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I. RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una enfermedad parasitaria descubierta por el médico
brasilefio Carlos Chagas. El agente etiologico es el protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi, el cual es transmitido por un insecto vector que al picar a la victima al mismo tiempo
deposita sus heces y orina contaminadas con el parasito. Los principales vectores que
transmiten el parasito son insectos que pertenecen a los géneros Triatoma, Rhodnius y
Panstrongylus (Hemiptera: Reduviidae). Los estudios taxondmicos para estos insectos se basan
principalmente en sus caracteristicas morfoldgicas, lo que hace dificil su clasificacién, sobre
todo en especies con caracteres similares y en estadios ninfales. El empleo de marcadores
moleculares en el estudio genético y poblacional de los triatéminos permitira la caracterizacion
de las especies asi como la corroboraciéon o modificacién de las clasificaciones basadas en
caracteres morfoldgicos. El objetivo del presente trabajo fue realizar estudios de clasificacion
y filogenia en especies del complejo Phyllosoma (C.P., T. longipennis, T. pallidipennis,
T. mazzottii, T. picturata y T. bassolsae) y especies de complejos externos al Phyllosoma
(T. lecticularia, T. rubida y T. infestans), asi como corroborar la inclusién de 7. bassolsae
dentro del complejo Phyllosoma, analizando las secuencias de nucledtidos del segundo
espaciador interno transcrito del rDNA (IT3-2). La comparacién de las secuencias y los analisis
de distancia y maxima verosimilitud indican que el ITS-2 es un marcador util para resolver
relaciones filogenéticas a nivel de géneros y especies, sin embargo no fue de gran utilidad a
nivel de individuos estrechamente relacionados como en el caso de las especies del complejo
Phyllosoma. En estas especies, se encontraron distancias genéticas pequeiias, lo que nos indica
el reciente proceso de divergencia que estan sufriendo. La gran similitud encontrada en la
secuencia de T. bassolsae con las otras pertenecientes al complejo Phyllosoma, nos corrobora la
inclusion de esta especie dentro del grupo. Las especies pertenecientes a otros complejos
diferentes del complejo Phyllosoma, T. lecticularia, T. rubida y T infestans, fueron claramente
agrupadas en clados diferentes. Finalmente, el analisis de microsatélites en las secuencias del
ITS-2, nos proporciona una herramienta alternativa de identificacion, ya que las encontradas en
el complejo Phyllosoma son homogéneas, en tanto que para I. lecticularia y T. infestans estos
eran mas largos; mientras que para 7. rubida y R. prolixus no se detectaron secuencias de
microsatélites. Es importante mencionar que se analizaron por primera vez tres especies con

este marcador molecular: 7. bassolsae, T. rubida y T. lecticularia.



II. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una zoonosis causada por Trypanosoma cruzi,
protozoario parasito que se localiza exclusivamente en el Continente Americano.
Recibe su nombre en honor al Dr. Carlos Chagas, médico brasilefio quien describié la
enfermedad por primera vez en 1909 e identificé tanto al parasito como al insecto que
lo transmite. En la naturaleza, 7. cruzi se mantiene principalmente en un ciclo selvatico
que involucra a diferentes especies de insectos triatdbminos (Hemiptera: Reduviidae) que
actian como vectores y a varios mamiferos silvestres, como zarigiieyas, mapaches y
tlacuaches que actian como reservorios. Sin embargo, la constante invasion humana a
la selva ha facilitado su contacto con los triatominos y animales silvestres infectados,
estableciéndose asi un ciclo peri-doméstico e inclusive doméstico (Acha & Cifres,

1986).

I1.1. Enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi causante de la Enfermedad de Chagas fue descubierto en el
intestino de un hemiptero del género Triatoma, el cual se sabia que atacaba al hombre
en muchas localidades de Brasil. Cuando se hicieron alimentar a las chinches con la
sangre de monos, se pudieron identificar, semanas mas tarde, en la sangre de estos
primates la presencia de tripanosomas, €stos, fueron encontrados posteriormente en
nifios brasilefios que presentaban sintomas como fiebre, vomito y diarrea (Piekarski,
1959). En la Medicina, es el unico caso en el que el agente etiologico de una
enfermedad y el insecto que lo transmite se descubrieron antes de ser reconocida la
enfermedad (Schofield, 1995). La enfermedad de Chagas se localiza tnicamente en
América, desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina (Figura 1). La Organizacion
Mundial de la Salud estimé en 1991 que probablemente existian de 16-18 millones de
personas infectadas en toda América, y 100 millones de personas en riesgo de contraer

la enfermedad.



En México, se han realizado estudios de la enfermedad, reportandose que hasta
1990 existian alrededor de 300 casos (Velasco-Castrejon, 1991). En la Encuesta
Serolégica realizada a nivel nacional entre 1987 y 1989, se detectd anticuerpos
especificos para T. cruzi, utilizando pruebas de hemaglutinacion e inmunofluorescencia,
encontrando que el 1.6 % de la poblacién analizada era seropositiva, en tanto que los
estados de Chiapas y Oaxaca mostraban los mas altos porcentajes de seropositividad
que oscilaban entre el 2 y el 5% (Velasco-Castrejon et al., 1992). En 1998, Guzman-
Bracho y colaboradores determinaron una seroprevalencia de 1.5 % en un anélisis a 18
bancos de sangre reportando las mayores seroprevalencias en los estados de Hidalgo y
Tlaxcala (2.8% y 1.9% respectivamente) (Guzman-Bracho et al., 1998); los indices
serolégicos de infeccion por 7. cruzi reportados en diferentes estados de la republica
son variables, por ejemplo, existe un 17.8 % para el estado de Jalisco (Trujillo er al.,
2000), un 20 % para Morelos (Rangel-Flores et al., 2001), 4.8 % en Oaxaca, 12.5 % en
Acapulco, Guerrero (Velasco-Castrejon, 1991) y 11.3 % en Chiapas (Mazariego-Arana
etal., 2001).

I Poises con Chagas endémico
WHO/CTD, May 1996

Figura 1. Distribucion mundial de la Enfermedad de Chagas (Tomado de:www.who.int/ctd/chagas/geo.htm).
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I1.2. Agente etiologico

El agente etiologico de la Enfermedad de Chagas es Trypanosoma cruzi, parasito
que posee un solo flagelo adherido al cuerpo por una membrana ondulante y como
6rgano caracteristico la presencia del cinetoplasto, (una malla o red de DNA
extranuclear localizada en un punto especifico de la mitocondria). Presenta la siguiente

clasificacion taxonémica elaborada por Leedale y Vickerman en el 2000:

Phylum: Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1981)
Clase: Diplonemea (Cavalier-Smith, 1993)
Orden: Kinetoplastida (Honingberg, 1963)
Suborden: Trypanosomatina (Kent, 1980)
Familia: Trypanosomatidae (Duflein, 1901)
Género: Trypanosoma (Gruby, 1843)
Subgénero: Schizotrypanum (Chagas, 1909)
Especie: T. cruzi (Chagas, 1909)

Existen tres estados morfologicos principales de Trypanosoma cruzi:
tripomastigote, epimastigote y amastigote. Estos diferentes estados se distinguen
morfolégicamente entre si por la posicién del cinetoplasto en relacién al niicleo y por la

presencia o ausencia de una membrana ondulante (World Health Organization, 1991):

e Durante el estadio de tripomastigote el cinetoplasto se encuentra localizado
usualmente en la porcién mas posterior del parésito. El flagelo sale del
extremo posterior y se dobla hacia delante, formando una membrana
ondulante a lo largo de todo el cuerpo del parasito y emergiendo en forma
libre en el extremo anterior. Es la forma infectiva del parasito.

e En el estadio de epimastigote, el cinetoplasto se encuentra localizado en la
parte media del organismo justo por delante del nicleo. El flagelo emerge de

la parte media del paréasito y forma una membrana ondulante mas pequeifia



que la que se presenta en los tripomastigotes. Es la forma replicativa no
infectiva dentro del intestino del triatoma.
e La forma de amastigote, no posee un flagelo libre, tiene una forma esférica.

Es el estadio intracelular del parasito en tejidos del hospedero.

11.3. Ciclo de vida de T. cruzi

La infeccion es transmitida principalmente por chinches a mas de 100 diferentes
especies de animales silvestres y domésticos. El ciclo de vida de T. cruzi (Figura 2) se
inicia cuando las chinches se alimentan de un animal infectado ingiriendo de esta
manera al parésito, el cual se encuentra en su estadio de tripomastigote sanguineo.
Dentro la chinche los tripomastigotes sanguineos pasan a su estadio de epimastigotes,
los cuales se van a replicar en el intestino medio del insecto; posteriormente, los
parasitos migran a la parte posterior del intestino, esta vez en su forma de

tripomastigotes metaciclicos, los cuales son la forma infectiva del parasito.

La infeccion dentro del mamifero, se inicia cuando un insecto infectado defeca
mientras se alimenta, liberando los tripomastigotes metaciclicos en el contenido
intestinal (heces y orinas). Los tripomastigotes pueden atravesar la piel, entrar en el
organismo a través del sitio de picadura, o a través de las mucosas, invadiendo
inmediatamente las células del hospedero. Dentro de las células, los tripomastigotes
pierden su flagelo y se redondean para formar amastigotes, los cuales se multiplican
intracelularmente por fisién binaria. Cuando las células del hospedero se encuentran
llenas de amastigotes, que se transforman en tripomastigotes, posteriormente lisan las
células y son liberados a los espacios intersticiales y al torrente sanguineo. Los
tripomastigotes tiene la habilidad de invadir cualquier tipo de células, donde se
transforman de nuevo en amastigotes, repitiéndose indefinidamente el ciclo de infeccion
cuando la chinche se alimenta de nuevo (WHO, 1991; Velasco-Castrejon, 1991; Tyler
& Ehgman, 2001).



Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi: ®la chinche se alimenta de un animal infectado, ingiriendo los
tripomastigotes sanguincos; @ dentro de la chinche, los tripomastigotes pasan a su forma de epimastigotes,
los cuales se dividen dentro de la chinche; @ en su forma de tripomastigotes entran al hospedero a través del
sitio de mordedura del insecto;® dentro de las células hospederas, los tripomastigotes se transforman en
amastigotes;@ al llenar las células los amastigotes la lisan y pueden invadir nuevas células o pasan a su
forma de tripomastigotes, los cuales son liberados al torrente sanguineo, donde pueden ser ingeridos por una
chinche, comenzando de nuevo el ciclo. Tomado de www.who.int/tdr/diseases/ chagas/lifecycle.htm.

I1.4. Formas de transmision

Existen diferentes formas de adquirir una infeccién con T. cruzi, entre las que
encontramos: infeccién por el triatdmino, por transfusién sanguinea, por infeccién
congénita y neonatal y por accidentes de laboratorio. Siendo las principales vias de
transmision las dos primeras.

I1.4. a. Infeccién por el triatémino

Sin duda, es el principal mecanismo de infeccion en todo el Continente
Americano, transmitiéndose a los mamiferos a través de las deyecciones de los insectos
infectados con 7. cruzi. Ademas, la constante invasion del hombre a éreas de
distribucién del vector ha facilitado que el insecto pueda invadir 4reas peridomésticas y
domésticas, haciendo al hombre mas vulnerable a la infeccion con el parasito.



I1.4.b. Infeccion por transfusion sanguinea

T. cruzi es un parasito que invade la sangre, por lo que también se transmite en
transfusiones de sangre contaminada con el parasito, siendo este el segundo mecanismo
mas importante de transmision. Mas de 200 casos anuales de infecciones con T. cruzi
son causadas por transfusiones sanguineas sin contar aquellas que pasan desapercibidas
(WHO, 1991). En México, se reporté un 1.5 % de prevalencia de anticuerpos anti-
T.cruzi en 65,000 donadores de sangre de 18 centros gubernamentales, con una mayor
incidencia en la region de la Huasteca Potosina y en dreas del sureste de México

(Guzman-Bracho et al., 1998).

I1.4.c. Infeccion congénita y neonatal
El parasito también puede transmitirse de madre a feto (hasta en un 10%). La

infeccién durante el embarazo puede resultar en abortos o nacimientos prematuros.
Alrededor del 50 % de los casos de nacimientos prematuros mueren a causa de la
infeccion (WHO, 1991).

La infecciéon por leche materna contaminada a los nifios es muy poco comun. En
un estudio parasitolégico en donde se analizé la lecha materna de 100 madres, de las
cuales 22 presentaban la fase aguda de la enfermedad y 78 la fase cronica, solo se

detecto el parasito en 5 de ellas con enfermedad de Chagas en fase aguda (WHO, 1991)

I1.5. Manifestaciones y Patogénesis de la enfermedad

La Enfermedad de Chagas se caracteriza por la presencia de dos fases: fase

aguda y fase cronica, las cuales presentan las siguientes caracteristicas:

I1.5.a. Fase aguda

La fase aguda de la infeccion se caracteriza por la presencia del parasito en
circulacioén, el cual se disemina pudiendo infectar todo tipo de células nucleadas, pero
preferentemente a células musculares cardiacas, macrofagos, neuronas y tejido glial. Si

la via de entrada del parasito es por la conjuntiva del ojo, se forma un edema en



parpados y tejidos aledafios que se conoce como el signo de Romaiia, si el edema se
produce en otra parte del cuerpo recibe el nombre de chagoma. La sintomatologia
clinica es variable, se pueden presentar vomitos, fiebre, diarrea, nduseas, anorexia,
linfoadenopatias y hepatomegalia. Ademas puede ser afectado el sistema nervioso y en

algunos casos la presencia de cardiopatias y la muerte del individuo (WHO, 1991).

I1.5.b. Fase cronica
1. Fase cronica indeterminada o asintomatica

Se presenta de 8 a 10 semanas después de la infeccién. Durante esta etapa los
enfermos no presentan sintomas ni manifestaciones clinicas y se detecta al parasito por
la presencia de anticuerpos especificos. Y aunque no se detecta al parasito en
circulacion el xenodiagnéstico puede ser positivo. El individuo infectado puede
permanecer de esta manera durante toda su vida o puede desarrollar la siguiente etapa
de la enfermedad. La mayoria de las personas infectadas con T. cruzi presentan esta fase
de la enfermedad (WHO, 1991).

2. Fase cronica sintomatica

Aproximadamente el 30% de los casos de la fase cronica indeterminada de la
infeccion desarrollan esta fase, presentando complicaciones en el corazén y en el tracto
digestivo. Los problemas cardiacos son los mas serios y se manifiestan principalmente
con dafio al tejido muscular y trastornos de la conduccién de la sefial eléctrica del
corazon, en el caso del tracto digestivo hay dilatacion del eséfago (megaesofago) y del
colon (megacolon). En esta fase existe gran dafio celular y no se sabe del todo si la
inflamacién y el dafio celular estan determinados por la persistencia del parasito o por la

respuesta inmune (autoinmunidad) (WHO, 1991).



IL.6. EL VECTOR

Aunque se han infectado experimentalmente una variedad de artrépodos con
T. cruzi, sélo los triatéminos (Hemipteros) son epidemiolégicamente importantes en la
transmision de la Enfermedad de Chagas (Lent & Wygodzinsky, 1979). La subfamilia
Triatominae (Reduviidae) contiene numerosas especies que debido a su similar
comportamiento y fisiologia, pueden actuar como vectores reales o potenciales de la
enfermedad (Schofield, 1994). Varias de las especies de triatominos han colonizado
viviendas humanas donde pueden transmitir la Enfermedad de Chagas tanto al hombre

como a animales domésticos (Beard er al., 2003).

