
particiond por coddn. Al final, se consideré como evidencia de pertenencia a un linaje el que
los individuos secuenciados para este estudio estuvieran anidados en él (Figura 3).

Las distancias p y el nimero de diferencias entre las secuencias del gen cox1 de la
matriz de nucledtidos se calcularon con con MEGA v.7 (Kumar et al., 2016) para el complejo
dimidiata + T. huehuetenanguensis y el complejo phyllosoma. Estas distancias se calcularon
Unicamente con los especimenes utilizados en este estudio, esto incluye 4 representantes del
complejo dimidiata, un representante de la especie T. huehuetenanguensis y los miembros
del complejo phyllosoma que se utilizaron en este estudio: T. phyllosoma, T. mazzottii, T.
longipennis, T. pallidipennis, T. picturata, y T. recurva.

Cuadro 2. Estrategias de particion y modelos evolutivos obtenidos a través de

PartitionFinder para la matriz concatenada de los 13 genes codificantes de proteinas con
nucledtidos.

Particion Sitios Modelo evolutivo
1 cox1, cox3, cob, cox2 GTR+I+G
2 cox1, cox2, cob, nadl, cox3 TVM+I+G
3 atp8, cob, atp6, nad3, cox3, cox1, cox2 TIM+I+G
4 atp8, atp8, nad3, nad2, nad6, atp6 GTR+I+G
5 nad3, nad6, nad2, atp6 GTR+I+G
6 nad5, nad4l, nad4 HKY+I+G
7 nadl, nad4l, nad5, nad4 TIM+I+G
8 nad5, nadl, nad4l, nad4 GTR+I+G
9 nadé TRN+G
10 nad2 HKY+G
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Estimacion de tiempos de divergencia

Las edades de los nodos se estimaron a traves de un reloj relajado, no correlacionado, con
BEAST v.1.8.3 (Drummond et al., 2012). Para calibrar el reloj se utiliz6 el fésil de
Panstrongylus hispaniolae que se encontrd en ambar dominicano y cuya edad se estima entre
los 15 - 20 millones de afios (Iturralde-Vinent y MacPhee, 1996; Iturralde-Vinent, 2001). El
clado que se calibr6 con el fésil es aquel que incluye a los siguientes taxones: P. lignarius,
T. dimidiata (todas las localidades), T. huehuetenanguensis T. recurva, T. mazzotti, T.
phyllosoma, T. longipennis, T. picturata, T. pallidipennis, T. sanguisuga, D. maxima, T.
lecticularia, T. protracta, T. barberi, T. rubida, T. nitida, T. rubrofasciata, T. migrans y L.
costalis. Se eligio este clado por ser el nodo que representa la divergencia de P. lignarius del
resto de las especies.

Las particiones que se usaron para este analisis fueron las obtenidas a través de
PartitionFinder para la matriz de nucle6tidos. Se desligaron los relojes moleculares, se utilizd
un reloj molecular relajado y se ligaron los arboles. El anélisis bayesiano se corrié por 50
millones de generaciones, con muestreo cada 5,000 y un burn-in de 25%. El archivo con los
arboles resultantes del anlisis se resumio con TreeAnnotator v.2.5.2 (Bouckaert et al., 2019).
Para evaluar los resultados se utilizd Tracer v.1.7.1 (Rambaut et al., 2018). Utilizamos el
modelo de birth-date en arbol, con una tasa de crecimiento promedio de 0.6 y una tasa de
muerte relativa de 0.5 (Gernhard, 2008). EI modelo de distribucion para calcular los tiempos
de divergencia fue log-normal. Se utilizé un offset de 15 millones de afios, una media de 2 y
una desviacion estandar de 1, con el fin de que el 95% de la probabilidad estuviera contenida

en un intervalo de la edad del fosil.
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Cuadro 3. Estrategias de particién y modelos evolutivos obtenidos a traves de Partition
Finder para la matriz concatenada de los 13 genes codificantes de proteinas traducidos a

aminoacidos.

Particion Sitios Modelo evolutivo
1 cox1, cox3 MTMAM+I+G

2 cox2, cob MTMAM+I+G

3 atp8

MTREV+G

4 atp6, nad3, nad2, nad6

MTMAM+I+G+F

5 nadl, nad4l, nad4, nad5

MTMAM+I+G+F

T. dimidiata FJ197157
100 T- dimidiata KT998310
" l:’l T. dimidiata KT998309
T. dimidiata KT998309
T. dimidiata Chiapas MX
T. dimidiata JN585895
3| T. dimidiata KT998330
4 T. dimidiata KT998331
'{ T. dimidiata KT998328
| 7. dimidiata JN585894
&/|T. dimidiata JN585894
7\ T. dimidiata JN585893
T. dimidiata Heredia CR
P! |~ T. dimidiata KT998327
T. dimidiata KT998319
| T. dimidiata KT998317
§ T. dimidiata KT998320
T. dimidiata Guatemala GU
T. dimidiata KT998321
T. dimidiata KT998321
T. dimidiata JN585881
#\T. dimidiata 585881
T. dimidiata 585881
42 || T. dimidiata 585881
|| T. dimidiata JN585881
m| T. dimidiata KT998322
T. dimidiata KT998322
.+ T. dimidiata KT998318
s4 T. dimidiata JN585861

Linaje 1

T. dimidiata JN585861
T. dimidiata KT998325
T. dimidiata KT998325
T. dimidiata KT998325
T. dimidiata KT998325
72\ T. dimidiata KT998316
"“"‘{ T. dimidiata KT998316

T. dimidiata KT998315
’L‘ T. dimidiata FJ197154

23
o

2

Linaje 2
| 7. dimidiata FJ197155
o3| T. dimidiata KT998314
T. dimidiata KT998313
T. dimidiata Ver. MX
100 T. dimidiata JN585884
LT. dimidiata JN585883
-1 T. huehuetenanguensis

4 T. dimidiata FJ197159
%{I dimidiata FJ197158

192, T. huehuetenanguensis MG951755

T. huehuetenanguensis

T. huehuetenanguensis MG951754
7. dimidiata FJ197156
T. dimidiata KT998296

Sust/sitio

Figura 3. Arbol de méaxima verosimilitud del complejo dimidiata + T. huehuetenanguensis
obtenido a partir de un fragmento de cob. Las claves de acceso de GenBank se muestran a
lado del nombre para aquellos individuos tomados de otros estudios. Subrayados se muestran
los individuos utilizados en este estudio.

41



Resultados
El presente estudio aporta 25 genomas mitocondriales anotados, 24 de los cuales son nuevos

para un grupo de insectos de importancia médica y documenta la variacion del genoma
mitocondrial en el clado Norte-Centroamericano de Triatomini, compuesto por: T. mazzottii,
T. phyllosoma, T. longipennis, T. recurva, T. picturata, T. pallidipennis, T. dimidiata, T.
huehuetenanguensis, T. mexicana, T. sanguisuga, D. maxima, T. lecticularia, T. protracta,
T. barberi, L. costalis, T. rubrofasciata y T. migrans. Ademas, se recuperé una filogenia con
valores de soporte altos en la mayoria de sus nodos y topologias muy consistentes en todos
los analisis. Tanto la tribu Triatomini como el clado Norte-Centroamericano se recuperaron
como monofiléticos, mientras que Triatoma se recuperd como un género parafilético con

respecto a E. mucronatus, P. lignarius, L. costalis y D. maxima.