I1.6.a. Biologia y comportamiento

La principal caracteristica bioldgica de los triatdbminos, es su obligada
hematofagia, es decir, requieren alimentarse de sangre para su completo desarrollo, este
tipo de alimentacion incluye a todos los estadios ninfales hasta adultos y tanto a
hembras como a machos. Sus habitos naturales de alimentacién se encuentran
relacionados con mamiferos silvestres, tanto terrestres como arboricuas, especialmente
didélfidos, edentados y roedores, y algunos se han encontrado asociados con aves,
reptiles y murciélagos (Lent & Wygodzinsky, 1979, WHO, 1991; Moffitt et al., 2003).
Los triatéminos son insectos con metamorfosis incompleta' pasando por cinco estadios
ninfales antes de llegar al estado adulto, los cuales difieren de las ninfas por la presencia
de ocelos (ojos), genitales y alas anteriores y posteriores bien desarrolladas (Lent &

Wygodzinsky, 1979).

" En estos insectos, durante su proceso de transformacion para su desarrollo, las ninfas que eclosionan de los
huevos, se parecen a las formas adultas y no hay estadios de pupa



I1.6.b. Habitos alimenticios

La mayoria de los triatbminos adultos son insectos grandes de aproximadamente
2.5 a 4.5 cm. de longitud, los cuales requieren considerables cantidades de sangre para
alimentarse. Tanto los estadios ninfales como el adulto puede ingerir de 6 a 12 veces su
peso corporal original (Kollien & Schaub, 2000). T. infestans, ingiere en promedio 1-2
gramos de sangre durante su desarrollo de huevo a adulto y cada hembra puede ingerir
10 gramos o més durante su vida reproductiva (Scholfield, 1994); los triatéminos mas
grandes que T. infestans, pueden ingerir dos veces esta cantidad. En una infestacién
doméstica, cada chinche se alimenta cada 4 a 9 dias, por lo que cada persona puede ser
picada de 20 a 30 veces por noche, representando una pérdida media de sangre de
aproximadamente 2.5 gramos por noche (Ravinovich et al., 1979; Scholfield, 1981;
Schofield, 1994). Casi todas las especies de triatdminos se alimentan de noche, cuando
sus huéspedes se encuentran dormidos y son més vulnerables a su picadura. (Schofield,
1994).

La reaccion del huésped a la picadura del insecto varia, ya que depende tanto de
la especie de triatdmino como del hospedero. Los fluidos salivares y algunas estructuras
que poseen los triatéminos pueden ser potenciales alérgenos, por ejemplo, se han
encontrando altos niveles de IgE® a los extractos salivares de 7. protacta, en las
personas picadas por este insecto (Marshall et al., 1986) y en T. infestans se
encontraron seis diferentes tipos de esterasas en la hemolinfa’, (Tavares et al., 1998) las
cuales podrian causar alergias al huésped, ademas, se ha visto que las picaduras de
estos insectos son una de las principales causas de anafilaxis® en algunos lugares de

Estados Unidos (Moffitt et al., 2003).

e Inmunoglnbulina E

? Liquido incoloro, que lleva ademas un pigmento con funcién respiratoria (hemocianina). Lleva células como
son fagocitos (para digerir elementos extrafios) y hemocitos (para transportar los pigmentos respiratorios).

* Reacci6n alérgica violenta causada por la reaccién entre un antigeno y un anticuerpo (Madigan er al., 1998)



IL6.c. Ciclo biolégico

Los triatdminos tienen un ciclo vital con metamorfosis incompleta, pasando
desde el huevo por cinco estadios ninfales hasta el estadio adulto (Figura 3). Los huevos
ovoides suelen ser blancos o rosados, y a menudo se tornan mds oscuros conforme el
embrion se va desarrollando. La ovoposicion tiene una periodicidad circadiana y
generalmente empieza de 10 a 20 dias después de la primera copula. Las hembras
pueden copular varias veces, llegando a ovopositar de 100 a 600 huevos o mas a lo
largo de su vida; y los tiempos de eclosion de cada huevo pueden ir de entre 10 a 40
dias Sin embargo, el nimero de huevos, el tiempo de eclosion y en general el ciclo de
desarrollo de los triatomas varia de acuerdo a la especie, a las condiciones ambientales
especificas y su capacidad para alimentarse (Schofield 1984, Schofield, 1994, Guarneri
et al., 2000, Martinez-Ibarra et al., 2003a).

| v & & AT %W
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Hueve Ninfas

Figura 3. Ciclo de vida de dos diferentes especies de triatominos. a) Triatoma pallidipennis; b) Triatoma
dimidiata. Tomado del Instituto Nacional de Salud Pablica.



I1.6.d. Predadores

Los predadores naturales de los triatdbminos incluyen especies de insectos y de
micoorganismos. Entre los predadores insectos estan las arafias, pseudoescorpiones,
acaros, hormigas, cucarachas, hemipteros redividos no triatdminos, roedores, lagartos,
y algunas especies de avispas microhymenopteras que parasitan los huevos de los
triatéminos, asi como algunas especies de nematodos y microorganismos como hongos

y bacterias que atacan a las ninfas y a los adultos (WHO, 1991; Scholfield, 1994).

I1.6.e. Factores poblacionales

Entre los factores mas importantes que deben considerarse para entender la
dinamica poblacional de la especie estan: tiempo de desarrollo y mortalidad de los
estados ninfales; nimero de hembras por progenie, fertilidad y fecundidad, inicio de la
maduracion sexual, habitat, longevidad y tasas de ovoposicion con respecto a la
frecuencia de alimentacion (Martinez-Ibarra et al., 2003a). Las mayores tasas de
mortalidad en los triatobminos se dan entre el quinto estadio y el adulto, que ocurren
principalmente durante sus procesos de muda (Zeledon et al., 1970; Martinez-Ibarra &
Katthain-Duchateau, 1999, Martinez-Ibarra et al., 2003b). En la tabla 1 se presentan los

tiempos de desarrollo en diferentes especies de triatéminos.



Tabla 1. Tiempos de desarrollo de diferentes especies de triatéminos

Especie

Tiempo de desarrollo (dias)*

Forma de mantenimiento

T. longipennis

T. nitida

T. dimidiata

T. mazzottii

T. picturata

T pallidipennis

T. barberi

192.6 + (rango 146- 241 dias)

897.5

240 (rango 180-336 dias)

161.7 (rango 88-325 dias)

235.77

196.8 +15.8
189.5+229

185.6(rango 148-226 dias)

168 (rango 131-199 dias)

143.7 dias @
205.3 dias &

Alimentados semanalmente sobre gallinas / 27
+ 1°C / 75 £ 5% rh** (Martinez-Ibarra et al.,
2003b)

Alimentados semanalmente sobre ratones / 28 +
1 °C/ 80 + 5% rh (Galvio et al., 1995)
Alimentados cada dos semanas sobre conejos/
26.5 £ 0.5°C / 50 + 5% rh (Zeledbn et al., 1970)
Alimentados semanalmente sobre conejos / 27
3°C /665 £ 5 % rh (Martinez-Ibarra, 2001a)
Alimentados semanalmente sobre conejos / 27 +
2°C / 70% rh (Malo et al., 1993)

Alimentados semanalmente sobre gallinas y
conejos / 27 £ 1°C / 75 £ 5% rh (Martinez-
Ibarra et al., 2003a)

Alimentados semanalmente sobre conejos / 27 +
1°C / 755 + 5% rh (Novelo-Lopez & Martinez-
Ibarra, 2002)

Alimentados semanalmente sobre conejos / 27 +
2°C / 60 £ 5% rh (Martinez-Ibarra & Katthain-
Duchateau, 1999)

Alimentados cada 4.2 dias sobre conejos / 27°C
/ 60 £ 10% rh (Zarate, 1983)

* Tiempo de desarrollo: Tiempo promedio de la transformacién de huevo a adulto.
** rh: humedad relativa (relative humidity)



I1.6.f. Distribucién

El area de distribucion de los triatéminos se encuentra limitada a las regiones
neotropicales y neoérticas, que van desde Salt Lake City en Estados Unidos a 41°
latitud norte hasta el sur del continente americano a 46° latitud sur (De La Merced,
1987, WHO, 1991). Brenner y Stoka (1987) reportaron triatéminos en latitudes con
temperaturas frias, como en la region de la Patagonia en Argentina. Ademas se llegan a
establecer a altitudes entre 200 y 1500 msnm, aunque estas altitudes pueden variar por
ejemplo, T. infestans puede permanecer de 0 hasta los 1800 msnm (WHO, 1991). A
pesar de que Estados Unidos no es considerado un pais endémico para la Enfermedad
de Chagas se han reportado triatbminos en diferentes estados, por ejemplo,
T. gerstaeckeri, en Texas y Nuevo México, mientras que T. rubida y T. protacta en
regiones de Arizona y California, los cuales se han encontrado infectados con T. cruzi
(Beard et al., 2003).

México se encuentra entre la altitud y la latitud propicia para el establecimiento
de los triatéminos, reportandose en la mayoria del territorio nacional. Debido a que los
estudios de distribuciéon de los insectos en el pais no han sido minuciosos, no se
descarta la posibilidad de encontrar nuevos lugares de establecimiento u otras especies
no reportadas anteriormente. Existen en México 32 especies distribuidas en siete
géneros (Dipetalogaster, Eratyrus. Paratriatoma, Pastrongylus, Belminus, Triatoma y
Rhodnius), de las cuales, 28 especies son endémicas (Paredes e al., 2001). El 67 por
ciento de estas se han reportado infectadas con T. cruzi. T. dimidiata es uno de los mas
importantes vectores de la enfermedad de Chagas en la peninsula de Yucatan (Yucatan,
Campeche y Quintana Roo) de acuerdo a su gran distribucion y predominancia en esta
region, y altos indicadores entomolégicos (Guzman-Marin et al., 1990, 1992;
Dumontiel et al., 2002; Dumontiel & Gourbiere, 2004). En la region de Baja California
Sur, Dipetalogaster maximus es el vector mas frecuentemente colectado, encontrandose
tasas de infeccioén con 7. cruzi del 7.0% (Jiménez et al., 2003).

Las especies del Complejo Phyllosoma (T. phyllosoma, T. picturata, T.

pallidipennis, T. longipennis, T. mazzottii y T. bassolsae) se encuentran distribuidas



principalmente en el centro del pais y se han reportado para algunas de estas sus
porcentajes de infeccion con T. cruzi: para T. phyllosoma del 9.1 % al 66.7 % en el
estado de Oaxaca (Ramsey ef al., 2000; Vidal-Acosta et al., 2000); para T. picturata de
7.4 % en Jalisco (Magallon-Gastélum ef al., 1998), en tanto que en localidades de
Nayarit del 52% (Flores, 2001) y 60 % (Martinez-Ibarra et al., 2001a); para T.
longipennis se ha reportado en estados como Jalisco, Nayarit y Zacatecas, con
porcentajes de infeccién que van desde 18 a 55 % (Vidal-Acosta et al.,; Flores, 2001;
Martinez-Ibarra et al, 2001a); para T. mazzottii porcentajes de 7 al 40 % en Oaxaca
(Ramsey et al., 2000; Vidal-Acosta et al., 2000) y del 50% en Jalisco respectivamente
(Magallon-Gastélum et al., 1998). La figura 4 y la tabla 2 muestran la distribucion de

las especies de triatdbminos presentes en México.

Tabla 2: Distribucién de triatominos (Hemiptera: Ruduviidae) en México
(Revision bibliografica 1979-2004)

ESPECIE DISTRIBUCION REFERENCIA
1.-Belminus costaricensis Veracruz Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
(Herrel, Lent & Zarate, 1985.
Wygodzinsky,1954 )
2.-Dipetalogaster maxima B.C.S. Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
(Uhlr, 1894) Zéarate, 1985; Vidal-Acosta ef al.,

2000; Guzman-Bracho, 2001;
Jiménez et al., 2003.

3.-Eratyrus cuspidatus Veracruz y Chiapas Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
(Stal,1859) Zarate, 1985; Velasco-Castrején y
Guzmén-Bracho, 1986.
*4.-E. mucronatus Chihuahua y Veracruz Velasco-Castrejon y Guzman-
(Stal, 1859) Bracho, 1986.
5.-Paratriatoma hirsuta B.C.N.,,B.C.S. y Sonora Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
-sinonimias: kamiensis, Zarate, 1985.

papagoensis, yomanesis-
(Ryckman, 1967)

6.- Panstrongylus Veracruz, Chiapas y B.C.S. Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
rufotuberculata Zarate, 1985; Vidal-Acosta er al.,
(Champion, 1899) 2000.
7.-Rhodnius prolixus Chiapas y Oaxaca Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
(Ryckman, 1967) Zarate, 1985; Schofield, 1994;
Vidal-Acosta et al., 2000; Ramsey
et al., 2000.




8.-Triatoma barberi (Usinger,

1939)

Colima, Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, México,
Michoacan, Morelos, Oaxaca,
Querétaro, Puebla, Tlaxcala y

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985; De La Merced, 1987;
Cortés Jiménez et al., 1996;
Magallon-Gastélum et al., 1998;

Veracruz Ramsey et al., 2000; Flores et al.,
2001.
9.-Triatoma bassolsae Puebla Alejandre et al., 1999.

(Meccus bassolsae)
(Alejandre et al, 1999)

10.-Triatoma brailosky

Colima, Hidalgo, Jalisco y

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y

Martinez ef al.,1984) Nayarit Zarate, 1985.
11.-Triatoma bolivari Hidalgo, Oaxaca Aguirre-Pequefio, 1947; Ramsey et
(Carcavallo et al., 1987) al., 2000
12.-Triatoma dimidiata Campeche, Colima, Guanajuato, | Lent y Wygodzinsky, 1979; Zirate y
(Latrelle, 1811) Hidalgo Chiapas, Querétaro Zarate, 1985;

Qaxaca, Jalisco, Morelos,
Tabasco, Veracruz, Yucatén ,
San Luis Potosi, Sonora,
Quintana Roo, Pueblay
Guerrero

De La Merced, 1987; Guzman-
Marin et al., 1992; Cortés Jiménez et
al., 1996, Magallén-Gastélum et al.,

1998; Vidal-Acosta et al., 2000;
Ramsey et al., 2000; Flores et al.,
2001; Dumontiel et al., 2002, 2004).

13.-Triatoma gerstaeckeri

Chihuahua, Coahuila, Hidalgo,

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y

(Stal, 1959) Nuevo Leén, San Luis Potosi, Zarate, 1985; Martinez-Ibarra,
Tamaulipas y Veracruz 1992; Vidal-Acosta et al., 2000.
14.-Triatoma hegneri Quintana Roo Lent y Wygodzinsky, 1979; Zérate y
(Mazzotti, 1940) Zarate, 1985.
15.-Triatoma incrassata Sonora y Edo. de México Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
(Usinger, 1939) Zarate, 1985.
16.-Triatoma indictiva Chihuahua y Sinaloa Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
(Neiva, 1912) Zarate, 1985.

*]7.-Triatoma infestans
(Klug, 1834)

San Luis Potosi y Veracruz

Velasco-Castrejon y Guzman-
Bracho, 1986.

18.-Triatoma lecticularia
(Stal, 1959)

Nuevo Leén

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985; Martinez-Ibarra,
1992.

19.-Triatoma longipennis
(Meccus longipennis)
(Usinger, 1939)

Aguascalientes. B.C.N.
Chihuahua, Colima, Durango,
Guanajuato. Jalisco, Michoacan,
Nayarit, Oaxaca, Sinaloa,
Yucatin y Zacatecas

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y

Zarate, 1985; Magall6n-Gastélum et

al., 1998; Vidal-Acosta et al., 2000;

Flores et al., 2001; Martinez-Ibarra
etal.,2001.

20.-Triatoma mazzottii
(Meccus mazzottii)

(Usinger, 1941)

Guerrero, Jalisco, Michoacén,
Nayarit y Oaxaca

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zérate y
Zarate, 1985; Cortés-Jiménez et al.,
1996; Magallén-Gastélum et al.,
1998; Vidal-Acosta et al., 2000;
Ramsey et al., 2000.

21.-Triatoma mexicana
(Schaffer, 1848)

Guanajuato, Hidalgo, Querétaro
y San Luis Potosi.

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985; Vidal-Acosta et al.,

2000.
22.-Triatoma neotomae Nuevo Leén, Jalisco y Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Tamaulipas Zarate, 1985.

(Neiva, 1911)




23.-Triatoma nitida
(Usinger, 1939)

Yucatan, Oaxaca

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985; Ramsey et al., 2000.

24.-Triatoma pallidipennis
(Meccus pallidipennis)
(Stal, 1872)

Colima, Guerrero, Jalisco,
Oaxaca, Edo. México, Morelos,
Michoacan, Puebla, Veracruz,
Querétaro y Zacatecas

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985;

Schofield, 1994; Jiménez et al.,
1996; Magallon-Gastélum et al.,
1998; Bautista ef al., 1999; Vidal-
Acosta et al., 2000; Ramsey et al.,
2000; Flores et al., 2001.

25.-Triatoma peninsularis
(Usinger, 1940)

B.CS.

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985.

26.-Triatoma phyllosoma
(Mucus phyllosoma)
(Burmeister, 1835)

Guanajuato, Oaxaca, Nayarit y
Jalisco

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985; Cortés-Jiménez et al.,
1996; Magallon-Gastélum et al.,
1998; Vidal-Acosta et al., 2000;
Ramsey et al., 2000.

27.-Triatoma picturata
(Meccus picturatus)
(Usinger, 1939)

Colima, Jalisco, Nayarit y
QOaxaca

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985; Magallon-Gastélum er
al., 1998; Vidal-Acosta et al., 2000;
Flores er al., 2001; Martinez-Ibarra
etal., 2001.

28.-Triatoma protracta
—sinonimias: nahuatlae
(Ryckman, 1962), protracta
(Uhler, 1894), woondi
(Usinger, 1939), zacatecensis
(Ryckman, 1962)- (Ryckman,
1962)

B.C.N., Chihuahua, Coahuila,
Nuevo Ledn, Tamaulipas,
Durango, San Luis Potosi,

Zacatecas, Sinaloa y Sonora

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985.

29.-Triatoma recurva

(Stal, 1969)

B.C.N,, B.C.S., Chihuahua,
Guerrero, Nayarit, Sinaloa y
Sonora

Zarate y Zarate, 1985; Paredes et al.,
2001

30.-Triatoma rubida
-sinonimias: cochimiensis
(Ryckman, 1967), jaegeri
(Ryckman, 1967), rubida
(Uhler, 1894), sonoriana
(Del Ponte, 1930), uhleri
(Neiva, 1911)- (Ryckman,
1967)

B.C.N.,, B. C. S., Chihuahua,
Nayarit, Sinaloa y Sonora

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985; Cortés-Jiménez et al.,
1996; Paredes et al., 2001;

*31.-Triatoma sanguisuga
(Laconte, 1855)

Chiapas, Edo. México y Sinaloa

Aguirre-Pequeiio, 1947

32.-Triatoma sinaloenses
(Ruckman, 1962)

Sinaloa y Sonora

Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y
Zarate, 1985.

+ Modificada de Martinez, 2003

*Especies dudosamente presentes en México, ya que solo han sido reportadas una vez y ademas su

distribucién es sudamericana.




Fig 4. Diversidad y distribucion de los triatdminos presentes en México (Fuente Tabla 2, Martinez, 2003).

Debido a diversos factores ambientales, nuestro pais alberga numerosas especies
endémicas, de las cuales, las pertenecientes al complejo Phyllosoma (Figura 5) son de
particular importancia, por ejemplo 7. /longipennis es uno de los mas importantes
vectores de la enfermedad de Chagas en el occidente del pais, de acuerdo a su
distribucién, alto grado de domiciliacion y altos indicadores entomoldgicos,
encontrandose en estados como Jalisco, Nayarit y Michoacin (Magall6n-Gastélum et
al. 1998, Martinez-Ibarra, 1998, 2001), mientras que T. barberi y T. mazzottii son los

18



vectores mas importantes en el estado de Oaxaca debido a su gran distribucién,
abundancia y altas tasas de infeccion con 7. cruzi (Ramsey et al., 2000). T. picturata se
ha reportado en estados como Nayarit y Jalisco con porcentajes de infeccion del 27.4%,
ademas de encontrase asociado en dreas domésticas, peridomésticas y silvestres (Flores
et al., 2001; Martinez-Ibarra et al., 2001). En las regiones del norte y sur del pais, se
encuentra a 7. pallidipennis (Colima, Morelos y Oaxaca) y aunque no se ha reportando
que esta especie pueda ser uno de los vectores mas importantes en el pais, su
distribucion es amplia (Ramsey et al., 2000; Flores et al., 2001). De igual manera que
T. pallidipennis, T. phyllosoma y T. bassolsae han sido poco reportados. T. phyllosoma
se encuentra en la region centro-sur de México (Guanajuato, Oaxaca, Nayarit y Jalisco),
en tanto que 7. bassolsae solo ha sido reportado en Puebla (Magallon-Gastélum et al.,
1998; Alejandre et al., 1999; Ramsey et al., 2000; Vidal-Acosta et al., 2000).

+ Trictoma mazzett

+ Triatoma bassalsae
Triatoma longipennis

o+ Tritoma pallidipennis
Triatoma phyllosoma
Trictoma picturcte

Figura 5.- Distribucion del Complejo Phyllosoma a lo largo de la Repiblica Mexicana. Fuente Tabla 2.
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I1.6.g. Clasificacién taxon6mica

Criterios de clasificacion
Las clasificaciones taxonémicas de los triatobminos estin basadas

en caracteres morfolégicos. Para el género Triatoma, Ryckman en 1984 postulé los

siguientes taxones:

Reino: Animalia
Phylum: Arthopoda
Subphylum: Mandibulata
Clase: Insecta

Subclase: Pterygota

Orden: Hemiptera e
Suborden: Heteroptera Tribu Alberproseniini
Familia: Reduviidae Tribu Bolboderini

Subfamilia: Triatominae < Tribu Cavernicolini
Tribu Linshcosteini
Tribu Rhodniini

\_ Tribu Triatomini:

Género Triatoma

(Galvio et al., 2003)

Se han descrito 137 especies de triatominos en el mundo distribuidos en 18 géneros
formando 6 tribus: 1) Alberproseniini: Alberprosenia; 2) Bolboderini: Bolbodera,
Belminus, Parabelminus, Microtriatoma; 3) Cavernicolini: Torrealbaia, Cavernicola;
4) Linshcosteini: Linshcosteus; 5) Rhodniini: Rhodnius, Psammolestes y 6) Triatomini:
Triatoma, Meccus, Dipetalogaster, Mepraia, Eratyrus, Panstrongylus, Hermanlentia,

Paratriatoma (Carcavallo et al., 2000; Hypsa et al., 2002; Galvao et al., 2003).
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En 1979, Lent y Wygodzinsky dividieron al género Triatoma en grupos, subgrupos
y complejos de especies, empleando algunas caracteristicas de las ninfas de primero y
de quinto estadios y en menor proporcion caracteristicas de los adultos, en algunas
especies, en las cuales no se obtuvieron ejemplares jévenes, se basaron en la similitud
de las formas adultas y en su distribucién geografica (recopilado en Ibafiez-Bernal &
Paz-Rodriguez, 1998):
¢+ Grupo Protacta (especies cuyas ninfas de primer estadio carecen de pelos

especializados en el metatarso)

e Complejo Protacta (caracterizado por el cuerpo fusiforme y patas cortas del
adulto). T. barberi, T. neotomae, T. protacta, por confirmar 7. incrassata, T.
nitida, T. peninsularis y T. sinaloensis de distribuciéon mesoamericana.

e Complejo Lecticularia (cuerpo mas ancho y patas largas o de tamafio normal
de los adultos). T. indictiva, T. lecticularia y T. sanguisuga, distribucion al
sur de Estados Unidos y norte de México.

¢ Grupo Rubrofasciata (especies cuyas ninfas de primer estadio presentan pelos
especializados en el metatarso)

¢ Subgrupo Infestans (presencia de granulos conspicuos en la porcién dorsal del
abdomen de la ninfa en quinto estadio)

-Complejo Circummaculata; especies sudamericanas

-Complejo Infestans; especies sudamericanas

-Complejo Dispar; Costa Rica y Panama

e Subgrupo Rubrofasciata (presenta la porcién dorsal del abdomen lisa en
ninfas de quinto estadio)

-Complejo Rubrofasciata (distribucién oriental)

-Complejo Spinolai (especies sudamericanas)

-Complejo Flavida (especies de las islas del Caribe)

-Complejo Nigromaculata (especies sudamericanas)

-Complejo Recurva (Sur de Estados Unidos y norte de México)
-Complejo Phyllosoma (especies distribuidas sélo en MEXICO).

21



Porcién del falo en el 6rgano genital del

Figura 6. Principales caracteristicas morfologicas de los triatdéminos (Lent y Wygodzinsky, 1979).

La subfamilia Triatominae se reconoce de otros grupos por las antenas lateralmente
insertadas, las articulaciones membranosas entre el segundo y tercer segmento del
rostro y la ausencia de gléndulas de esencia en el lado dorsal del abdomen. (De La
Merced, 1987). Entre las estructuras que se utilizan para poder clasificar
morfolégicamente a estas especies se encuentran, el tamafio de las antenas, su
segmentacién y su posicién a lo largo de la cabeza; también de importancia son las alas,
los ojos y los genitales (Figura 6). Ademas el tamafio del insecto asi como la coloracién
del cuerpo y el conexivo, pueden considerarse como otras caracteristicas para
identificarlos, por ejemplo, ciertas especies miden desde 2.5 a 4.5 cm. de longitud (Lent
y Wygodzinsky, 1979), las coloraciones van desde amarillas hasta negras, con manchas
de diferentes tonalidades, como son naranjas, cafés, amarillas, blancas, rojas, grises o
verdes. Desafortunadamente el tamafio y el color del triatdbmino evolucionan
rapidamente, dando como resultado pequefias poblaciones domésticas o formas de color

camuflajeadas de las misma especie (Miles et al., 2003).
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Problematicas taxon6micas

Debido a que la mayoria de las especies de la subfamilia Triatominae son
morfolégicamente muy similares, estos presentan frecuentemente problemas de
clasificacion. El género Rhodnius, perteneciente a la tribu Rhodninii, presenta especies
de dificil caracterizacion, por ejemplo, R. prolixus es casi indistinguible de R. robustus.
Con el andlisis de aloenzimas estas especies resultaron ser la misma (Harry, 1993), sin
embargo con el andlisis del DNA mitocondrial pudieron ser separadas (Monteiro,
2000). R. robustus ha sido sélo reportada en habitats silvestres, mientras que R. prolixus
puede ser encontrado tanto en habitats silvestres como domésticos (Monteiro et al.,
2001; Miles et al., 2003).

En tanto, la clasificacion del género Triatoma es complicada, presentando
grupos, subgrupos y complejos (Figura 6). Dentro de toda esta clasificacion, uno de los
complejos que presenta controversias en cuanto a las especies que lo integran es el
complejo Phyllosoma, actualmente representado por T. mazzottii, T. pallidipennis, T.
longipennis, T. picturata, T. phyllosoma y T. bassolsae, debido probablemente a la
reciente evolucién de este grupo de especies (Bargues ef al., 2000). Ademas se han
reportado fenémenos de hibridizacion entre estas especies (Mazzotti & Osorio, 1942;
Ryckman, 1962), lo que ha dificultado el reconocimiento de especies diferentes o
subespecies (Lent & Wygodzinsky, 1979). Por otro lado, 7. mexicana y T. dimidiata
fueron tentativamente incluidas a este complejo (Lent & & Wygodzinsky, 1979). En
1994, Schofield propuso la inclusién de T. dimidiata al complejo Phyllosoma, el que se
llamaria complejo Dimidiata. Dujardin y colaboradores propusieron en 1999, la
inclusion adicional de T. bolivari (Carcavallo et al., 1987), T. brailoskyi (Martinez et
al,, 1984), T. hegnery (Mazzottii y Osorio, 1940) y T. ryckmani (Carcavallo et al.,
1987) al complejo Phyllosoma. En el 2001 Guzméan-Bracho incluyé 7. mexicana en el
complejo Phyllosoma. En 1999, Alejandre y colaboradores describieron una nueva
especie 7. bassolsae, la cual por caracteristicas morfolégicas se agrupo dentro del
complejo Phyllosoma; las principales caracteristicas que presentaba esta especie para

ser considerada diferente a las otras pertenecientes al complejo Phyllosoma y en
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especial de T. phyllosoma (morfolégicamente similares) son: relaciones morfométricas

de la cabeza (region anteocular y segundo segmento del rostro largos), largas y

conspicuas pilosidades en diferentes areas del cuerpo, en especial en la cabeza y los

caracteres de los tubérculos anterolateral, lateral y distal del pronoto. Con el uso de

sistemas isoenzimaticos y de marcadores nucleares (ITS-2), se corroboré Ia
clasificacion morfologica realizada por Lent y Wygodzinsky en el 1979 para las

especies del complejo Phyllosoma, asi como la exclusion de T. dimidiata de este

complejo (Flores et al., 2001; Marcilla et al., 2001).

Género Triatoma

Grupo Protracta

Grupo Rubrofasciata

Complejo  Complejo SL*Jgrupo Subgrupo
Protracta  Lecticularia Infestans Rubrofasciata
v
T.lecticularia T. infestans
\ 4
v v v v v v

Complejo  Complejo Complejo  Complejo  Complejo Complejo
Rubrofasciata  Spinolai Flavida  Phyllosoma Recurva  Nigromaculata

v v

T rubida Especie

T. phyllosoma

T. picturata

T. longipennis
T. pallidipennis
T. mazzottii

T. bassolsae

Figura 6.- Clasificacion taxonomica para el género Triatoma, mostrando la ubicacion taxonomica para las especies
empleadas en este trabajo (Lent y Wygodzinsky, 1979).



I1.7. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares neutrales nos dan una estimacién de la diversidad
genética neutral, es decir, aquella que no se ve afectada por la seleccién natural; en los
caracteres neutrales, las frecuencias de las diferentes variantes son consecuencia de
procesos aleatorios no direccionales, como la migracion entre las poblaciones y la
deriva genética’, mientras que el mantenimiento de nuevos fenotipos surgidos por
mutacién® depende de su valor selectivo. Existen distintos tipos de técnicas para
evaluar la diversidad genética, las cuales ofrecen informacién variada segin las
caracteristicas de la molécula analizada.

De acuerdo al tipo de metodologia utilizada, se pueden distinguir dos grandes grupos de

marcadores (Tabla 3):

e Basados en el andlisis de proteinas (andlisis isoenzimatico, polimorfismo
posicional de péptidos).
e Basados en el analisis de DNA (hibridacién’ con sondas marcadas,

amplificacion por PCR).

Ademas, los marcadores se pueden diferenciar como haploides® o diploidcs",
dependiendo del tipo de genoma del que provengan y como dominantes o codominantes
(Jiménez & Collada, 2000). En la tabla 3 se resumen algunas caracteristicas de

marcadores genéticos usualmente utilizados.

* Fuerza evolutiva por medio de la cual hay fluctuaciones impredecibles de las frecuencias alélicas de una
blacion.