Descripcion de los nuevos genomas mitocondriales nuevos

Se obtuvieron 25 genomas mitocondriales nuevos y se utilizaron 29 en total para los analisis.
De estos 25 mitogenomas nuevos, 13 se recuperaron completos, lo que permitio la
circularizacion. Las secuencias que no se obtuvieron completas se debe a dificultades en la
region control, que es altamente repetitiva. Los genes codificantes de Linshcosteus costalis
no se recuperaron por completo, pues faltaron los genes codificantes cox1, cox2, atp8, nad3
y nad2. Para el resto de los mitogenomas, se encontraron los 13 genes codificantes de
proteinas, 22 tRNAs y dos rRNAs. El tamafio de los mitogenomas obtenidos en este estudio
va de 15,655 (T. mexicana) a 16,131 (T. dimidiata) pares de bases. El sesgo composicional

gue muestran todos los mitogenomas fluctta alrededor del 70% de A + T (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Genomas mitocondriales cerrados y sesgo composicional.

Estado Tamarnio (pb) A+T (%)
. prolixus Cerrado 15790 69.6
. pictipes Cerrado 15909 71.4
. vitticeps RC incompleta 15361 69.1
. infestans Cerrado 15767 68.2
. infestans 2 Cerrado 17301 73.1
. mucronatus Cerrado 15766 71.9
. lignarius Incompleto 9678 68.3
. hitida RC incompleta 15252 74.3
. rubida RC incompleta 16173 71.1
. costalis Incompleto 10396 65.6
. rubrofasciata Cerrado 17150 70.4
. migrans Cerrado 17323 72.8
. maxima RC incompleta 15528 69.4
. lecticularia Cerrado 16066 69.7
. protracta RC incompleta 15529 72.4
. barberi RC incompleta 16445 70.3
. sanguisuga RC incompleta 15431 69.4
. mexicana Cerrado 15655 68.4
. pallidipennis RC incompleta 15574 68.9
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T. picturata RC incompleta 15390 69.8
T. recurva RC incompleta 16.135 69.8
T. longipennis RC incompleta 15713 69.8
T. phyllosoma RC incompleta 15730 69.9
T. mazzottii Cerrado 15962 70
T. huehuetenanguensis | Cerrado 15910 70.8
T. dimidiata Veracruz | Cerrado 16131 69.8
T. dimidiata Chiapas | RC incompleta 15450 69.5
T. dimidiata Costa RC incompleta 15925 69.8
Rica

T. dimidiata Cerrado 17019 64.6
Guatemala

NUmero de cerrados
=13

Promedio cerrados
=16288

Promedio = 69.9

Cerrado = genoma mitocondrial cerrado, RC incompleta = regidn control incompleta,
Incompleto = no se recuperaron todos los genes.

En la Figura 4 se muestra un ejemplo del arreglo de los genes encontrado en todas las

especies. No se encontraron rearreglos o cambios en los anticodones de los tRNAs. El arreglo

de genes coincide con los genomas mitocondriales ya descritos (Dotson y Beard, 2001; Pita

etal., 2017; Don et al., 2018; Zhao et al., 2019).

La direccion de los genes dentro del mitogenoma, determinada por su presencia en la

cadena ligera o pesada, fue la misma para todos los taxones (Cuadro 5). La mayoria de los
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genes estan codificados en la cadena pesada. Los codones de inicio encontrados para los

genes fueron: ATG, ATA, ATT, ATC, GTA, GTG, TTA.

Analisis filogenéticos

En general, la topologia y valores de soporte de los arboles basados en la matriz de
nucleotidos (Figura 5) y en la matriz de aminoacidos (Figura 6), obtenidos a través del
método de Maxima Verosimilitud y métodos bayesianos fueron concordantes. A
continuacion se describe el arbol generado con datos de nucleétidos y se sefialan, cuando es

necesario, las diferencias en la topologia con las hip6tesis obtenidas al usar aminoacidos.

Grupo externo

Los miembros de la tribu Rhodniini se agrupan en un clado bien apoyado (BS = 100,
PP =1). Triatoma infestans y T. vitticeps se reunieron en un clado (BS = 100, PP = 1), el cual
es grupo hermano del resto (BS = 100, PP = 1). Eratyrus mucronatus (Nucledtidos: BS =
100, PP = 1; AA: BS = 96, PP = 1) y Panstrongylus lignarius (Nucledtidos: BS = 57, PP =
0.9965; AA: BS = 67, PP = 1) aparecen como hermanos de los demés taxones del clado

Norte-Centroamericano.

Clado Norte-Centroamericano
Triatoma rubida y T. nitida son hermanas y juntas son el clado hermano del resto de las
especies del clado Norte-Centroamericano (Nucleétidos: BS = 100, PP = 1; AA: BS = 99,
PP =1). Los taxones L. costalis + T. rubrofasciata + T. migrans, D. maxima + T.

lecticularia 'y T. protracta + T. barberi forman un clado hermano de T. sanguisuga, T.
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huehuetenanguensis + complejo dimidiata y complejo phyllosoma (Nucle6tidos: BS = 94,
PP =1; AA: BS =78, PP = 0.99). Dentro de este clado, aquel que esta conformado por L.
costalis y T. migrans + T. rubrofasciata (Nucleétidos: BS = 36, PP = 0.9503; AA: BS = 71,
PP = 0.9908) corresponde a individuos con distribucién fuera del norte y centro de
América, denominado clado Eurasiatico. El clado hermano del Eurasiatico esta compuesto
por T. barberi + T. protracta (BS = 100, PP = 1) y T. lecticularia + D. maxima (BS = 100,

PP = 1).

trnY(tac)
15,69

trnC(tgc)
trnW(tga)

trnM(atg)
trnQ(caa)

trnD(gac) 4
atp8

trnV(gta)

Triatoma mexicana
15,699 bp

IrnG(ggdg
nad:

trnA(gea
#ran(gd! -
tinN(aac s
trnL1(cta) trpSE%(agcJ -
rnE(gaal—=
trnF(ttc) g

trnP(cca) nad4l
| trnT(aca)

Figura 4. Arreglo del genoma mitocondrial T. mexicana. Las flechas indican direccion
de los genes. En morado se muestran los genes codificantes de proteinas, en rosa los tRNAs
con codigo de una letra y sus anticodones, y en verde los rRNAS.
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Cuadro 5. Resumen del genoma mitocondrial de T. huehuetenanguensis.