Modificacion hereditaria permanente de la secuencia de nucleétidos de un cromosoma, por lo general es un
unico gen; suele producir un cambio o la pérdida de la funcion normal del producto genético.
” Formacién natural o construccién artificial de una molécula de acido nucleico diiplex por apareamiento de
bases complementarias entre dos cadenas de acidos nucleicos procedentes de distintas fuentes.
® Organismo o célula que contiene una iinica dotaciéon cromosémica.
% En los eucariotas, organismo o célula con dos juegos de cromosomas derivados de cada uno de los gametos
haploides.
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Tabla 3. Caracteristicas y aplicaciones de algunos marcadores genéticos (Hillis ez al., 1996)

Tipo de marcador Genética Aplicacién
Diversidad | Evolucién | Dif. de poblaciones
NUCLEAR
Metabélico  Fenoles Co-d, Ad + + )
Terpenos | Co-d, Ad + (&3] +
Proteina Co-d, + (&)
Isoenzimas N(/Ad)
DNA RAPD Dom, N + (+) +)
LRND Co-d, N/Ad +
SSR Co-d, N +
ITS Co-d, N + + (+)
AFLP Co-d, N +
CITOPLASMATICO
mtDNA RFLP Maternal, N + +
cpDNA RFLP, SSR | Maternal/
Paternal, N (+) + +

Abreviaturas: mtDNA - DNA mitocondrial; cpDNA — DNA de cloroplasto; RAPD — random amplified
polymorphic DNA; LRND - low repeat number DNA; SSR — simple sequence repeats; ITS — internal
transcribed spacer of ribosomal DNA; AFLP — amplified fragment length polymorphism; RFLP - restriction
fragment length polymorphism; Co-d —co- dominante; Dom — dominante; Ad — adaptativo; N — neutral.
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I1.7.a. Marcadores utilizados en triatdbminos

A pesar que existen estudios sobre andlisis genéticos de los triatéminos desde
principios de 1990 como por ejemplo, los estudios citogenéticos, esta drea se encuentra
en sus inicios comparados con otros grupos de vectores. El método mas empleado para
los estudios sistematicos son las aloenzimas, representando aproximadamente el 65% de

los trabajos publicados (Monteiro et al., 2001).

En los ultimos afios, los métodos basados en el anilisis del DNA, han tenido
gran impacto en este campo, estos son frecuentemente utilizados para hacer estudios
filogenéticos ya que no se ven afectados por variaciones ambientales, ni del desarrollo
del organismo estudiado, ademas el nimero de polimorfismos detectados es ilimitado,
se pueden seleccionar secuencias especificas en todo el genoma y se puede analizar lo
que se expresa y lo que no se expresa. Entre algunos métodos empleados para el estudio
de los triatbminos, basados en el andlisis del DNA, se encuentran los RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), el SSCP (Single Strand Conformational
Polymorphism) y la secuenciacion del DNA tanto nuclear como mitocondrial (Monteiro

et al., 2001).

Al analizar la funcionalidad de los RAPD’s, se encontr6 que estos marcadores
son de gran utilidad para diferenciar individuos a nivel de géneros, por ejemplo en el
caso de Panstrongylus, Rhodnius y Triatoma, y en el caso de especies cercanamente
relacionadas del género Rhodnius (R. pictipes, R. ecuadorensis, R. neglectus, R.
nasutus, R. robustus y R. prolixus) se pudieron encontrar perfiles diferentes que podrian
distinguir a las especies (Garcia et al., 1998). Sin embargo en el caso de algunas
especies del complejo Phyllosoma, que al igual que las del género Rhodnius son muy
cercanas (7. longipennis, T. picturata y T. pallidipennis), no se encontraron perfiles de
bandeo que pudieran diferenciar a 7. longipennis de T. picturata, en tanto que se
observaron pocas bandas para diferenciarlas de T. pallidipennis (Breniere et al., 2003).

Por otro lado, analizando la variacién genética de distintas especies representativas de
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los géneros Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus empleando SSCP, se observo su
utilidad para determinar variaciones inter e intraespecificos. En este analisis, los
géneros Triatoma y Panstrongylus estuvieron cercanamente relacionados, comparadas

con el género Rhodnius (Stothard et al., 1998).

Los analisis genéticos de los triatdbminos empleando secuencias parciales de

DNA, incluyen tanto secuencias de origen nuclear como mitocondrial. En el caso de
secuencias mitocondriales, se ha empleado porciones de los genes del RNA ribosomal
mitocondrial (12S y 16S), el citocromo oxidasa I (COI) y el citocromo B (mtCytB)
principalmente. Diferentes especies de triatominos han sido analizados con estos
marcadores, como por ejemplo, algunas especies del género Rhodnius (R. prolixus, R.
robustus, R. pictipes, entre otros), Panstrongylus (P. megistus) y diferentes complejos
de especies del género Triatoma (T. infestans, T. protacta, T. dimidiata, y otros), en el
que solo se han trabajado con dos especies del complejo Phyllosoma, T. mazzottii (12S
y 16S) (Garcia et al., 2001) y T. pallidipennis (CytB) (Lyman et al., 1999). Los genes
128, 16S y el COI, fueron utilizados para ver relaciones-filogenéticas entre diferentes
especies de complejos de triatominos; los dos primeros marcadores presentaron un
porcentaje de 32.7 y 32.2 % de sitios variables respectivamente, lo que nos indica que
son buenos marcadores para distinguir a nivel de complejos, sin embargo no se
analizaron especies de complejos muy estrechamente relacionados (complejo
- Phyllosoma vy especies del género Rhodnius), a pesar de ello, se comparoé a 7. dimidiata
con el complejo Phyllosoma, encontrando que esta especie tan polémica en cuanto a su
clasificacion, se encontraba relacionada cercanamente con 7. mazzottii (Garcia et al.,

2001).

En el caso del Cyt B y de mtlsurRNA (mitochondrial large subunit ribosomal
RNA), los analisis filogenéticos produjeron resultados que fueron consistentes con la
taxonomia aceptada de la subfamilia Triatominae (se analizaron algunas especies de la
tribu Rhodniini y la Triatomini), distinguiendo a las dos tribus asi como los subgrupos

de estas. En este estudio se analizaron especies del género Rhodnius que presentan
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problemas de identificacion, logrando separarlas y confirmando la taxonomia de este

grupo, sin embargo, al igual que en el estudio con el 12S, 16S y COI no se analizaron

especies del complejo Phyllosoma (Lyman et al., 1999).

En los anélisis de las secuencias del DNA de origen nuclear, también se han
empleado diferentes tipos de marcadores. Los mas empleados corresponden a
marcadores del DNA ribosomal (rDNA), como la sub-unidad pequefia o 18S, con la
cual se encontré una temprana divergencia entre las tribus Triatomini y Rhodniini,
mostrando ser un buen marcador a nivel de poblaciones, sin embargo a nivel de géneros
y de especies estrechamente relacionadas fue incapaz de resolver las afiliaciones
genéticas (no pudiendo distinguir entre los géneros Panstrongylus y Dipetalogaster del
género Triatoma y las especies del Complejo Phyllosoma) (Bargues et al., 2002). El
ITS-2 (Internal Transcribed Spacer 2), perteneciente al nrDNA ha sido de gran utilidad
para resolver relaciones filogenéticas desde niveles superiores hasta sub-especies e

hibridos (Marcilla ef al., 2001; Bargues et al., 2002).
I1.7.b. Espaciador Transcrito Interno 2 (ITS-2)

Una de las secuencias més usadas en eucariontes es el cistron ribosomal, el cual
tiene dos espaciadores internos transcritos; éstos separan a las subunidades 185, 5.8S y
28S. E1ITS 1 (espacio interno transcrito 1) localizado entre la subunidad pequeria 18S y
5.8S region codificadora y el ITS 2 que se encuentra entre la subunidad 5.85 y la
subunidad grande 28S. Todas estas subunidades son conocidas como la unidad
transcrita del ntDNA (DNA ribosomal nuclear) y cada una de ellas se encuentra
flanqueada por dos espaciadores externos transcritos (ETS) y separada por un

espaciador no transcrito (NTS) (Fig. 7).

El tDNA constituye una familia multigénica de repeticiones en tandem, los

cuales experimentan una rapida evolucién concertada'® (Amheim et al., 1980) a través

' La generacién y manutencién de la homogeneidad entre miembros de una familia de repeticiones de DNA
dentro de una especie o poblacién.



de conversion génica y por entrecruzamiento desigual (Dover, 1982), como resultado de
esta evolucion, todas las copias de las familias del rDNA son rdpidamente
homogenizadas dentro de individuos y especies, sin embargo la divergencia
interespecifica puede ser alta (Hillis & Dixon 1991). La evolucién concertada y la
recombinacion sexual tienden a promover la uniformidad del ITS dentro de individuos
y entre individuos de poblaciones de la misma especie (Soltis & Kuzoff 1993). Por lo
que en teoria, con pocos individuos se pueden establecer las relaciones filogenéticas
entre distintas especies. Sin embargo, existe evidencia que sugiere la existencia de
variacion significativa entre secuencias de ITS de un organismo, la cual ocurre sélo
dentro de organismos que son hibridos, tanto diploides como poliploides, de padres
diferentes (Buckler et al., 1997).

a) rDNA repeat unit .
Next ribosomal

DNA repeating

Ribosomal DNA repeating unit unit

e — - ..
Ribosomal DNA transcription unit
5.8S
185 rRNA riNA
gene gene 28S rRNA gene
o = L 1
DNA g 3 - o
Transcripti INTS | ETS | ITS ITS ETS i
iption r— —e — — '—l

ITS-1 ITS-2

Figura 7. Diagrama del gen ribosomal presentando al ITS-2. (Tomado de Hillis et al., 1996)

Los espaciadores tanto internos como externos contiene sefiales para procesar el rRNA
(van Nues et al., 1994); se ha observado que deleciones en ciertas regiones del ITS-1
inhiben la maduracién de la subunidad pequefia y larga del rRNAs (Muster ef al., 1990),
mientras que ciertas deleciones'' o mutaciones puntuales en el ITS-2 impiden en
procesamiento de la subunidad larga del rRNA (Sande et al., 1992). Son varias las
ventajas que proporciona el uso del ITS-2 como marcador molecular, por ejemplo, dado
que la region del ITS se encuentra altamente representado en el genoma, se puede
amplificar con cantidades pequeiias de DNA; las secuencias altamente conservadas

dentro de la mayoria de los genes del nfDNA son muy utiles en el disefio de

" Pérdida de material genético de un cromosoma que puede ir desde la pérdida de un solo nucledtido
(delecion puntual) hasta la pérdida de grandes regiones visibles.



oligonucledtidos'? “universales”, lo cual facilita la amplificacién del ITS, mediante el
uso de la PCR. Estos marcadores despliegan bajos niveles de homoplasia'® (similitud no
debida a parentesco), ademés detecta grupos monofiléticos (taxones derivados de un
solo ancestro comiin) y polifiléticos'* (taxones con diferentes ancestros), con los que se
puede obtener informacion valiosa acerca de la evolucion y las relaciones entre taxa que
divergieron relativamente hace poco tiempo, menores de 50 millones de afios (Marcilla

etal., 2001).

A nivel de género y especie, diversos estudios que han empleado el ITS para
reconstrucciones filogenéticos en diferentes eucariontes, reportando que este sitio es
mas informativo que las secuencias de genes del mismo organismo (Figura 8)

(Coleman, 2003).

Figura 8. Diagrama de las diferentes categorias taxonomicas. Las ramas indican el rango aproximado de resolucion
de diferentes secuencias de DNA comiinmente utilizadas para comparaciones filogenéticas (Tomado de: Coleman,

2003).

En distintas especies del género Triatoma y Rhodnius, se ha empleado el ITS-2

como marcador molecular, siendo de gran utilidad para resolver relaciones

12 P . -
Una cadena corta de nucleétidos, frecuentemente producida en el laboratorio.

" Cuando un caricter se desarrolla independientemente a partir de ancestros diferentes.

" Cuando los integrantes de un grupo taxonémico tiene varios antepasados diferentes.
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supraespecificas, especificas, subespecificas y algunas veces a nivel de poblacion entre
una misma especie. En el caso particular de las especies pertenecientes al complejo
Phyllosoma, el marcador nuclear ITS-2 logr6 separar filogenéticamente a la mayoria de
ellas, a excepcion de T. picturata y T. longipennis, a las cuales no logré diferenciarlas.
Al analizar las especies de 7. dimidiata, se observa una variacio6n entre los individuos
de diferente procedencia (Marcilla et al., 2000), indicando que este marcador puede
diferenciar entre poblaciones de especies de lugares diferentes. Por otro lado, en el
género Panstrongylus, se analizaron diferentes especies, utilizando este mismo
marcador, logrando resolver problemas de ancestria, sugiriendo que este género es
polifilético (Marcilla et al., 2002).
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II1. JUSTIFICACION

La principal via de infeccion con 7. cruzi es a través de los insectos vectores,
los triatominos son insectos que se encuentran distribuidos en gran parte del territorio
mexicano y dado que llegan a colonizar areas peridomésticas y domésticas aumentan el

riesgo de infeccion en los humanos.

México posee muchas especies de vectores diferentes a los conocidos en
Sudamérica, entre ellas se encuentra las especies pertenecientes al complejo
Phyllosoma, que son especies endémicas de nuestro pais, por lo que los resultados de
estudios hechos en otros paises no se pueden extrapolar para los vectores localizados en

el pais.

Un gran problema que presenta este grupo de insectos, es que sélo se pueden
clasificar taxonémicamente hasta que se encuentran en su estadio adulto. Hace apenas
unos afios las clasificaciones taxonémicas se basaban exclusivamente en criterios
morfolégicos (tamaiio de la cabeza, genitales, co‘loraci()n, etc.), los cuales, entre otros
problemas no podian ser usados para diferenciar a los triatéminos cuando se
encontraban en estadios ninfales. Por otro lado, aproximadamente el 50% de las
colectas de campo estan constituidas por insectos que se encuentran en estos primeros
estadios. Por lo que, a nivel epidemiolégico no se puede saber cuales son los

principales vectores transmisores de la Enfermedad de Chagas.

De esta manera es de vital importancia buscar mejores marcadores moleculares
que permitan resolver los diferentes aspectos controversiales de este grupo de
organismos, tales como, su identificacién en estadios ninfales, la posible existencia de
variedades, especies cripticas o hibridos, asi como definir los vectores mas importantes
y conocer sus relaciones filogenéticas entre las especies de triatominos presentes en el

pais.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Determinar las relaciones filogenéticas en especies del Complejo Phyllosoma con base

a las secuencias del ITS-2.

IV.2. Objetivos particulares

Estudiar genéticamente especies no analizadas anteriormente: 7. rubida, T.

bassolsae y T. lecticularia.

Corroborar la posible inclusion de 7. bassolsae dentro del Complejo

Phyllosoma.

Confirmar las clasificaciones morfologicas.

Conocer las relaciones filogenéticas entre las diferentes poblaciones de

triatdminos.
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V. MATERIAL Y METODO

V.1. Insectos

Se analizaron un total de nueve especies de triatdminos, los cuales incluyen
especies del complejo Phyllosoma (Triatoma mazzottii, T. longipennis, T. pallidipennis,
T. bassolsae y T. picturata), de complejos externos al Phyllosoma (T. lecticularia —
complejo Lecticularia-, 7. rubida —complejo Rubrofasciata- y 7. infestans — complejo
Infestans-) y de otro género (R. prolixus). Todos los insectos utilizados en este estudio
provienen de colonias establecidas por el Dr. Ricardo Alejandré de la Escuela de
Ciencias Bioldgicas del IPN. Todos los ejemplares utilizados se encontraban en estadio
adulto. La procedencia de los insectos y su lugar de origen, asi como el numero de

individuos analizados, se encuentran descritos en la tabla 4.

Tabla 4. Especies de triatéminos analizados.

Especie Origendela  # de ejemplares
colonia analizados

T. bassolsae Puebla 4
T. mazzottii Guerrero 3
T. longipennis Nayarit 2
T. picturata Nayarit 3
T. pallidipennis Morelos 2
T. rubida Sonora 3
T. lecticularia Nuevo Leén 4
T. infestans Brasil 3
R. prolixus Chiapas 3




V.2. Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA se utilizaron las patas del insecto ya que estan libres
de contaminacién por sangre del hospedero y simbiontes intestinales, los cuales podrian
ser amplificados y alterar las relaciones taxondmicas de la especie (Garcia ef al., 1998).