Nombre Tipo Posicion Posicion Longitud | Cadena
Inicio Término
Region control Region 584 625 42 Pesada
control
tRNA-Ile tRNA 630 693 64 Pesada
tRNA-GIn tRNA 691 759 69 Ligera
tRNA-Met tRNA 759 826 68 Pesada
ND2 Gen 827 1825 999 Pesada
tRNA-Trp tRNA 1831 1897 67 Pesada
tRNA-Cys tRNA 1889 1952 64 Ligera
tRNA-Tyr tRNA 1952 2016 65 Ligera
COl Gen 2018 3551 1534 Pesada
tRNA-Leu tRNA 3551 3620 70 Pesada
COll Gen 3620 4298 679 Pesada
tRNA-Lys tRNA 4299 4368 70 Pesada
tRNA-Asp tRNA 4368 4431 64 Pesada
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ATPase8 Gen 4432 4590 159 Pesada
ATPaseb Gen 4584 5267 684 Pesada
COlll Gen 5254 6038 785 Pesada
tRNA-Gly tRNA 6039 6101 63 Pesada
ND3 Gen 6099 6454 356 Pesada
tRNA-Ala tRNA 6455 6517 63 Pesada
tRNA-Arg tRNA 6522 6585 64 Pesada
tRNA-Asn tRNA 6588 6651 64 Pesada
tRNA-Ser tRNA 6651 6719 69 Pesada
tRNA-Glu tRNA 6719 6782 64 Pesada
tRNA-Phe tRNA 6782 6846 65 Ligera
ND5 Gen 6847 8558 1712 Ligera
ND4 Gen 8625 9956 1332 Ligera
ND4L Gen 9950 10243 294 Ligera
tRNA-Thr tRNA 10246 10308 63 Pesada
tRNA-Pro tRNA 10309 10375 67 Ligera
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ND6 Gen 10376 10879 504 Pesada
(6{0] ] Gen 10879 12010 1132 Pesada
tRNA-Ser tRNA 12011 12079 69 Pesada
ND1 Gen 12200 13123 924 Ligera
tRNA-Leu tRNA 13118 13182 65 Ligera
Subunidad grande rRNA 13183 14450 1268 Ligera
rRNA

tRNA-Val tRNA 14439 14508 70 Ligera
Subunidad pequefia | rRNA 14509 15290 782 Ligera
rRNA

Triatoma sanguisuga es el taxén hermano de T. huehuetenanguensis +

complejo

dimidiata, T. mexicana y del complejo phyllosoma (BS = 100, PP = 1). Triatoma

huehuetenanguensis + complejo dimidiata son el grupo hermano del complejo phyllosoma

(Nucleotidos: BS = 100, PP = 1, AA: BS = 100, PP = 0.77). Triatoma huehuetenanguensis

es la especie hermana del complejo dimidiata (Nucledtidos: BS = 100, PP = 1; AA: BS =40,

PP =0.9899), seguida por el representante de T. dimidiata de Veracruz (BS = 100, PP = 1).

Después, el taxdn mas externo es el individuo de Chiapas y el individuo de Costa Rica junto

con el de Guatemala forman un clado (BS =100, PP =1). El segundo clado, el que comprende

al complejo phyllosoma, presenta a T. pallidipennis como el taxén hermano del resto (BS =
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100, PP = 1), seguido por T. picturata (BS = 100, PP = 1). Triatoma recurva queda como
especie hermana de los individuos restantes, luego T. longipennis y finalmente T. phyllosoma
y T. mazzottii como especies hermanas (BS = 100, PP = 1).

Ahora bien, la Gnica especie cuya posicion no es consistente en los cuatro analisis es
T. mexicana. En los andlisis con nucleétidos aparece como especie hermana del complejo
phyllosoma (BS = 35, PP = 0.91) y en los analisis con la traduccién en aminoacidos se
encuentra como hermana de T. huehuetenanguensis + complejo dimidiata (BS = 25, PP =
0.59), ambas topologias con bajos valores de soporte. Los miembros del complejo dimidiata
pertenecen a los grupos 1, 2 y 3 designados previamente por distintos autores (ej. Bargues et
al., 2008, Dorn et al., 2016). La asignacion a priori del individuo de Guatemala incluido en
este estudio fue problemética porque en Guatemala se han citado en simpatria todos los
grupos del complejo dimidiata (ej. Bargues et al., 2008; Dorn et al., 2009; Justi et al., 2018).
Sin embargo, por su agrupacion con los individuos de Costa Rica en los anélisis filogenéticos,
es probable que este espécimen pertenezca al grupo 1.

Se calcularon las distancias genéticas para el complejo dimidiata + T.
huehuetenanguensis + T. mexicana y para los miembros del complejo phyllosoma + T.
mexicana a través del gen cox1 (Apéndice D). En nuestra muestra, las distancias entre los
representantes del complejo dimidiata fueron muy variables. Los individuos mas distantes
entre si son T. huehuetenanguensis y el individuo de Chiapas (nimero de diferencias = 160,
p =10.5%). Dentro del complejo, la distancia entre T. dimidiata de Veracruz y los individuos
de Chiapas, Guatemala y Costa Rica son 6.2%, 6.1% y 5.8%, respectivamente. Los
individuos menos distantes entre si fueron los representantes de Guatemala y Costa Rica

(ndmero de diferencias = 25, p = 1.6%). La distancia entre T. mexicana y el resto de los
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individuos del complejo dimidiata y T. huehuetenanguensis indica que es la especie mas

lejana a todas (numero de diferencias = 166 - 173, p = 10.9-12%).

—R. prolixus
*——R. pictipes Belem BR
T. vitticeps Caracas VE
T. infestans Santa Cruz BO
"'T. infestans Tecuarembé UY
il -E. mucronatus Jenaro Herrera PE
-P. lignarius Minas Gerais BR

- T. nitida Oaxaca MX
k T. rubida Arizona US
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T. rubrofasciata Hainan CN
T. migrans Borneo MY
D. maxima Baja Calif. Sur MX
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Figura 5. Arbol resultante del analisis de maxima verosimilitud con la matriz
concatenada de nucleotidos de los 13 genes mitocondriales codificantes de proteina. En
la parte inferior se muestran los nodos con BS > 75 con un circulo relleno, en la parte superior
de las ramas se muestran los nodos con PP > (.95 con un circulo delineado.
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Para los individuos del complejo phyllosoma en general se obtuvieron valores altos

de divergencia excepto entre T. phyllosoma, T. mazzottii y T. longipennis. Los individuos

maés cercanos entre si son T. phyllosoma, T. mazzotti y T. longipennis (nimero diferencias =

4 -8, p=0.3% — 0.5%). Mientras que T. mexicana aparece como la especie mas lejana a

todas (nimero de diferencias=162 — 179, p = 10.6% — 11.8%).
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Figura 6. Arbol resultante del analisis de maxima verosimilitud con la matriz
concatenada de aminodcidos de los 13 genes mitocondriales codificantes mitocondriales
codificantes de proteina. En la parte inferior se muestran los nodos con BS > 75 con un
circulo relleno, en la parte superior de las ramas se muestran los nodos con PP > 0.95 con un

circulo delineado.
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Reconstruccion de tiempos de divergencia

La topologia obtenida con la estimacion de los tiempos de divergencia fue muy similar a la
obtenida en estudios anteriores (Figura 7) con excepcion de la posicion de P. lignarius con
respecto a E. mucronatus, pues en este analisis se recuperaron como especies hermanas. A
diferencia de los otros analisis, T. mexicana se recuperé como hermana del clado que
contiene a los complejos dimidiata y phyllosoma. La separacion de las tribus Triatomini y
Rhodniini se estima que sucedié hace 17.25 — 23.94 millones de afios (Ma). El clado T.
infestans + T. vitticeps divergio del resto de los miembros del grupo hace unos 12.99 — 18.09
Ma. El clado Norte-Centroamericano divergio de P. lignarius + E. mucronatus hace 15.05 —
20.05 Ma. La divergencia del clado Eurasiatico (L. costalis + T. rubrofasciata + T. migrans)
de las especies de América sucedid hace 12.42 —17.3 Ma. A su vez, L. costalis divergio de T.
rubrofasciata + T. migrans hace 9 — 10.64 Ma.

La divergencia entre el complejo dimidiata + T. huehuetenanguensis y el complejo
phyllosoma, se estima que ocurrié hace 6.73 — 9.49 Ma. Triatoma huehuetenanguensis
divergié hace 5.46 — 7.83 Ma del complejo dimidiata. Con respecto a las especies del
complejo phyllosoma, T. pallidipennis divergi6é del resto del resto hace 5.8 — 8.23 Ma.
Triatoma longipennis se separo6 de T. phyllosomay T. mazzottii hace 0.31 —0.55 Ma, mientras

que estas ultimas dos divergieron hace solo 0.1 — 0.22 Ma.
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Genoma mitocondrial del clado Norte-Centroamericano de Triatomini
A pesar de que Triatominae es un grupo de alta importancia médica, con miles de personas
afectadas cada afio (WHO, 2017), existe muy poca informacién sobre los genomas
mitocondriales de este grupo (Dotson y Beard, 2001; Pita et al., 2017; Dong et al., 2018;
Zhao et al., 2019) en contraste con otros organismos de importancia médica (Ej. Los
mosquitos, Hao et al., 2017). El tamafio de los genomas mitocondriales que se recuperaron
con todos los genes y la regién control va de 15,655 a 16,131 pares de bases. Este intervalo
esta en el limite inferior para el rango de mitogenomas citados para Triatominae (15,908 —
17, 323) (Zhao et al., 2019), pero se acerca al tamafio promedio para Hemiptera, de 15,733
pares de bases (Wang et al., 2015). Esta discrepancia se debe principalmente a la variabilidad
en longitud de la region control y de manera secundaria a los genes no codificantes de
proteina, tRNAs y rRNAs, que tienen longitudes variables (Li et al., 2012; Liy Liang, 2018).
En los datos obtenidos, se observa que efectivamente la region control es de tamafio muy
variable. Por otro lado, los genes codificantes, las regiones intergénicas y los genes no
codificantes tuvieron muy poca variacion en longitud (ausencia de inserciones y deleciones).
El arreglo de genes, tRNAs y rRNAs es consistente en todas las especies estudiadas
y en las citadas (Dotson y Beard, 2001; Pita et al., 2017; Dong et al., 2018; Zhao et al., 2019).
Este arreglo estructural encontrado corresponde también con el genoma hipotético ancestral
de insectos y con la mayoria de los mitogenomas de hemipteros (Cameron, 2014; Kocher et
al., 2014; Wang et al., 2015). Hay un sesgo de A+T a lo largo del genoma y la region control

es particularmente rica en A+T, esto concuerda con lo citado para hemipteros (ej. Dotson y
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Beard, 2001; Wang et al., 2105). La mayor heterogeneidad de secuencias estuvo en nad3,

nad4 y atp8.

Relaciones filogenéticas

El andlisis de los genes codificantes mitocondriales para resolver las relaciones dentro del
clado de estudio arrojo arboles bien apoyados en casi todos los nodos. En el presente estudio
se obtuvieron filogenias bien resueltas y con valores de apoyo significativos en la mayoria
de sus nodos a diferencia de filogenias citadas anteriormente (ej. Ibarra-Cerdefia et al., 2014;
Justi et al., 2016). Los analisis con marcadores moleculares, como en el caso de Triatominae,
pueden ser de gran ayuda para separar especies y para optimizar las estrategias de control
(Monteiro et al., 2001).

La tercera posicion suele ser muy variable, puede presentar saturacion y tener un
efecto negativo sobre la filogenia, por lo que es recomendable realizar los analisis con la
traduccion en aminodcidos (Yang et al., 2018). Sin embargo, en este estudio los analisis con
base en aminoacidos recuperaron topologias muy similares a las obtenidas con la matriz de
nucleotidos. Las unicas diferencias involucran solo nodos con valores de apoyo no
significativos. El Unico cambio se observo en la posicion de T. mexicana, que en los arboles
con la matriz de nucleétidos aparece como hermana del complejo phyllosoma'y en los arboles
basados en la matriz de aminoacidos aparece como hermana del complejo dimidiata + T.

huehuetenanguensis.
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El clado conformado por especies con distribucion en Eurasia (L. costalis, T.
rubrofasciata, T. migrans) se encuentra anidado dentro del clado Norte-Centroamericano. El
género Triatoma se recuperd en todos los anélisis como parafilético respecto a los géneros
Dipetalogaster, Linshcosteus, Eratyrus y Panstrongylus, algo que se ha reportado en varios
estudios (ej. Justi et al., 2014; Justi et al., 2016). Incluso desde la morfologia, Lent y
Wygodzinksy (1979) reconocian que la descripcion del género Triatoma esta basada en
caracteres plesiomorficos y que es un grupo parafilético.

Panstrongylus se obtuvo, al igual que en otros estudios, como el género hermano del
clado Norte-Centroamericano (Ibarra-Cerdefia et al., 2014; Justi et al., 2014; Justi et al.,
2016), aunque en este estudio aparece tambien como taxdn hermano de las otras especies de
Sudameérica. Este género se ha recuperado como parafilético con respecto a algunas especies
de Triatoma en estudios que tienen un muestreo mas inclusivo de Panstrongylus (Ibarra-
Cerdefia et al., 2014; Justi et al., 2014; Justi et al., 2016). Para resolver mejor la posicion de
P. lignarius es necesario incluir a otros representantes del género.

Triatoma rubida y T. nitida aparecen juntas en todos los andlisis, con un soporte muy
alto y concordantes con algunos analisis anteriores (Hypsa et al., 2002; Ibarra-Cerdefia et al.,
2014). Estas especies tienen una distribucién amplia, T. nitida se distribuye en Costa Rica,
Guatemala, Honduras y sur de México, mientras que T. rubida se distribuye en el sur de EUA
y en el norte de México principalmente (Lent y Wygodzinsky, 1979). Linshcosteus costalis
aparece como especie hermana de T. migrans + T. rubrofasciata, las tres se han encontrado
principalmente en Asia. Linshcosteus habita en India, T. migrans se encuentra desde India
hasta las islas Filipinas y T. rubrofasciata es pantropical (Dujardin et al., 2015). Posiblemente

el ancestro de estas especies tuvo su origen en América y posteriormente se disperso y
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diversificd en Asia (Justi et al., 2016). La presencia de estas especies dentro del clado Norte-
Centroamericano obliga a reconsiderar el nombre de este clado.

Se ha observado que la morfologia de Linshcosteus, en general, es distinta del resto
de los Triatomini (Schaefer y Coscardn, 2001). Incluso se consider6 la posibilidad de colocar
el género en latribu Linshcosteusini con base en sus sinapomorfias morfoldgicas (Carcavallo
et al., 2000). En este estudio no se encontraron evidencias para clasificar a este clado como
un grupo distinto a Triatomini ya que aparece anidado dentro de la tribu y dentro del clado
Norte-Centroamericano.