Del insecto se cortaron las seis patas, las cuales se congelaron en un tubo de 1.5
mL usando nitrégeno liquido, e inmediatamente se maceraron con ayuda de un
micropistilo hasta pulverizarlas. Estas se resuspendieron en 1 mL de soluciéon de
extraccién (50 mM de Tris-Cl (pH8), 50 mM de EDTA (pH8), 50 mM de NaCl, 20
pg/mL de RNAsa y 1% de SDS), se dejé incubando a 55°C por una hora. Al término, se
agregd 150 pL de Proteinasa K (30 mg/mL), se agité cuidadosamente y se incub6 a
37°C toda la noche. Todo el material se pasé a un tubo de 2 mL y se adicion6 1 mL de
fenol, se agitd en el vortex y se centrifugd a 13 000 rpm por 10 minutos. Se extrajo la
fase superior (o fase acuosa) y se pasé a otro tubo de 2 mL al cual se le agregd 1 mL de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en una proporcion 25/24/1, y se centrifugd a
13 000 rpm por 10 minutos. Se extrajo la fase superior, se pasé a otro tubo de 2 mL y se
le agregé 1 mL de cloroformo, se centrifugé a 13 000 rpm por 10 minutos. Se extrajo la
fase superior y se pasé a otro tubo de 2 mL; para precipitar el DNA se le agregé 1 mL
de etanol frio y 100 pL de acetato de sodio 3M. Se mantuvo una hora a 70°C.
Posteriormente se centrifugd a 13 000 rpm por 10 minutos. Se tiré el sobrenadante y se
quedd con la pastilla, la cual se lavé con etanol al 75% (Sambrook et al., 1989).
Finalmente se resuspendié la pastilla de DNA en 30 plL de agua previamente
esterilizada, filtrada e irradiada. La concentracion de DNA se cuantific6 mediante el
espectrofotometro de capilares, el cual nos proporciona ademas de la cuantificacion, la
pureza del DNA mediante lecturas de absorbancia de 260 y 280 nm, considerando

que una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a 50 pg/mL de DNA.

V.3. PCR

La PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) se realizd en un volumen de
reaccion de 25 pL, el cual contenia 200 ng de DNA de cada individuo, 2.5 puL de
solucién para PCR 1X, 0.25 pLL dNTPs a 50 mM, 1 pL de oligos a 100 pM, 1 uL
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Tagpolimerasa (Taq gold 5 U, Perkin elmer), 2.5 pL de MgCl, a 50 mM y agua EUF.
Los oligos utilizados para la amplificacién del DNA fueron sintetizados a partir de
publicados (Marcilla ef al., 2001), los cuales habian sido utilizados para amplificar la
region del ITS-2 en triatdminos; las secuencias de los oligos son, directo 5°
CTAAGCGGTGGATCACTCGG 3’ y reversa 5"GCACTATCAAGCAACACGACTC
3

La PCR consisti6 en un paso inicial a 95 °C por 10 minutos para desprender el
anticuerpo que viene acoplado a la polimerasa utilizada y que inhibe su funcionalidad,
un segundo paso de desnaturalizacion a 94°C por 4 minutos; 35 ciclos de amplificacion,
las cuales incluyen un minuto a 94°C (desnaturalizacién de las hebras de DNA), un
minuto a 55°C (alineamiento de los oligos) y un minuto a 72°C (elongacion); y un paso
final de elongacién por 7 minutos a 72°C (modificado de Wincker et al., 1994). Los
fragmentos amplificados se observaron en un gel de agarosa al 1.5% en solucién de
electroforesis TAE 1X, corridos a 120 volts por 90 minutos aproximadamente en una
camara de electroforesis horizontal; el gel se tifié con bromuro de etidio y se observo en

el transiluminador.

V.4. Clonacion
V.4.a. Ligacion.

Los amplificados frescos se ligaron con el TA Cloning Kit, en el plasmido
pCR® 2.1 (Invitrogen, No. Cat. K2040-40), el cual tiene genes de resistencia a
ampicilina y a kanamicina, asi como el fragmento lacZo (este fragmento codifica los
primeros 146 aminoacidos de la [(-galactosidasa) (Fig. 9), para ello se realizé6 una
mezcla de ligacién, la cual contenia, 1.5 pL. de producto de PCR fresco, 1.5 pL
solucién de ligacion 10X, 1 pL del vector (25 ng/ul), agua estéril y la DNA ligasa T4
(4.0 Weiss units), esta mezcla se dejé incubando toda la noche a 14°C en el

termociclador. La ligacion se guardé a -20°C para su posterior uso.



lacZu ATG

MI3R 5 I"linlclll Kp|n| Sacllibrﬁl Sfe'
CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGGTAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

leo(l EmTRl Ecul:Rl
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC G&C TT PCR Product 4 GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AR TT CGG CTT AAG ACG
Aval
PaeR7 |

EC:I,RV Bsitxl Mill Xho't Nst| Xba| Apal

| |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG([CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GIG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC (GGG ATA
Iy

T7 Promoter M13 Forward {-20; Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA [CTG GCC GTC GTT TTA C{AA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Figura 9. Se muestra la secuencia del vector de clonacion, donde se ilustra el sitio de clonacién y los
sitios utiles para la escision posterior del producto de clonacion asi como el lugar de los genes que le
confieren resistencia a los antibioticos para su seleccion.

V.4.b. Transformacién'"

El producto de ligacion se empled para transformar células competentes (células
TOP 10 de E. coli). Las células fueron descongeladas 5 minutos antes de su uso; al vial
de células se le agregd 2.5 pL de producto de ligacién y se incubd en hielo por 30
minutos. Posteriormente se le dio un choque térmico a 42°C por 30 segundos en un
bafio Maria. Las células se recuperaron, agregando al vial 250 pL de medio SOC
(reactivo proveniente en el Kit de clonacién, Invitrogen No. Cat. K2040-40) e
incubando inmediatamente a 37°C por una hora. Las células se cultivaron en placas de
cultivo con medio Luria-Bertani sélido mas kanamicina (50 pg/mL), asi como el
reactivo X-Gal (stock 40 mg/mL, el cual se adiciona a las cajas del medio de cultivo 10

minutos antes de su uso). Finalmente se deja incubando a 37°C toda la noche.

En las placas que se sembraron, se vieron dos tipos de colonias, unas blancas y
otras azules. Las colonias azules corresponden a las colonias en las que si se ha

producido la insercién del vector (puesto que han crecido en presencia de antibi6tico),

'* Proceso de introduccion de DNA exégeno en una bacteria por medios fisicos o quimicos (Madigan et al.,
1998).
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pero no presenta el inserto de DNA, con lo cual el gen de la galactosidasa actia en
presencia de X-Gal y da lugar a un precipitado de color azul (cuando la B-galactosidasa,
enzima codificada en el plasmido introducido, hidroliza a X-Gal, forma galactosa y un
alcohol —Indol- que se oxida con el oxigeno, produciendo un color azul; cuando este
gen ésta interrumpido por la presencia del inserto no se traduce la B-galactosidasa). Las
colonias blancas, corresponden a colonias de células competentes en las que el vector o
plasmido presenta el inserto. El punto de insercion estd interrumpiendo el gen de la
galactosidasa. Se seleccionaron tres colonias blancas de cada placa y se cultivaron en

medio LB més kanamicina (50 pg/mL), toda la noche a 37°C.

V.4.c. Extraccién de DNA de plasmido'®

La extraccion de DNA de plasmido se realizd mediante la técnica de lisis
alcalina. Se centrifugé el cultivo bacteriano en un tubo de 1.5 mL a 14 000 rpm por un
minuto, para obtener la pastilla de células bacterianas. A la pastilla obtenida, se agregd
150 pL de solucién I (500 mM Glucosa, 25 mM Tris-HCI pH8, 10 mM EDTA pHB), se
agit6 fuertemente; se agregd 200 pL de solucion II recién preparada (0.2 N NaOH, 1 %
SDS), se mezclé por inversion de 4 a 6 veces; se agreg6é 100 pL de solucién III (5 M de
acetato de potasio, 11.5 mL de acido acético glacial 99.7% de pureza, agua) y se
mezcld por inversion de 4-6 veces. Se centrifugé a 14 000 rpm por 10 minutos (4°C).
Se extrajo todo el sobrenadante y se pas6 a un tubo eppendorf de 1.5 mL, y se agregd
500 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en una proporciéon 25/24/1 y se
centrifugé a 14 000 rpm por 5 minutos; se recuper? la fase superior (o fase acuosa) y se
transfirié a otro tubo de 1.5 mL y se le agregé 500 pL de cloroformo, se centrifugé a
14 000 rpm por 5 minutos. Se recuper6 la fase superior y se pasoé a otro tubo de 1.5 mL,
al cual se le agregd 1 mL de etanol frio y se deja a -70°C por una hora. Se centrifugé a
14 000 rpm por 10 minutos. Se tir6 el sobrenadante y se quedé con la pastilla, la cual
se lavé con etanol al 75%. Finalmente se resuspende la pastilla de DNA con 30 pL de

solucién TE con RNAsa [20 pg/mL].

' DNA circular extracromosémico que se autoreplica (Madigan er al., 1998).
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V.4.d. Digestion del DNA de plasmido

El DNA de plasmido se digiri6 con la enzima EcoRI. La digestion se realiz6 en
un volumen de 20 pL, el cual contenia 2 pL. de DNA de plasmido, 2 pL de solucién de
ligacién 10X, 1 pL de EcoRI y 15 pL de agua estéril. Los controles de la digestién so6lo
contenian 2 pL. del DNA de plasmido y 18 pL de agua estéril. Estas reacciones se
dejaron incubando 3 horas a 37°C. Las digestiones se corrieron en un gel de agarosa al
1.5% con buffer TAE 1X a 120 volts por 90 minutos; el gel se tifi6 con bromuro de
etidio y se observo en el transiluminador de rayos U.V., para verificar cuales clonas
poseen el inserto esperado. Las clonas que tuvieron el inserto deseado se volvieron a
sembrar en medio LB liquido con kanamicina (50 pg/mL) a 37°C toda la noche. El
DNA de plasmido se extrajo de nuevo, pero ahora con QIAprep® Miniprep Kit,
QIAGEN, para tener una mejor pureza del DNA, el cual se extrajo siguiendo la
metodologia que establece el protocolo. El DNA se cuantificé en el espectrofotémetro

de capilares.

V.5. Secuenciacion

La region del ITS-2 que fue amplificado por la PCR fue secuenciada en el
secuenciador automatico Abi Prism 310 (Applied Biosystems). Los oligos utilizados
para la mayoria de las secuenciaciones fueron el M13 Reverse y el T7 promoter, los
cuales se encuentran dentro del vector de clonacién y sdlo en algunas secuencias se
utilizé otro oligo sustituyendo al M13 Reverse, al cual se denominé oligo interno. Este
oligo se disefio porque el tamafio del fragmento a secuenciar es muy grande
(aproximadamente 700 bases) y la resolucion de la secuenciacion es de
aproximadamente 500 bases, por lo que, no se resolvian las secuencias de nucledtidos
que se encuentra en el ITS-2. Para disefiar este oligo, se alinearon todas las secuencias
hasta ese momento obtenidas y en la region del 28 S se disefio la secuencia del oligo, la
cual se encontraba aproximadamente a 70 nucledtidos del final del ITS-2 (Anexo 1). La

secuencia del oligo interno fue 5" CTGTTGGTTTCTTTTCCACC 3°.
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Las secuencias obtenidas se procesaron por medio de dos programas, DNAman
(Lynnon Corporation, 2001) y DNAsis (Hitachi Software Engineering Company, Ltd),
siendo los pasos requeridos para ello los siguientes:

1) Con el programa DNAman, se cambié el formado en el que se encuentran las
secuencias cuando son obtenidas del secuenciador (Abi Prism), el cual se presenta en
formato de texto. Este programa nos agrupa a la secuencia en 6 columnas de 10
nucleétidos cada uno, de tal manera que se pueda trabajar con ella en el programa
DNAsis.

2) Con el DNAsis, se identificaron los lugares donde se localizan los primers para
eliminar la secuencia que corresponde al vector. Posteriormente se realizd un
alineamiento de la secuencia directa y reversa por cada individuo para obtener una
secuencia consenso y ademas verificar que los nucleétidos para ambas cadenas fueran
los mismos. Estos tltimos pasos son laboriosos, ya que se tiene que verificar la

autenticidad de la secuencia.

V.6. Analisis de los datos

V.6.a. Alineamiento de las secuencias
Las secuencias fueron alineadas usando Clustal W Multiple Alignment versién

1.8 (Thompson et al., 1994) contenido en el programa BioEdit Sequence Alignment
Editor versién 7.0.0 (Hall, 1999). El Clustal W, esta hecho para construir alineamientos
pareados o multiples de secuencias bioldgicas, el programa automaticamente alinea las
secuencias basado en alineamientos progresivos. Los parametros utilizados para este
alineamiento fueron dados predeterminadamente por el programa (tres gaps de penalties
de iniciacién y uno de extension), ademas para detectar probables errores se reviso
manualmente el alineamiento. Para determinar la region del ITS-2, se alinearon las
secuencias obtenidas en este trabajo con aquellas secuencias del ITS-2 para algunas
especies de triatomas reportados en el GenBank (7Triatoma pallidipennis, T.

longipennis, T. picturata, T. phyllosoma, T. mazzottii, T. infestans y Rhodnius prolixus),
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de esta manera por homologia, se determiné la secuencia del ITS-2 en nuestras

secuencias.

V.6.b. Matriz de distancias

La distancia evolutiva entre un par de secuencias normalmente es medida por el
numero de sustituciones de nucleétidos que se dan entre ellas (Hillis et al., 1996). Por lo
que se realizé una matriz de distancias empleando el programa MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) version 3.0 (Kumar et al., 2004), utilizando la opcién
“Distancia” contenida en el menu principal. El modelo de sustitucién de nucleétidos
escogido fue el de Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993), que se consider6 ser el modelo
mas afin al comportamiento de las sustituciones entre nucleétidos (ver Resultados). El
modelo de Tamura-Nei (1993), considera que existen diferentes tasas de sustitucion
entre los nucleétidos y que las frecuencias de cada uno de estos son desiguales. Ademas
puede distinguir entre tasas de sustitucién transicionales'’ entre purinas (A y G) y entre
pirimidinas (T y C) y tasas de sustituci6n transversionales'® entre purinas y pirimidinas
(AyToC;GyToC) (Kumar et al., 2004). La tabla 5 ilustra el modelo de Tamura-
Nei.

Tabla 5. Modelo de sustitucion de nucledtidos Tamura-Nei (Kumar ef al., 2004)

A i C G
Al - Bgr  Bgc g
T | Bga - wge  Pgs
C | Bga 08t = Bga
G | aga Bgr Bec =

oy y o, son las tasas de sustitucion transicionales entre purinas y entre pirimidinas,
respectivamente; (8 es la tasa de sustitucion transversional y g; indica la frecuencia de

nucleétidos (A, T, C, G).

' Transicién: Mutacién puntual que consiste en el cambio de un nucleétido por otro de su misma clase
(purina por purina o pirimidina por pirimidina) (Hillis ez al., 1996).