Las especies Euroasiaticas forman un clado junto con T. barberi + T. protractay T.
lecticularia + D. maxima, el cual ya se habia citado antes (Justi et al., 2014; Ibarra-Cerdefia
et al., 2014; Justi et al., 2016). Las especies de T. protracta, T. lecticularia y D. maxima
tienen distribucién en el norte de México y sur de EUA, mientras que T. barberi esta
distribuida en el centro de México (Lent y Wygodzinsky, 1979; Jurberg y Galvao, 2006). El
complejo protracta, compuesto por T. protracta, T. barberi, T. peninsularis, T. sinaloensis,
T. neotomae y T. nitida (Ibarra-Cerdefia et al., 2009), no se recuperd ya que T. nitida se retne
con T. rubida, mientras que T. protracta + T. barberi y D. maxima + T. lecticularia se reinen
con las especies Euroasiaticas. Un analisis que incluya a mas miembros del complejo
protracta es necesario para poder determinar si es un grupo monofilético o no.

El segundo grupo del clado Norte-Centroamericano contiene a T. sanguisuga, T.
mexicana, al complejo dimidiata + T. huehuetenanguensis y al complejo phyllosoma. La
posicién de T. sanguisuga, que se distribuye en EUA y norte de Mexico, como hermana del
resto esta bien apoyada (BS = 100, PP = 1 para ambas matrices) y concuerda con filogenias
anteriores (Justi et al., 2016). En nuestros analisis con la matriz de nucleétidos T. mexicana

aparece como la especie hermana del complejo phyllosoma (BS = 35, PP = 0.0.9069),
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mientras que con la matriz de aminoacidos T. mexicana aparece como hermana del complejo
dimidiata + T. huehuetenanguensis (BS = 25, PP = 0.5863).

De acuerdo con la morfologia de T. mexicana observamos caracteres que nos
permitirian agruparla con ambos clados. Por ejemplo, el tamafio de las manchas negras en el
corium y el color de las manchas naranjas indicarian que es una especie cercana al complejo
phyllosoma (Lent y Wygodzinsky, 1979). Esta relacion también esta reportada en el estudio
de Ibarra-Cerdefia et al. (2014). Por otro lado, caracteres como el tamario de los hemiélitros,
el tamafio del primer segmento de las antenas y la ausencia de muchas setas y pelos en
comparacion con especies de phyllosoma, posicionan a esta especie mas cercana a T.
dimidiata (Lent y Wygodzinsky, 1979). Esta posicion también es apoyada por el estudio de
Justi et al. (2016) y por Ibarra-Cerdefia et al. (2014).

Las distancias genéticas entre T. mexicana y el complejo dimidiata + T.
huehuetenanguensis van de 10.9 - 12%, mientras que las distancias entre T. mexicana y el
complejo phyllosoma van de 10.6 - 11.8%. Ambas distancias son similares, por lo que no se
puede concluir a través de este método si T. mexicana es mas cercana al complejo phyllosoma
o al complejo dimidiata + T. huehuetenanguensis. La posicién de T. mexicana como especie
hermana del complejo phyllosoma, del complejo dimidiata o de ambos complejos no se ha
resuelto aun (Bargues et al., 2008; Espinoza et al., 2013; Ibarra-Cerdefia et al., 2014; Justi et
al., 2016). Sin embargo, los angulos humerales en el pronoto de T. mexicana, son un caracter
diagnostico y Unico de la especie, por lo que es posible que sea en realidad una especie
hermana de ambos complejos. Para poder re-evaluar sus relaciones evolutivas y determinar
a qué complejo es mas cercana, se deben de hacer analisis con un muestreo mas amplio y con

otros caracteres, como comportamiento y biologia.
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Relaciones dentro del complejo dimidiata + T. huehuetenanguensis

Se encontrd un clado correspondiente al complejo dimidiata con T. huehuetenanguensis
como especie hermana, estos en conjunto son el grupo hermano del complejo phyllosoma
relacién que ya se ha citado antes en numerosas ocasiones (ej. Justi et al., 2014, Pech-May et
al., 2019). Hypsa et al. (2002) propusieron que T. dimidiata pertenecia al complejo
phyllosoma, pero nuestros datos rechazan esta hipotesis pues podemos observar que estos
dos clados estan bien separados y con un alto valor de apoyo (PP = 1, BS = 100). Por
morfologia también podemos distinguir a las especies del complejo phyllosoma de T.
dimidiata por caracteres como el color (amarillo palido en T. dimidiata y naranja-rojo en el
complejo phyllosoma), tamarfio y cantidad de setas (mayor en phyllosoma) y tamafio de las
alas (menor en el complejo phyllosoma), entre otros (Lent y Wygodzinsky, 1979).

Las distancias genéticas de cox1 entre tres representantes del complejo dimidiatay T.
huehuetenanguensis sobrepasan el 2.48%, distancia propuesta para Triatominae, lo que
sugiere que al menos dos de los cuatro individuos podrian pertenecer a especies distintas
segun lo descrito para Triatominae (Mendongca et al., 2016; Alevi et al., 2018). Mientras que
los representantes de Costa Rica y Guatemala pertenecen a la misma especie, de acuerdo con
este criterio. Aunque las distancias genéticas y el tamafio de la muestra de este estudio no
son criterio suficiente para poder discernir entre los linajes del complejo dimidiata, son
informacion valiosa para dar pie a analisis mas comprensivos para evaluar este complejo.
Aunque se ha propuesto que el locus coxl no es util para distinguir la variacion intra e
interespecifica en las especies de Triatoma de Sudamérica (Justi et al., 2014), este ha servido,
tanto en otras especies de Triatominae como en Heteroptera para poder discernir especies (ej.

Jung et al., 2010; Alevi et al., 2018).
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Los individuos de Costa Rica y Guatemala junto con el individuo de Chiapas
corresponden con el grupo 1 o T. d. dimidiata (Bargues et al., 2008), grupo | (Monteiro et al.,
2013), haplogrupo 3 (Pech-May et al., 2019), T. dimidiata s.s. y el grupo 2 (Justi et al., 2018).
La distribucion de este linaje es la mas amplia del complejo y abarca el sur de México
(principalmente Chiapas), Centroamérica, Costa Rica, Panama y Colombia (Dorn et al.,
2009; Monteiro et al., 2013; Justi et al., 2018).

El individuo de Veracruz es parte de otro linaje conocido como grupo 2 (Bargues et
al., 2008), grupo Il (Monteiro et al., 2013), haplogrupo 2 (Pech-May et al., 2019) o T. d.
maculipennis (Bargues et al., 2008). Este linaje esta caracterizado por una distribucion que
va del sur y este de México al sur de Guatemala y Belice (Dorn et al., 2009; Monteiro et al.,
2013). La especie hermana de los grupos 1y 2 del complejo dimidiata es T. mopan (Dorn et
al., 2018), que habita tnicamente en las cuevas de Belice y fue descrita recientemente a partir
de especimenes antes considerados como parte del complejo dimidiata.

Se ha observado con distintos datos que las poblaciones del grupo 2 junto con las
poblaciones del grupo 1 conforman un grupo monofilético y juntos tienen la distribucion mas
amplia del complejo, por lo que proponen que se les denomine T. dimidiata s.s. (Justi et al.,
2018). Pech-May y colaboradores (2019) sugieren que, de acuerdo con la evidencia genética,
ecologica y morfoldgica, los clados 1y 2 representan especies distintas. Esta hipdtesis esta
apoyada por las distancias genéticas citadas en este estudio (5.8 - 6.2%), mayores a lo
propuesto para discernir especies en Triatominae (2.48%, Mendonga et al., 2016; Alevi et
al., 2018). Se ha citado que las diferencias en forma de la cabeza son marcadas para las
poblaciones del norte, centro y sur de América (Bustamante et al., 2004). También se sabe
que presentan variacion en la coloracién y genitales, lo que sugiere que T. dimidiata s.I.

contiene mucha variacion, no solo genética y ecoldgica sino también morfologica (Lent y

61



Jurberg, 1985). Es importante incluir otros representantes de T. dimidiata de distintas
localidades para poder tener varios individuos de todos los grupos y evaluar de manera
acertada cuéntos son los taxones presentes en T. dimidiata hasta ahora.

Triatoma huehuetenanguensis, antes considerada como parte del complejo dimidiata
(Bargues et al., 2008; Monteiro et al., 2013; Dorn et al., 2016) fue recientemente descrita
(Lima-Cordén et al., 2019). Justi et al. (2018) reportan que este linaje habita principalmente
los arboles de palma en ambientes peridomésticos e intra-domésticos. Este clado esta
distribuido principalmente en la peninsula de Yucatan (México), Petén (Guatemala) y Belice
(Dorn et al., 2009; Monteiro et al., 2013; Justi et al., 2018).

Triatoma huehuetenanguensis ha sido citada en simpatria con el haplogrupo 2 e
incluso hay evidencias de hibridacion entre estos dos grupos (Bargues et al., 2008; Dorn et
al., 2009; Herrera-Aguilar et al., 2009). En el complejo dimidiata hay evidencias de simpatria
e hibridacién entre grupos (Bargues et al., 2008; Herrera-Aguilar et al., 2009; Pech-May et
al., 2019). Y existen registros de hibridacion entre los distintos linajes en estudios en
condiciones de laboratorio (Garcia et al., 2013). Esto no necesariamente compromete el
estatus de todos estos linajes como especies o fenotipos distintos, si pueden mantener su
identidad a pesar de presentar hibridacion (Mclintosh et al., 2014; Martinez-Ibarra et al.,
2015). El hecho de que estén en simpatria, pero que aun puedan mantener su identidad (por
ejemplo, en Yucatan) podria interpretarse incluso como evidencia adicional de que son
especies distintos (Coyne, 1994). Este estudio demuestra la amplia variacién genética en el
genoma mitocondrial en los linajes del complejo dimidiata. Su gran variacion genética puede
ser un factor que contribuye a su capacidad de resistencia a estrategias de control, ya que
parte de esta variacion puede generar fenotipos que permitan esta resistencia (Mougabure-

Cueto y Picollo, 2015). Es por esta variacion que se han sugerido distintas estrategias de
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control vectorial para las distintas poblaciones del complejo y asi evitar reinfestaciones
(GOmez-Palacio et al., 2013).

El complejo dimidiata es un grupo que efectivamente presenta mucha variacion y que
muy probablemente esté compuesto por mas de una especie. Particularmente los grupos 1y
2 se pueden distinguir como especies distintas por las distancias genéticas citadas en este
estudio. Por otro lado, hacen falta analisis con un muestreo mas amplio con marcadores
informativos y analisis morfolégico para poder determinar si los linajes del complejo
dimidiata son especies distintas o si es mas bien una especie que presenta mucha variacion.
De igual manera, falta incrementar el muestreo para evaluar las distancias genéticas y poder
hacer inferencias mas sélidas. Hasta ahora, la morfologia de T. dimidiata se ha reportado
como muy variable (ej. Lenty Wygodzinksy, 1979), aunque ya se han identificado caracteres
morfoldgicos y moleculares para poder describir nuevas especies a partir de poblaciones de
T. dimidiata (Dorn et al., 2018; Lima-Cordon et al., 2019). Es posible que con mas analisis

interdisciplinarios se llegue a resolver pronto el estatus de las poblaciones de T. dimidiata.

Relaciones dentro del complejo phyllosoma

El complejo phyllosoma en este estudio esta representado por T. pallidipennis, T. picturata,
T. recurva, T. longipennis, T. mazzottii y T. phyllosoma. Triatoma recurva se anid6 dentro
del complejo (BS = 100, PP = 1). La presencia de T. recurva dentro del complejo ya se ha
citado anteriormente (Pfeiler et al., 2006). Se ha observado que los miembros del complejo
phyllosoma tienen distribuciones que se sobrelapan. Por ejemplo, T. mazzottii, T. picturata y

T. phyllosoma estan presentes en el estado de Oaxaca (Lent y Wygodzinsky, 1979).

63



En este estudio las distancias genéticas entre T. mazzottii, T. phyllosoma y T.
longipennis caen dentro del intervalo de distancias esperadas entre individuos conespecificos
(menor al 2.48%, Mendonca et al., 2016; Alevi et al., 2018). No es la primera vez que se
reportan distancias genéticas correspondientes a subespecies en vez de a especies para los
miembros del complejo phyllosoma (Pfeiler et al., 2006; Mas-Coma y Bargues, 2009). Al
igual que en este estudio, T. mazzotti y T. phyllosoma han sido consistentemente recuperadas
como especies hermanas e incluso en morfologia son muy parecidas (Lent y Wygodzinksy,
1979; Martinez et al., 2006; Espinoza et al., 2013). En general, se ha citado una alta similitud
genética interespecifica (Bargues et al., 2008; Espinoza et al., 2013).

Varios estudios filogenéticos realizados con marcadores mitocondriales y nucleares
recuperan el clado formado por T. mazzottii, T. phyllosoma y T. longipennis, pero las ramas
no son tan cortas como en este estudio (ej. Justi et al., 2014). Sugerimos que las ramas cortas
generadas por los marcadores mitocondriales pueden deberse a conespecificidad o a
introgresion del DNA mitocondrial entre estas especies. La posibilidad de introgresion
mitocondrial entre las especies simpatricas de T. longipennis, T. pallidipennis y T. picturata
se ha sugerido antes con base en un marcador mitocondrial y fenotipos antenales (Martinez-
Hernandez et al., 2010). La introgresion es comun en especies que hibridan al tener areas de
distribucion simpatrica (Mastrantonio et al., 2016).

Se ha propuesto que T. pallidipennis, T. phyllosoma, T. picturata, T. mazzottii, T.
longipennis y T. bassolsae son la misma especie, y que no hay evidencias moleculares
suficientes para mantenerlas como especies distintas, dadas sus pocas diferencias geneéticas
en el gen nuclear ITS-2 (Bargues et al., 2008). Por ejemplo, con el marcador nuclear 1TS-2
no se pudieron distinguir entre si las especies de T. mazzottii, T. phyllosoma, T. pallidipennis

y T. bassolsae (Bargues et al., 2008), pero con el uso del marcador mitocondrial cob se
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pueden diferenciar los taxones aunque con ramas muy cortas, como en este estudio (Martinez
et al., 2006).

En un estudio se observo que principalmente machos de T. recurva y hembras de T.
phyllosoma pueden producir descendencia viable y fértil (Martinez-lbarra et al., 2015),
mientras que las cruzas con las especies T. mexicana, T. pallidipennis, T. picturata y T.
mazzottii produjeron descendencia infértil o no viable (Martinez-Ibarra et al., 2015). Es
probable que sean especies en proceso de divergencia (Martinez et al., 2006). Todas estas
evidencias pueden sugerir que el intercambio genético, facilitado por areas de distribucién
conjuntas, dificulta el proceso de divergencia (Bargues et al., 2008).