** Tranversion: Mutacién puntual que consiste en el cambio de un nucleétido por otro de distinta clase (purina
por pirimidina y viceversa) (Hillis er al., 1996).
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Para la realizacion de la matriz de distancias, ademas de elegir el modelo de
Tamura-Nei, se considerd que la distribucién entre las tasas de variacion entre los sitios
fueran uniformes, asi como también el nimero de sustituciones de nucleétidos por base

(transiciones y transversiones), empleando la siguiente formula:
d='klloge(wl) 'kZloge(WZ) 'kJ loge(WJ)

donde d es la distancia; P, y P, son las proporciones de las diferentes transiciones entre
los nucledtidos A y G, y entre T y C, respectivamente; Q es la proporcién de las
diferentes transversiones; g4, ¢, &1, ¢ son las frecuencias respectivas de A, C, T y G;
gr =84+ 865 8y, = g7t gc ademas

ki=2g4g5/gr

k;=2g18c/gy

K3=2(2r8r848c8YERE18ER'EY)

W=1-P/k-Q/2g

Wy=1-Py/ky-Q/2gy

W3=1-0/2grgy

V.6.c. Anilisis filogenético

El método Bayesiano y de unién de vecinos (Neighbor—joining, NJ)'* fueron
utilizados en la reconstruccion filogenética. Primero se sometieron las secuencias al
anélisis filogenético en el programa Mr. Bayes (Ronquist & Huelsenbeck, 2003), el cual
utiliza el método bayesiano para la realizacién del andlisis. La inferencia bayesiana en
el analisis filogenético esta basado en la distribucion de la probabilidad posterior de los
arboles, la cual es la probabilidad de un arbol condicionado a las observaciones, este

condicionamiento esta basado en el Teorema de Bayes.

' Un método heuristico para obtener un punto estimado de un arbol de evolucion minimo (Hillis ez al., 1996).



Las secuencias de ITS-2 se analizaron en el programa, empleando los siguientes

parametros:

e Grupo externo™: Rodnius prolixus

e Nst=6 Numero de tipos de sustituciones (Nst= number of substitution types).
Existen diferentes opciones en cuanto al nimero de tipos de sustituciones que se
emplean, cuando Nst=1, las tasas de sustituciéon son las mismas (por ejemplo:
parecido a un modelo JC?' o F81%%); Nst=2, considera que las transiciones y
transversiones tienen potencialmente tasas de sustitucion diferentes (por ejemplo:
modelo K80% o HKY85%); Nst=6, indica que todas las tasas se sustituciéon son
diferentes, sometidas a un tiempo reversible (por ejemplo, el modelo GTR —General
Time Reversible).

e Rates=gamma®
Esta opcién indica el modelo para las tasas de variacion entre sitios; la tasa de
sustitucion en un sitio es esquematizada en este tipo de distribucion, la cual tiene un
solo parametro que describe cuanto varian las tasas.

e mcmc ngen=1000000 nchains=4 samplefreq=1000;

Estas opciones inician el andlisis de la cadena de Markov y Monte Carlo (MCMC),

como ya se menciono la probabilidad posterior de los arboles (y otros parametros de

los modelos de sustitucién) no pueden ser determinados analiticamente, en cambio el

MCMC es usado para aproximar la probabilidad posterior de los arboles por las

% Uno o mas taxa que se considera se encuentran fuera del grupo interno o el grupo a analizar (Hillis ez al.,
1996).

*! Este método fue desarrollado bajo la suposicién que las tasas de sustitucién de los nucleétidos es la misma
para todos los pares de los cuatro nucleétidos (A, G, C, T) y esta dado por la estimacién de la maxima
verosimilitud del niimero de sustituciones de nucledtidos entre dos secuencias (Jukes & Cantor, 1969).

2 Este modelo divide los procesos de sustitucion en dos componentes: tasas de sustituciones generales
capaces de producir todos los tipos de cambios, y las tasas sustitucién dentro del grupo que producen sélo
transiciones (Felsenstein, 1984).

» El modelo K80 considera que la frecuencia de las bases son iguales y a la diferencia entre transiciones y
transversiones como un solo parametro: m;=1/4 Vi, o transiciones=1.0, o transversiones=a, (Kimura, 1980).

** El modelo HKY85, asume que las frecuencias de las bases son diferentes y considera las diferencias entre
transiciones y transversiones con un parametro o transiciéon=1.0, o transversiones = o, (Hasegawa-Kishino-
Yano, 85).

¥ En estadistica la distribucién gamma es una distribucion de probabilidad (F(x) es una funcién de la
probabilidad que representa los resultados que se van obteniendo en un experimento aleatorio) continua con
dos parametros k y A

44



muestras esquematizadas desde la probabilidad posterior. Por lo que se realizé un
analisis MCMC con cuatro cadenas. El nimero de ciclos para los algoritmos MCMC

son de 1, 000,000 en tanto que cada 1000 ciclos la cadena es muestreada.

Basados en los resultados de las tasas de sustitucion de nucleétidos obtenidos en
el programa Mr. Bayes, se determin6 que el modelo de sustitucion de nucledtidos que
podria ser mas adecuado para las secuencias de ITS-2 era el de Tamura-Nei (Tamura &
Nei, 1993) (ver resultados), por lo que se realizé un segundo analisis filogenético en el
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analisis) versiéon 3.0 (Kumar et
al., 2004), empleando el método de unidon de vecinos (Neighbor-joining, NJ) y el
modelo de Tamura-Nei, con la opcién de bootstrap®® de 1000 replicas. Finalmente para
la visualizacién grafica de los arboles obtenidos se utiliz6 el programa TreeView (Page,

1996)

* Método estadistico por el cual, las distribuciones que son dificiles de calcular exactamente pueden ser
estimadas por creaciones repetidas y analisis de set de datos artificiales.



VI. RESULTADOS

VI.1. Extraccion de DNA

El protocolo para la extraccién del DNA fue modificado del protocolo original
establecido por Sambrook y colaboradores en 1989, del cual, la principal modificacién
fue hecha en la concentracién de Proteinasa K, la cual fue aumentada, debido a que las
patas del insecto (del cual se extrae el DNA) poseen gran cantidad de quitina, lo cual
requiere que esta proteina sea desnaturalizada y deje al descubierto el DNA, de tal
manera que se obtuvieron mayores concentraciones de DNA de las que se habian

obtenido (0.5 a 1.6 pg/pL) con el protocolo original.

VIL.2. PCR y Secuenciacion

Se utilizaron 200 ng de DNA para la PCR y debido a que sélo conociamos el
tamafio del ITS-2 para algunas especies de triatominos, teniamos un estimado del
tamafio del producto de PCR a esperar, ya que los primers empleados ademas de
amplificar la regién del ITS-2, también amplifican fragmentos de los genes que limitan
a esta region (5.8S y 28 S rDNA). El primer protocolo de PCR experimentado,
resultaba en un fragmento de aproximadamente 700 pb, sin embargo, estos resultados
no eran reproducibles para todas las especies, por lo que se realizaron algunas
modificaciones a este protocolo (ver Material y Método), logrando obtener bandas
constantes y reproducibles; en el caso de las especies del género Triatoma se obtuvieron
amplificados de aproximadamente 950 pb, en tanto que para el género Rhodnius, se
obtuvo un amplificado de 1200 pb.

En la figura 10, se observan los productos de amplificacion de PCR para algunas
especies de los géneros Triatoma y Rhodnius, en el cual también se distinguid, que
ademas de tener un amplificado de forma abundante (950 pb y 1200 pb para cada
género respectivamente), se observan fragmentos de menor tamafio a estos. Los
fragmentos de PCR fueron clonados y posteriormente se digirieron las clonas para
determinar cuales se secuenciarian (ver Material y Método). La mayoria de las clonas

presentaban el inserto esperado, sin embargo, para las especies 7. mazzottii (individuos
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Tmaz16 y Tmaz38), T. bassolsae (Tbal2) y R. prolixus (Rpro48) se encontraron clonas
con insertos de tamafios diferentes a estos, los cuales correspondian a algunos
fragmentos de menor tamafio encontrados en el PCR (Fig. 10). En el caso de
T. bassolsae y R. prolixus, las secuencias que se obtuvieron de estas clonas, no
mostraron diferencias significativas con aquellas secuencias de clonas con insertos
esperados (datos no mostrados). Sin embargo, para las clonas de 7. mazzottii se

encontraron dos individuos con fragmentos clonados de diferentes tamafios (700 y 800
pb) (Fig. 11).

12 3 4 5 6 7
-
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los amplificados de PCR, tefiido con bromuro de etidio y
registrado en el transiluminador. En el carril 1, se encuentra el marcador de peso molecular (cada banda representa
100pb a excepcién de la dltima banda de 2072pb); carril 2) 7. mazzotti (Tmaz38); carril 3) R. prolixus (Rpro48);
carril 4) 7. mazzottii (Tmaz85); carril 5) T. lecticularia (Tlec62) carril 7) T. bassolsae (Tbal2).

1 2 3456 7 89 1011213141516 17 1819

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para las clonas obtenidas. En el carril 1, se encuentra el
marcador de peso molecular (cada banda representa 100pb a excepcidn de la ltima banda de 2072pb); carriles 3,
5,7,9, 11, 13, 15, 17, clonas digeridas con EcoRI; carriles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, clonas sin digerir. Del
carril 8 al 13 se encuentran las clonas para 7. mazzotti (Tmaz38), marcados con flechas se observan los
diferentes tamaiios obtenidos en el individuo ITM38 (clona 1 v 2 —carriles 8 y 10, contra la clona 3 —carril 12).

47



Al analizar las secuencias de estas clonas, ambas presentaban menor niimero de
nucleétidos, comparados con la secuencia de la clona que presentaban el tamafio de 900
pb (Tmaz38 clona 1) y que corresponde al estandar de los tamafios esperados para las
diferentes especies de triatominos. La secuencia obtenida para el individuo Tmaz38
clona 3 presentaba una delecién de 142 pb al inicio del ITS-2. Dado que se secuencid
parte del gen 5.8 S ribosomal, este fragmento también mostraba nucleétidos faltantes,
encontrando que de las 151 pb secuenciadas del gen (5.8 S), sélo hay 77 pb, las cuales
se encuentran al inicio de la secuencia del gen, teniendo una delecion de nucleétidos de
74 pb (Figura 12). En el caso del individuo Tmaz16, este present6 la secuencia del 5.8 S
ribosomal de manera completa y 13 pb correspondientes al inicio del ITS-2,
posteriormente se observé una delecion de la secuencia hasta encontrarse de nuevo a

246 pb del inicio del ITS-2 (Figura 12).

Las secuencias nos mostraron que estos nucleétidos faltantes son reales, ya que
se encuentran delimitados por los genes ribosomales (5.8 S y 28 S), es decir, existen
fragmentos (en el caso del individuo Tmaz38 clona 3) o todo el fragmento (para el
individuo Tmaz16) del gen 5.8S, el cual delimifa la region del ITS-2. El Southern blot
realizado, usando como sonda el fragmento de 700 pb, que corresponde a la clona
Tmaz16, nos confirmé que estas clonas y los nucledtidos faltantes son reales. Como
vemos en la figura 13, la sonda hibridizé tanto con aquellas clonas que presentaban
bandas con el tamaiio esperado (900 pb), como con aquellas que presentaron un menor
tamafio de banda. Se corrobor6 de esta manera que ambos fragmentos correspondieron
al ITS-2 y que existen prevalencia de cistrones de diferentes tamafios en un mismo
individuo. De esta manera corroboramos que los fragmentos de PCR con tamafios de
950 pb para Triatoma y de 1200 para Rhodnius son los que presentan el ITS-2 de

manera completa, y con los cuales se trabajaron para los demads analisis.
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CTAAGCGGTG GATCACTCGG CTCGTGGGTC GATGAAAGAC GCAGCAAACT GCGCGTCGTC ATGTGAACTG
CTAAGCGGTG GATCACTCGG CTCGTGGGTC GATGAAAGAC GCAGCAAACT GCGCGTCGTC ATGTGAACTG
CTAAGCGGTG GATCACTCGG CTCGTGGGTC GATGAAAGAC GCAGCAAACT GCGCGTCGTC ATGTGAACTG

CAGGACACAT GAACATCGAC ACTTTGAACG CACATTGCGG CCCTGGGATT CTATCCAAGG GCCACGCCTG
CAGGACA= = = = = = = s = = o o o o o e e e
CAGGACACAT GAACATCGAC ACTTTGAACG CACATTGCGG CCCTGGGATT CTATCCAAGG GCCACGCCTG

TCTGAGGGTC G! TTAAAAATA AGAAATTTTT TTTTTTAAAA AAATTTCTAT AAATTTTATA TATATTTTAT

TCTGAGGGTC

ATATATATTG GAAATTTTCT GTTGTCGACA TTTATTTGTT GGTAAAACAG TATTTCTAAA TACATGTTTC

TTTCTTGTAT ACTTGTTTGT AAATCTTAGT TTCAATATTG GAAATTTGTA
TTTCTTGTAT ACTTGTTTGT AAATCTTAGT TTCAATATTG GAAATTTGTA

ACTTGGTTAT TGGTAATAAA TCTCAAGTAT AGTAGTGAAA TGTTGATGAC GGAAGAAAAA TTTTTTCGCA
ACTTGGTTAT TGGTAATAAA TCTCAAGTAT AGTAGTGAAA TGTTGATGAC GGAAGAAAAA TTTTTTCGCA
----------------------------------------------------- GAC GGAAGAAAAA TTTTTTCGCA

TCTAGGCATT GTCTGGGCGA TTTTTTTACT TCTTGTATAA AACAATGATC TACAATTCAT TTACTTTGAG
TCTAGGCATT GTCTGGGCGA TTTTTTTACT TCTTGTATAA AACAATGATC TACAATTCAT TTACTTTGAG
TCTAGGCATT GTCTGGGCGA TTTTTTTACT TCTTGTATAA AACAATGATC TACAATTCAT TTACTTTGAG

TTTACCAATT TTATTATATG TCTGTATTAA ACTGGCTATG CCAGTGCTTA TACAGTAAAT ATAATTTCAA
TTTACCAATT TTATTATATG TCTGTATTAA ACTGGTTATG CCAGTGCTTA TACAGTAAAT ATAATTTCAA
TTTACCAATT TTATTATATG TCTGTATTAA ACTGGTTATG CCAGTGCATA TACAGTAAAT ATAATTTCAA

GTTTTTCAAA TTTTATATTG TGTCAACTAT GTAAAATAAG TATGAAATAT TGCAATAGAA |GAGAAGCACC
GTTTTTCAAA TTTTATATTG TGTCAACTAT GTAAAATAAG TATGAAATAT TGCAATAGAA [GAGAAGCACC
GITTTTCAAA TTTTATATTG TGTCAACTAT GTAAAATAAG TATGAAATAT TGCAATAGAA JGAGAAGCACC

ATTTTTTTTT CGACCTCAGA TTAGGTGGGA
ATTTTTTTTT CGACCTCAGA TTAG
ATTTTTTTTT CGACCTCAGA TTAG

.88

ITs-2

28 8

Figura 12, Secuencias de nucleétidos obtenidos para los diferentes individuos de T. mazzottii, los cuales presentaron diferentes tamaiios de insertos al ser
clonados en el plasmido pCR 2.1. Con el simbolo “-“ se encuentran las regiones faltantes para cada clona. En el recuadro se encierra el ITS-2 segtn lo
reportado en el GenBank para esta especie. La clona 1 del individuo Tmaz38 es utilizado como referencia para comparar a las otras clonas, ya que esta
clona presenta el fragmento perteneciente al cistron ribosomal analizado de manera completa.
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Figura 13. Southern blotting de los productos de PCR y de las clonas obtenidas en la transformacién, utilizando como
sonda el fragmento de 700 pb correspondiente al individuo Tmaz16 de T. mazzottii. Carril 1) Producto de PCR para 7.
mazzottii (Tmaz38); carril 2) Producto de PCR para R. prolixus (Rpro48); carril 3) producto de PCR para 7. mazzottii
(Tmaz85); carril 4) producto de PCR para T. lecticularia (Tlec62); carril 6) clona 1 para T. mazzottii (Tmaz38); carril 7)
clona 3 para T. mazzottii (Tmaz38); carril 8) clona 1 para R. prolixus (Rpro48); carril 9) clona 2 para R. prolixus
(Rpro48); carril 10) clona para T. mazzottii (Tmaz85); carril 11) clona para T. lecticularia (Tlec62); carril 12) clona para
T. mazzottii (Tmaz16). Se observan los diferentes tamafios de clonas hibridizadas de la especie T. mazzottii (Carriles 6, 7

y 12).