Las especies del complejo phyllosoma son tratadas por algunos autores como un
género diferente: Meccus (Carcavallo et al., 2000; Martinez-lbarra et al., 2015). Las
evidencias para erigir al genéro Meccus eran su monofilia y sus distintivas caracteristicas
morfoldgicas y genéticas (Carcavallo et al., 2000; Martinez et al., 2006). Sin embargo, cabe
mencionar que Meccus no se ha recuperado como monofilético en unos anélisis, por lo que
la mayoria de los autores mantiene al complejo phyllosoma dentro de Triatoma (ej. Ibarra-
Cerdefa et al., 2014; Justi et al., 2014).

Con los resultados obtenidos en este estudio podemos observar que las especies T.
phyllosoma, T. mazzottii, T. longipennis, T. recurva, T. pallidipennis y T. picturata forman
un clado bien definido y monofilético. Para determinar si T. phyllosoma, T. mazzottii y T.
longipennis son conespecificas o si la falta de diferenciacion en el genoma mitocondrial se
debe a introgresion es necesario hacer analisis con datos nucleares y con mas individuos.

Los datos morfolégicos tampoco apoyan la separacion de T. phyllosoma y T.
mazzottii, cuyas pocas diferencias radican en el tamafio de la cabeza, los ojos y los hemiélitros

(Lent y Wygodzinsky, 1979). En contraste, T. longipennis, presenta diferencias méas
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significativas, en particular la menor cantidad de setas (restringidas al mesosterno) en
comparacion con T. phyllosoma o T. mazzotti, sus hemiélitros mas alargados y sus
pilosidades en la zona ventral, lo que podria sugerirnos que esta si es una especie distinta
(Lenty Wygodzinsky, 1979). Las cortas ramas y distancias genéticas en este caso pueden ser

evidencia de introgresion mitocondrial entre T. longipennis y T. phyllosoma - T. mazzottii.

Eventos geoldgicos
El fosil que se utilizé para calibrar el arbol corresponde a la especie de Panstrongylus
hispaniolae, ancestro de las especies vivas de Panstrongylus (Poinar, 2013). Una
caracteristica muy importante que tiene este fosil y que lo hace un buen elemento para la
calibracion es que fue encontrado en ambar, por lo que los caracteres morfoldgicos
permitieron poner a esta especie sin ambigliedad dentro del género Panstrongylus (Poinar,
2013). La topologia obtenida con la estimacion de los tiempo de divergencia recuper6 un
clado formado por E. mucronatus y P. lignarius, algo que no se encontr6 en los analisis de
méaxima verosimilitud y bayesianos. Esta relacion no se habia citado antes, por lo que falta
evidencia de otro tipo (genes nucleares, mas individuos, morfologia) para poder evaluarla.
Los tiempos de divergencia de todos los linajes del clado Norte-Centroamericano son
mucho mas antiguos que los citados por Pech-May et al. (2019) y Monteiro et al. (2013). En
el estudio de Pech-May et al. (2019), el ancestro comun entre el complejo dimidiata y el
complejo phyllosoma es de hace 0.78 — 2.15 Ma, aqui se encontrd que este evento esta entre
6.73 — 9.49 Ma. Por lo tanto, ellos estimaron que todos los eventos de especiacion que dieron
origen al menos a estos tres linajes del complejo dimidiata sucedieron en el Pleistoceno

(Monteiro et al., 2013; Pech-May et al., 2019). Las edades tan recientes que encontraron
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pueden deberse a la seleccion del marcador, dos fragmentos de nad4, la tasa de sustitucion
de 0.11 sustituciones/sitio/ma y al nimero de individuos de T. dimidiata, que en ese estudio
fue mayor (Pech-May et al., 2019). Por otro lado, en un estudio con 18S y ITS-2 se estimaron
edades mas antiguas y que corresponden mas con los datos encontrados en nuestra filogenia
(Bargues et al., 2000).

En general, las edades obtenidas y la topologia coinciden con otros estudios que se
han realizado sobre filogenia y biogeografia de Triatominae (Bargues et al., 2000; Ibarra-
Cerdefia et al., 2014; Justi et al., 2016). Segin nuestros datos, la divergencia de las tribus
Rhodniini y Triatomini sucedi6 hace alrededor de 17.25 — 23.94 millones de afios. La edad
propuesta para la tribu Triatomini ~32 Ma (Hwang y Weirauch, 2012) es mayor a los
resultados de este estudio.

Se estima que la divergencia entre las especies sudamericanas P. lignarius + E.
mucronatus y el Norte-Centroamericano es un evento que sucedio hace 15.05 — 20.05 Ma, y
que puede estar relacionado con el surgimiento del Istmo de Panama. El Istmo de Panama
comenzd a formarse hace alrededor de unos 30 Ma, en el Oligoceno (Bacon et al., 2013;
O’Dea et al., 2016). Del Mioceno Temprano al Mioceno Medio (hace alrededor de 20 Ma),
la masa continental comenz6 a permitir la dispersion de animales (O’Dea et al., 2016). Es
posible que la formacion del Istmo de Panama, haya permitido que el ancestro de las especies
de Centro y Norteamérica migrara desde Sudamérica, en vez de haber migrado desde
Centroamérica hacia el sur (Ibarra-Cerdefia et al., 2014). La dispersiéon pudo haberse dado
también por foresia, pues muchos mamiferos terrestres comenzaron su dispersion hace
alrededor de 20 ma (O’Dea et al., 2016).

Dentro del clado Norte-Centroamericano aparecen L. costalis, T. migrans,

distribuidas en Asia, y T. rubrofasciata, con distribucién cosmopolita en los tropicos
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(Dujardin et al., 2015; Justi y Galvdo, 2017). Se ha propuesto que el ancestro de T.
rubrofasciata se origind en América, y dié origen a Linshcosteus costalis, T. migrans y el
resto de las especies de Triatominae distribuidos en Asia (Hypsa et al., 2002; Dujardin et al.,
2015). La hipotesis anterior sugiere que estos géneros fuera de América tienen un origen
independiente al resto de Triatominae (que tienen origen en América) y T. rubrofasciata dio
origen a las especies fuera de América (Gorla et al., 1997; Hypsa et al., 2002). Esto no esta
apoyado por los datos obtenidos en este estudio pues este clado aparece anidado dentro de
Triatoma del Norte y Centro. Esto sugiere que el ancestro de estas tres especies primero llegd
a Asia y luego diversifico.

El tiempo de divergencia de Linshcosteus, T. migransy T. rubrofasciata se estima en
12.42 — 17.3 Ma. Estudios anteriores (Hypsa et al., 2002; Justi et al., 2016) han sugerido que
el origen de estas especies fue en América y que la divergencia del clado Eurasiatico fue
favorecida por la pérdida del puente continental del Estrecho de Bering, hace
aproximadamente 5.32 Ma (Gladenkov et al., 2002; Justi et al., 2016). En nuestro analisis, la
divergencia de este clado es considerablemente mas antigua a este evento, por lo que no se
puede concluir que esta haya sido la razén de su divergencia. Con estos datos también se
rechaza la hipotesis de que las especies de Triatominae llegaron a Eurasia por dispersién

mediada por humanos en los siglos XVII — XX (Tartarotti et al., 2006).