VL.3. Analisis de las secuencias
Se analizaron nueve especies de triatdminos, de los cuales se emplearon de dos a
cuatro individuos por especie para estudiar las variaciones a nivel intra-especifico. Las

caracteristicas generales de las secuencias estudiadas se presentan en la tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas generales de las secuencias analizadas

Especie Clave Tamaiio del ITS-2 % T/A ITS-2 accesado*
T. pallidipennis ~ Tpal22 470 T7: AJ286882 (470)
Tpal23 470 FI15
T. longipennis Tlon30 470 77.03 AJ286883 (470)
Tlon66 470 77.24
T. picturata Tpic6 470 77.3 AJ286884 (470)
Tpic7 471 77.8
Tpic8 467 77.1
T. bassolsae Tbal2 470 715
Tbal3 470 77:5 No reportado
Tbal4 470 77.1
Tball36 470 77.5
T. mazzottii Tmaz38 469 76.98 AJ286885 (468)
Tmaz85 467 76.88
T. lecticularia Tlec56 470 7.5
Tlec62 469 77.4 No reportado
Tlec64 470 775
T. rubida Trub93 492 173 No reportado
Trubl41 492 77.3
Trub142 493 773
T. infestans Tinf72 460 78.48 AJ289876 (458)
Tinf74 454 78.2 AJ286874 (454)
R. prolixus Rpro48 702 77.64 AJ286888 (694)
AY345868 (702)

* Clave de la secuencia de ITS-2 accesado en el GenBank y entre paréntesis el tamafio de ITS-2

reportado para cada especie.

VL.3. Variacién intraespecifica

La variacién intraespecifica nos permite conocer qué tanto varia en nuestro
estudio el ITS-2 entre individuos de la misma especie. Todos los individuos analizados
presentaron un porcentaje de identidad mayor al 98%, que se correlaciona con las
distancias genéticas obtenidas de una matriz de distancias utilizando el modelo de
sustitucion de nucledtidos Tamura-Nei, las distancias genéticas que se encontraron
fueron en promedio de 0.003. Estas variaciones se mantuvieron cuando se compararon

con las secuencias accesadas para algunas de estas especies en el GenBank. Las
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principales diferencias que se encontraron fue la presencia de mutaciones: inserciones,

deleciones, transversiones y transiciones, siendo mas frecuentes estas dos tltimas.

V1.3.b. Variacion interespecifica

Este tipo de variacion nos permite conocer qué tanto se diferencian individuos de
distintas especies, por lo que se realizé una matriz de distancias utilizando el programa
MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versién 3.0 (Kumar et al., 2004),
utilizando la opcién “Distancia” contenida en el menu principal. El modelo de
sustitucion de nucledtidos escogido fue el de Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993) (Tabla
7). Se encontraron distancias genéticas pequefias entre todas las especies pertenecientes
al complejo Phyllosoma comparadas con el resto de las especies, distancias genéticas
que van desde 0 a 0.015. Para la especie 7. rubida se encontraron distancias de 0.089 a
0.094 con respecto a las especies del complejo Phyllosoma; para T. lecticularia se
encontraron distancias de 0.058 a 0.1, mientras que para 7. infestans fue de 0.163 a
0.177. Finalmente, para R. prolixus se obtuvieron las distancias genéticas mas distantes

que van de 0.549 a 0.598.
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T. pallidipennis

T. longipennis

Tabla 7. Matriz de distancia, utilizando el modelo de sustitucion de nucleétidos Tamura-Nei, para un grupo de 22 secuencias de ITS-2 de diferentes
especies de triatdminos. Los valores indican el promedio de las distancias genéticas mas su desviacion estandar.

T. longipennis 0.004 + 0.039

T. picturata 0.003 £ 0.0029 0.002 + 0.001 T basolsae

T. bassolsae 0.006 + 0.004 0.008 + 0.003 0.007 £ 0.004 T. molii

T. mazzottii 0.015 £ 0.005 0.015 £ 0.005 0.015 +0.005 0.013 * 0.006 T. ecticularla

T. lecticularia 0.059 £ 0.002 0.059 + 0.002 0.058 + 0.002 0.060 + 0.003 0.065 £ 0.003

T. rubida 0.089 + 0.004 0.093 0.092 +0.001 0.090 + 0.003 0.094 + 0.001 0.1 £0.001

T. infestans 0.167 £ 0.005 0.174 £ 0.002 0.171 +0.002 0.169 + 0.004 0.169+0.003 | 0.177+0.002 | 0.163 +0.001 |

R. prolixus 0.567 + 0.004 0.566 =+ 0.003 0.563 + 0.0004 0.561 £ 0.007 0.549 £0.005 | 0.593 +0.003 0.598 0.595 £ 0.003
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V1.3.c. Microsatélites

El DNA microsatélite consiste en unidades de cerca de 1 a 6 nucledtidos
repetidos en tandem dentro de un genoma. El analisis de variacién en la secuencia de
DNA mediante microsatélites ha demostrado ser una herramienta confiable y
reproducible para distinguir a grupos de organismos.

Se analizaron los microsatélites de las diferentes secuencias, encontrandose que
todas las especies pertenecientes al complejo Phyllosoma presentan la repeticion (AT),
TTT (AT)), a excepcién del individuo ITM38 de T. mazzottii que presentaba una
repeticion mas de AT. Los microsatélites observados para este complejo son idénticos a
los reportados en las secuencias del GenBank, con la excepcién de 7. mazzottii. En el
caso de las especies T. rubida, T. lecticularia y T. infestans, los microsatélites son mas
largos. Para 7. infestans, los microsatélites son diferentes para los individuos
analizados, sin embargo esta variacion concuerda con las reportadas en el GenBank, las
cuales varian en el nimero de repeticiones de las primeras y tltimas AT. Finalmente

R. prolixus no presenta microsatélites (Tabla 8).

Tabla 8.- Tabla de microsatélites observados en las especies de triatéminos.

Especie Microsatélites observados Microsatélites reportados
T. pallidipennis (AT)@4) TTT (AT)(s) (AT)4) TTT (AT)y (Marcilla et al., 2001)
T. longipennis (AT)@ TTT (AT) (AT)@ TTT (AT)) (Marcilla et al., 2001)
T. picturata (AT)4 TTT (AT) (AT)@ TTT (AT) (Marcilla et al., 2001)
T. bassolsae (AT)@4) TTT (AT No reportada
T. mazzottii (Tmaz38) (AT)@) TTT (AT)s) (AT)w) TTT (AT)sy (Marcilla et al., 2001)
T. mazzottii (Tmaz85) (AT)@ TTT (AT)
T. rubida No presenta No reportada
T. lecticularia (AT)3) TTT (AT)1)AA (AT), No reportada

T infestans (ITI72) (AT)(7) T (AT)(l) AA (AT)(g) (AT)((;) i (AT)(]) AA (AT)(a) (Marcilla et a/., 2001 )
T. infestans (ITI74) (AT)e T (AT)yAA (AT)e  (AT)s TTT (AT)ay AA (AT) (Marcilla ez al., 2001)

R. prolixus No presenta No reportado

n
=



VI. 4. Anilisis filogenético
Para la reconstruccion filogenética se utilizo el método bayesiano y el de unién
de vecinos (Neighbor-joining, NJ). Los érboles filogenéticos fueron realizados con

todos los individuos analizados, utilizando a Rhodnius prolixus como grupo externo.

La tabla 9, muestra los resultados obtenidos en el analisis filogenético realizado
en el programa Mr. Bayes después de 1, 000,000 de ciclos algoritmicos:

Tabla 9.- Resultados del andlisis filogenético en el programa Mr bayes.

Gen 1000000
InL -2165.992
TL 1.645

r (G<->T) 1.000000
r (C<->T) 1.325418
r (C<->G) 1.946440
r (A<->T) 0.529527
r (A<->G) 2.481113
r (A<->C) 1.764221
pi(A) 0.349294
pi(C) 0.108875
pi(G) 0.110833
pi(T) 0.430998
alpha 0.609186

InL: Logaritmo natural de la verosimilitud

TL : Longitud del arbol (cambios por caracter)
r: Tasas de sustitucion de nucledtidos

pi: Frecuencia de los nucledtidos

Alpha: Parametro de la distribucién gamma

Podemos distinguir que las frecuencias de los nucleétidos son muy variantes
entre ellos, teniendo que existe una mayor frecuencia del nucleétido T y en menor
frecuencia C; en cuando a la frecuencia entre transiciones y transversiones, se

encontraron frecuencias diferentes entre cada uno de los tipos de transiciéon o
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tranversion, sin embargo existen mas tranversiones que transiciones, lo que se ve
corroborado por el valor de alpha (0.6) que nos indica como se estd comportando la

distribucién gamma .

Por lo que, estas distribuciones se asemejan al modelo de sustitucién de
nucledtidos de Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993), el cual considera que existen
diferentes tasas de sustitucion entre los nucledtidos y que las frecuencias de cada uno de
estos son desiguales. Tomando en cuenta esto se realizé un arbol filogenético, con el
método de unién de vecino (Neighbor-joining, NJ), empleando una matriz de distancia

de Tamura-Nei, con un bootstrap de 1000 replicas, en el programa MEGA.

Con estos datos se construyeron los dos arboles filogenéticos (Fig. 14), en los
cuales podemos ver la similitud en la topologia de estos. Se identificé un clado
exclusivo para las especies del complejo Phyllosoma, que las distingue de los otros
grupos analizados. El grupo trabajado mas relacionado al complejo Phyllosoma es el
Lecticularia, seguida del Rubida y finalmente el Infestans. Dentro del complejo
Phyllosoma, en ambos analisis fue dificil diferenciar a las diferentes especies, a pesar
que si se separaron de los otros grupos, no se diferenciaron entre ellas, ya que las
distancias genéticas de los brazos del arbol que lograron separar algunas especies de

este complejo son pequeiias y sus valores de soporte son débiles.
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Figura 14. Arbol filogenético de especies de triatéminos, empleando a Rhodnius prolixus como grupo externo. a) basado en el modelo bayesiano, con GTR
(Tiempo General Reversible=6); b) con el método de unién de vecinos (Neighbor-joining, NJ) utilizando la matriz de distancia de Tamura-Nei. Los nimeros en los
nodos de la figura 3a, indican la probabilidad posterior; los nimeros en los nodos de la figura 3b indican el valor de bootstrap.
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VIIL. DISCUSION

El analisis genético para las diferentes especies de triatdminos realizado en este
trabajo, incluye tres especies que no habian sido estudiadas utilizando el ITS-2 como
marcador genético. 7. bassolsae, es una especie recientemente descrita por Alejandre y
colaboradores en 1999, la cual por sus caracteristicas morfoldgicas se agrupo dentro del
complejo Phyllosoma. Utilizando marcadores isoenzimaticos 7. bassolsae se incluyd
dentro del complejo Phyllosoma (Martinez, 2003), sin embargo, es necesario corroborar
esta clasificacion utilizando otros tipos de marcadores. T. lecticularia perteneciente al
complejo Lecticularia y 7. rubida al complejo Rubrofasciata, son al igual que T.
bassolsae, especies a las cuales no se les habia analizado la region del ITS-2, ambas de
gran importancia epidemioldgica en la region norte de nuestro pais, encontrandose en
estados como Baja California Norte y Sur, Nuevo Leén, Sinaloa y Sonora (Aguirre-
Pequeiio, 1947; Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y Zarate, 1985; Martinez-Ibarra,
1992; Cortés-Jiménez et al., 1996; Paredes et al., 2001).

Los analisis genéticos nos permiten conocer la variacion intra-especifica y nos
dan una estimacién de la variacion existente entre los individuos de una misma especie.
En el caso de los triatdminos, s6lo se ha reportado este tipo de variacion entre
individuos de la misma especie provenientes de diferentes localidades, y perteneciente
al género Panstrongylus. En este estudio, se encontraron diferencias en el tamario de las
secuencias, las cuales corresponden al nimero de repeticiones en los microsatélites, asi
como algunas mutaciones (transiciones o transversiones), por ejemplo, entre
P. rufotuberculatus de Ecuador y Colombia se encontraron cuatro nucleodtidos
diferentes: dos mutaciones (una transicion A/G y una transversion T/A) y en el tamarfio
de un microsatélite que corresponden a la insercién de dos bases, el de Ecuador tenia
(AT)s y el de Colombia (AT)s ; sin embargo, estas diferencias no son mayores del 1%
(Marcilla et al., 2002).

En nuestro anélisis, la variacién intra-especifica encontrada entre las diferentes

especies no sobrepasa el 2%, a pesar que no se esperaba encontrar mucha diferencia

W
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entre ellos, ya que los insectos trabajados provienen de colonias establecidas en el
laboratorio y no de diferentes zonas como en el caso de Panstrongylus. En las
secuencias analizadas, se encontraron mas transiciones que transversiones (23 contra
18), asi como muchas deleciones (21), lo que nos indica que la region del ITS-2 dentro
de este grupo de organismos es muy variable. El ITS-2 como marcador molecular puede
dar resoluciones diferentes dependiendo del grupo de organismos estudiados. Por
ejemplo para especies de Aeschynanthus (Gesneriaceae) una epifita, se encontraron
altas variaciones intra-individuales en las secuencias del ITS de las diferentes clonas
analizadas, las cuales van de 0 a 5.01%; esta variacion observada puede ser resultado de
la lenta evolucién concertada que ocurre en el ITS que no ha llegado a homogenizar las
repeticiones del DNA ribosomal (Denduangboripant & Cronk, 2000); estos porcentajes
de variacidn, son raras en las plantas, pero se han reportado en Winteraceas, coniferas,
Zea y otras mas. En el nematodo de la familia Trichostrongylidae la variacién intra-
especifica encontrada es poca (< 1%) (Hoste et al., 1993, 1995; Chilton et al., 1995;
Newton et al., 1998). En el caso de Drosophila, los polimorfismos observados entre las
diferentes especies fueron minimas (0-0.05%), en tanto que al compararlas con las
secuencias reportadas en el GenBank, no se encontraron diferencias entre ellas,
sugiriendo que la evolucién concertada (Dover, 1982) ha homogenizado las copias del
ITS-2 que se encuentran en los cistrones ribosomales, de tal manera que este marcador
puede ser facilmente empleado en anlisis filogenéticos (Young & Coleman, 2004).
Basados en estos reportes podemos sugerir que en el caso de las secuencias de ITS-2 de
las especies del complejo Phyllosoma (las cuales al compararlas con las reportadas en el
GenBank presentaron diferencias), se encuentran en una etapa reciente de divergencia,
por lo cual la evolucién concertada (la cual rige a esta familia de genes) no ha podido
llegar a homogenizar al ITS-2, por lo que las secuencias son diferentes.

Una caracteristica importante que observamos en estos insectos, es la presencia
de diferentes cistrones dentro de un mismo individuo (Fig. 10), lo que nos sugiere la
variedad de tamarfios de ITS-2 que se pueden encontrar; en el caso especifico de T.
mazzottii, en el cual, aparte de que se observaron productos de PCR y clonas de

diferentes tamafios (también presentes en 7. bassolsae y R. prolixus), se encontraron
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secuencias con deleciones de ITS-2 (Fig. 11) y aunque este fendmeno sélo se observo
en esta especie, no descartamos la posibilidad de que este ocurriendo en las demés. Por
otro lado, las deleciones que se encontraron en el ITS-2 en esta especies, no ha sido
reportada en otros triatéminos ni en otros estudios que utilizan este marcador, no siendo
el caso del ITS-1, en el cual se ha reportado la presencia de grandes variaciones y de
mutaciones que impiden la maduracién de las subunidades del TRNA (Muster et al.,
1990). El hecho de encontrar secuencias de ITS-2 con mutaciones, no nos dice si esto
esta afectando a los cistrones ribosomales, sin embargo se ha reportado que si existen
deleciones o mutaciones puntuales en esta region, se impide el buen procesamiento de

la subunidad larga del rRNA (Sande et al., 1992).