Observaciones finales
La subfamilia Triatominae es un grupo morfolégicamente muy heterogéneo cuya taxonomia
actual no refleja las relaciones evolutivas. La taxonomia de Triatominae presenta varios

problemas debidos en parte a que esta basada en buena medida en la morfologia de la cabeza,
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pero los estudios moleculares han puesto en evidencia que la taxonomia actual de este grupo
no refleja su filogenia (Martinez et al., 2006; Justi y Galvdo, 2017). Las incongruencias
abarcan desde la clara parafilia del género Triatoma hasta la taxonomia del complejo
dimidiata. Cada vez se sabe mas sobre la evolucion de Triatominae, sobre todo gracias la
combinacion de estudios moleculares, morfolégicos y ecoldgicos. Ha habido multiples
estudios que ponen en duda varios aspectos de la taxonomia actual (Justi y Galvéo,
2017). Sin embargo, se ha optado por una visidn conservadora y permanecer con la
taxonomia antigua para mantener la consistencia con trabajos anteriores y por practicidad
(Schofield y Galvao, 2009).

Hay una gran reticencia a cambiar la clasificacion, bajo el argumento de que hay poca
ganancia en realizar estos cambios con base en caracteres que las personas encargadas del
control vectorial no podran identificar (Schofield y Galvao, 2009). La prioridad para este
grupo de importancia médica es la facil identificacion por la gente que trabaja en control
vectorial, y consideran que la clasificacion congruente con la filogenia no tiene ningun
impacto inmediato aparente en la epidemiologia y biologia Triatominae (Schofield y Galvao,
2009). Sin embargo, poder determinar las relaciones evolutivas de manera efectiva permitiria
hacer inferencias sobre la biologia y ecologia de los grupos hermanos de las especies mas
estudiadas (Schaefer, 2003; Justi y Galvao, 2017). Un cambio en la clasificacion actual para
que esta se vuelva més representativa de la biologia y evolucion de Triatominae implicaria
reeducar a los y las trabajadoras de campo para la identificacién morfoldgica, pero a la larga

seria mas benéfica por el poder predictivo que conlleva.
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Conclusiones

Este estudio contribuye con 25 genomas mitocondriales nuevos y aporta evidencias
para resolver las relaciones de varios linajes dentro del clado de estudio.

El genoma mitocondrial dentro de la subfamilia Triatominae es muy conservado, no
existen rearreglos en los genes, cambios en los anticodones de los tRNAS, ni un
namero significativo de inserciones o deleciones intragénicas.

Los datos concatenados de los trece genes mitocondriales son buenos marcadores
para poder determinar las relaciones dentro del clado Norte-Centroamericano, ya que
las topologias tienen los mayores valores de apoyo citados hasta ahora.

Las especies con distribucion exclusivamente fuera de América, L. costalis y T.
migrans, y T. rubrofasciata, especie pantropical, estan anidadas en el clado Norte-
Centroamericano.

Los tiempos de divergencia junto con los eventos geoldgicos indican que Triatominae
tuvo su origen en Sudamérica y que su distribucion a Centro y Norteamérica fue
propiciada por el Istmo de Panama.

Triatoma longipennis, T. mazzottii y T. phyllosoma podrian ser conespecificas o bien

presentar introgresion mitocondrial.
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Apéndice A. Filogramas de Maxima Verosimilitud (izquierda) y bayesiano (derecha)
obtenidos a través del analisis de genes ribosomales. En un cuadro rojo se muestra el clado
Norte-Centroamericano recuperado en el estudio. Fuente: Justi et al. (2014).
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Apéndice B. Filograma bayesiano obtenido de un anélisis de los genes cox1, cob, 12S, 16S,
18S, y 28S. En rojo se muestran las especies que pertenecen al clado Norte-
Centroamericano recuperado en el estudio. Fuente: Ibarra-Cerdefia et al. (2014).
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Apéndice C. Distribucion de las especies que conforman el clado Norte-Centroamericano
(Lent y Wygodzinsly, 1979; Jurberg y Galvéo, 2006; Ramsey et al., 2015).

Especie Distribucion
D. maxima México (BC sur)
H. matsunoi norte de Peru
Linshcosteus sp. India
Pa. hirsuta Suroeste de EUA y noroeste de Meéxico
México (Colima, CDMX, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacén,
T. barberi Morelos, Oaxaca, Puebla, Tlaxcala)
T. bolivari México (Jalisco)
T. brailovsky México (Jalisco, Colima)
T. dimidiata Centroamérica
EUA (Nuevo México, Texas), México (Chihuahua, Coahuila, Nuevo
T. gerstaeckeri Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas)
México (Chiapas, Campeche, Yucatan, Quintana Roo), Guatemala
T. huehuetenanguensis (Huehuetenango, Petén), Honduras (Yoro), Belice (Cayo)
T. lecticularia EUA, México (Nuevo Leon)
México (Aguascalientes, Chihuahua, Colima, Jalisco, Nayarit, Sinaloa,
T. longipennis Zacatecas
T. mazzotti México (Durango, Guerrero, Michoacan, Oaxaca)
India (Sikkim), Indonesia (Borneo, Java, Sumatra), Malasia (Malaya,
T. migrans Sarawak), Filipinas, Tailandia
T. mopan Belice (Cueva de Rio Frio)
T. nitida Costa Rica, Guatemala, Honduras, México (Yucatan)
Meéxico (Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit,
T. pallidipennis Puebla)
T. phyllossoma México (Oaxaca)
T. picturata México (Colima, Jalisco, Nayarit, Oaxaca)
EUA, México (BC, Coahuila, chihuahua, Durango, Nuevo Leon, San
T. protracta Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Zacatecas)
T. recurva EUA (Arizona), México (Chihuahua, Nayarit, Sinaloa, Sonora)
EUA (Arizona, California, Texas, Nuevo México), México (BC, Nayarit,
T. rubida Sinaloa, Sonora, Veracruz
T. ryckmani Guatemala y Honduras
T. sanguisuga EUA y México

89




Apéndice D. Distancias p sin corregir (derecha) y namero de diferencias (izquierda) entre

T. mexicana y los miembros del complejo dimidiata + T. huehuetenanguensis y entre T.

mexicana y los miembros del complejo phyllosoma.

A) complejo dimidiata

1 2 3 4 5 6
1 [ T. dimidiata Chiapas MX 0.036 | 0.038 | 0.062 | 0.105 | 0.114
2 | T. dimidiata Heredia CR 55 0.016 | 0.058 | 0.101 | 0.112
3| T. dimidiata Guatemala GU 58 25 0.061 | 0.102 | 0.112
4| T. dimidiata Veracruz MX 94 89 93 0.098 | 0.109
5(T. dimidiata Yucatan MX 160 | 154 | 155 | 149 0.120
6 | T. mexicana 173 | 170 | 171 | 166 183
B) complejo phyllosoma

1 2 3 4 5 6 7
1 | T. phyllosoma 0.003 | 0.003 | 0.068 | 0.103 | 0.112 | 0.116
2 | T. mazzottii 4 0.005 | 0.068 | 0.104 | 0.113 | 0.114
3 | T. longipennis 4 8 0.068 | 0.102 | 0.113 | 0.118
4 [T. recurva 104 104 103 0.098 | 0.109 | 0.106
5 | T. picturata 157 159 156 150 0.102 | 0.109
6 | T. pallidipennis | 170 172 172 166 156 0.116
7 | T. mexicana 177 173 179 162 166 177
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