La variacién inter-especifica observada pudo diferenciar claramente a las
especies del complejo Phyllosoma de las otras especies, encontrandose valores de
distancia de 0 a 0.8426, siendo la especie mas lejana R. prolixus (perteneciente a otro
género). En el caso de las especies del complejo Phyllosoma, las variaciones fueron < al
0.2%, lo que nos indica la gran cercania de estas especies. Para Panstrongylus se
reportaron variaciones mayores (aproximadamente >0.9%) (Marcilla et al., 2002), para
nematodos del 1.3 al 15 % (Hoste ez al., 1993, 1995; Chilton et al., 1995; Newton et al.,
1998). Por otro lado, exploramos la presencia de microsatélites en las secuencias de las
diferentes especies; los microsatélites podrian ser una herramienta auxiliar para
determinar la pertenencia de una especie dentro de un complejo o grupo. En este
anélisis se observaron secuencias de microsatélites especificas para el complejo
Phyllosoma y a pesar que en la especie 7. mazzottii la Gltima repeticion de AT es
menor, se puede incluir sin problemas dentro de este complejo; estos resultados
corroboran los ya reportados por Marcilla y colaboradores en el 2001. Por otro lado, en
aquellas especies que no se habian analizado, se detectd una secuencia de microsatélites
para T. lecticularia, a diferencia de T. rubida en la que no se detectaron microsatélites,
esta caracteristica es muy importante para poder diferenciar esta especie de las demas.

Para R. prolixus tampoco se detectaron secuencias de microsatélites.
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Marcilla y colaboradores (Marcilla et al., 2001), analizaron 12 especies de
insectos pertenecientes al género Triatoma y 3 pertenecientes al de Rhodnius; en su
analisis encontraron que, el ITS-2 es un buen marcador para resolver relaciones
supraespecificas, especificas y subespecificas en triatdminos, aunque los analisis
filogenéticos algunas veces son incapaces de resolver relaciones a nivel de poblacién.
Sin embargo, en el complejo Phyllosoma, este marcador no pudo separar
filogenéticamente a T. longipennis de T. picturata. Estos datos son similares a los
obtenidos por Breniere y colaboradores (2003), en los cuales empleando RAPD’s,
analizaron tres especies del complejo Phyllosoma, los cuales aparte de incluir a las
especies ya mencionadas, incluian a 7. pallidipennis, en este analisis no se encontraron
bandas especificas para cada especie (s6lo 2 bandas constantes entre las tres especies y
dos bandas comunes a T. longipennis y T. picturata); ademas, en el arbol filogenético
existia un sobrelapamiento (homoplasia) entre 7. longipennis y T. picturata; nuestro
andlisis corrobora que estas especies se encuentran cercanamente relacionadas. Estos
resultados coinciden con la escasez de criterios morfolégicos para diferenciar a ninfas
de diferentes especies dentro del complejo Phyllosoma y a la pérdida de divergencia de

sus secuencias (Marcilla et al., 2001).

Cuando se realiz6 la construccién del arbol filogenético para los triatéminos, se
utilizaron dos programas computacionales: MrBayes y MEGA. El MrBayes es un
programa que recientemente ha sido publicado (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) y ha
mostrado ser un buen programa para el anélisis de secuencias. Dado que el modelo de
sustitucién de bases establecido en el programa fue Nst= 6 y este no se encuentra en el
programa MEGA, decidimos analizar tanto las frecuencias de los nucledtidos asi como
las transiciones y transversiones, y sugerimos que el modelo que mas se asemeja al
comportamiento de estas secuencias es el Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993), el cual
empleamos para analizar nuestros resultados en el programa MEGA, empleando el
método de unién de vecinos. Ambos arboles obtenidos presentaron la misma topologia,
es decir, la distribucion de los diferentes grupos de especies son similares, de esta

manera los resultados obtenidos son consistentes con ambos modelos (ML y NJ). Los

61



arboles filogenéticos reportados para algunas especies de triatéminos, en los cuales se
emplean varios modelos de sustitucion, tales como, los modelos de Kimura de dos y
tres parametros (Marcilla et al., 2001, 2002), no toman en cuenta el comportamiento de
las sustituciones de los nucledtidos, por lo que nuestro andlisis se fortalece al estar
corroborando el modelo que se empled.

Al analizar el éarbol filogenético podemos distinguir un clado que separa a las
especies del complejo Phyllosoma, de los otros grupos, sin embargo, a pesar que se
logran diferenciar a las especies de otros complejos y subgrupos, no se logro separar
filogenéticamente a las especies del complejo Phyllosoma, lo que sugiere que este
grupo se encuentra en un proceso de divergencia temprana. Por otro lado, las
diferencias de nucleétidos encontradas en este complejo fueron minimas, pudiendo
considerarse que estas especies tuvieran la capacidad de hibridizacioén, y aunque no
existen reportes recientes que aborden este tema, existe una publicacion de Mazzotti &
Osorio en 1942, en el cual realizan cruzamientos entre 7. pallidipennis y T. picturata,
logrando obtener la siguiente generacion de manera exitosa. Nuestros resultados
coinciden con los obtenidos por Marcilla y colaboradores (Marcilla et al., 2001) en los
cuales tampoco encontraron grandes diferencias entre las especies del complejo
Phyllosoma. Debido a la gran cercania que presentan las especies ya incluidas dentro de
este complejo, podemos afirmar que la especie 7. bassolsae pertenece a este grupo. Con
respecto a T. lecticularia, T. rubida, T. infestans y R. prolixus, todas las especies se
agruparon en clados especificos, lo que nos corrobora la separacién de estas especies
del complejo Phyllosoma.

La clasificacién obtenida en nuestro analisis coincide con lo obtenido por los
analisis 1soenzimaticos de las mismas especies (Martinez et al., 2003), en los que T.
lecticularia es la especie mas relacionada a las pertenecientes al complejo Phyllosoma,
seguida de 7. rubida y finalmente 7. infestans. Estos resultados podrian ser
corroborados, empleando otros tipos de marcadores, los cuales aclaren la relacién entre
T. lecticularia y el complejo Phyllosoma, ya que al parecer T. rubida deberia estar mas

cercana a este grupo.
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Finalmente, se puede decir que, el marcador utilizado en este analisis (ITS-2), es
un buen marcador que nos puede diferenciar a las especies de triatéminos a nivel de
géneros y especies, sin embargo es incapaz de resolver las relaciones filogenéticas en el
complejo Phyllosoma, por lo que se necesitaria emplear otro tipo de marcadores
moleculares que posean la caracteristica de evolucionar mas rapidamente y logren
detectar diferencias significativas en este grupo de individuos, de tal manera que los
puedan separar, como por ejemplo, marcadores de DNA de origen mitocondrial como el

cytb (Lyman et al., 1999; Garcia et al., 2001).
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VIII. CONCLUSIONES

1. El analisis de las secuencias del ITS-2 permitié separar filogenéticamente al
complejo Phyllosoma de los otros grupos.

2. El ITS-2 no es un buen marcador para resolver las relaciones filogenéticas en
especies del complejo Phyllosoma (especies cercanamente relacionadas).

3. Las especies del complejo Phyllosoma se encuentran cercanamente relacionadas,
encontrandose distancias genéticas muy pequefas entre ellas, lo que nos indica el
reciente proceso de divergencia en el que se encuentran.

4. Se encontraron microsatélites especificos para 7. lecticularia y no se detectd
microsatélites en 7. rubida y R. prolixus.

5. Se comprobé genéticamente la inclusion de T. bassolsae dentro del complejo
Phyllosoma a partir del analisis del ITS-2.

6. Se encontraron diferentes tamaiios ITS-2 dentro de un individuo asi como dentro

de una misma especie.
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X. Anexos

X.1. Diseiio del oligo interno.

.bassolsa
lecticu
pictura
mazzott
pallidi
rubida

infesta

T
T
T,
6 ¥
T
T
T
T. longipe

.bassolsa
lecticu
mazzott
pallidi
rubida

infesta
longipe

.bassolsa
lecticu
mazzott
pallidi
rubida

infesta
longipe

HHHAR3A

GTTTTCAAAT
TTTTTCAAAT
TTTTTCAAAT

ITS-2

TATTGT-GTC
TATTGT-GTT
TATTGT-GTC
TATTGT-GTC
TATTGT-GTC
TATTGTTGTC
TATTGT-A--
TATTGT-A--

AACTATGTAA
AACTATGTAA
AACTATGTAA
AACTATGTAA
AACTATGTAA
AACTATGTAA
AACTATGTAA
AACTATGTAA

AA-TAAGTAT GAAATATTGC
AA-CAAGTAT GAAATATTGA
AA-TAAGTAT GAAATATTGC
AA-TAAGTAT GAAATATTGC
AA-TAAGTAT GAAATATTGC
AA-TAAGTAT GAAATATTTC
AAACAGGTTA GAAATATTTA
AAACAGGTTA GAAATATTTA

AATAGAG
CAGAGTA
AATAGAA
AATAGAA
AAGAGAA
AAAAGAA
AAAAGAA

e e B B I I

.bassolsa
lecticu
mazzott
pallidi
rubida

infesta
longipe

ATTTAAGCAT
ATTTAAGCAT
ATTTAAGCAT
ATTTAAGCAT
ATTTAAGCAT
ATTTAAGCAT
ATTTAAGCAT

AGTGAACAGG
AGTGAACAGG
AGTGAACAGG
AGTGAACAGG
AGTGAACAGG
AGTGAACAGG
AGTGAACAGG

ATTAGTAAGC
ATTAGTAAGC
ATTAGTAAGC
ATTAGTAAGC
ATTAGTAAGC
ATTAGTAAGC
ATTAGTAAGC

GATTAGCCCA
GATAAGCCCA
GATTAGCCCA
GATTAGCCCA
GATTAGCCCA
GATTAGCCCA
GATTAGCCCA

AA--GCACCA
AA----GCAA
AA--GCACCA
AA--GCACCA TTTTTTTT-C
AA----AACA CTTTTTTTTC
AGATGCGCAA
AGATGCGCAA

28S

TETTTTTT-
TTTTTTTIT
TTTTTTTTT!

TCATTTTTT
TCATTTTTT!

(&
c
C

GACCTCAGAT
GACCTCAGAT
GACCTCAGAT
GACCTCAGAT
GACCTCAGAT
GACCTCAGAT
GACCTCAGAT

{8/
e

OLIGO

GGTGGAAAAG
GGTGGAAAAG
GGTGGAAAAG
GGTGGAAAAG
GGTGGAAAAG
GGTGGAAAAG
GGTGGAAAAG

AAACCAACAG
AAACCAACAG
AAACCAACAG
AAACCAACAG
AAACCAACAG
AAACCAACAG
AAACCAACAG

GC--ACTGAA
GC-ACTGAAT
GC--ACTGAA
GC--ACTGAA
GC-ACTGAAT
GC-ACTGAAT
GCCACTGAAT

TCCCAAAAGC
CCC-AARAAGC
TCCCAAAAGC
TCCCAAAAGC
CCC-AAAAGC
CCC-AAAAGC
CCCCAAAAGC

TAGGTGGGAT
TAGGTGGGAT
TAGGTGGGAT
TAGGTGGGAT
TAGGTGGGAT
TAGGTGGGAT
TAGGTGGG-T

GGATTCCCTT
GGATTCCCTT
GGATTCCCTT
GGATTCCCTT
GGATTCCCTT
GGATTCCCTT
GGATTCCCTT

TCCCCGCTGA
TCCCCGCTGA
TCCCCGCTGA
TCCCCGCTGA
TCCCCGCTGA
TCCCCGCTGA
TCCCCGCTGA

AGTAGCTGCG
AGTAGCTGCG
AGTAGCTGCG
AGTAGCTGCG
AGTAGCTGCG
AGTAGCTGCG
AGTAGCTGCG

ATTGCTTTTA
ATTGCTTTTA
ATTGCTTTTA
ATTGCTTTTA
ATTGCTTTTA
ATTGCTTTTA
ATTGCTTTTA

GGGAAATGTA
GGGAAATGTA
GGGAAATGTA
GGGAAATGTA
GGGAAATGTA
GGGAAATGTA
GGGAAATGTA
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X. 2. Alineamiento de la secuencias del ITS-2

ITPal22 ——--
1TPal23 -

ITLon30

ITLon66

ITPicé

ITPic?

ITPicB

ITBal2

ITBALd = m e o e e e
ITBal4

1TBall36 ——-

ITMaz38

ITMaz85

ITRub93 =
ITRub141 e
ITRubl42

ITLecS6

ITLec62

ITLec4

ITIng72 -

ITInE74  ==--mmm o

IRProd8 TTAAATAATTGCTAGCATAT ATTTTTTATATAAAAATAGT GCGCGCAAGTTTTTTTTTCA TCCCATTATTTTTTTTCTTT AAAACTAGTAGTAGCAGCAA
ITPal22 ~--TTAAAAATAAGARATTTT TTTTTTTAAAAAAATTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT: ~-TGGARATTTTCTGTT-~~
ITPal23 --TTAAAAATAAGAAATTTT TTTTTTTTAAAAA-TTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT:

ITLon30 TTTTTTT-AAAAAATTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT------

ITLon66 TTTTTTTTAAAAA-TTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT

1TPic6 TTTTTTTTAAAAA-TTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT

1TPic? TTTTTTTAAAAAAATTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT

ITPics TTTTTTTTAAAA--TTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT------

ITBal2 TTTTTTTAAAAAA-TTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT------

1TBal3 TTTTTTTAAAAAA-TTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT-----= -

1TBal4 TTTTTTT-AAAAAATTTCTA TAAATTT---TATATATATT ATATATATATATAT

ITBall36 TTTTTTTAAAAAA-TTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT

ITMaz38 TTTTTTTAAAAAAATTTCTA TATATATA TTTTATATATATAT

ITMaz85 --TTAAAAATAAGARATTTT TTT----AAAAAAATTTCTA TAAATTT---TATATATATT TTATATATATATAT-- -~TGGAAATTTTCTGTT--~
ITRub93  --TTAAAAATAAGARATTTT CTAATTT---TATATACAT- TTTGCAATGTATATAT -~TGGAAATTTTCTGTTT-~
ITRub141 --TTAAAAATAAGAAATTTT CTAATTT---TATATACAT- TTTGCAATGTATATAT---~ --TGGAAATTTTCTGTTT
ITRubl42 --TTAAAAATAAGAAATTTT CTAATTT---TATATACAT- TTTGCAATGTATATAT -~TGGAAATTTTCTGTTT
ITLecS6  ~-TTAAAAATAAGAAATTTT TTT TTATAAATATATAT- -~TGGAAATTTTCTGTT
ITLec62  --TTAAAAATAAGAAATTTT TTATARATATATAT- -~TGGARATTTTCTGTT
ITLec64  --TTAAAAATAAGARATTTT A CAAATTT-----TATATATT TTATAAATATATAT- -~TGGAAATTTTCTGTT
ITINE7Z  --TTAAAAATTAGRAATTTT ARAATTTATATATATATATA TTATAAATATATATATATAT ATTGGAAATTTTCTGTT
ITInt74  --TTAAAAATTAGAAATTTT AAAATTTATATATATATAT- -TATAAATATATATATAT-- --TGGAAATTTTCTGTT-
IRProdd  GCCTCTCACACACARAGTAT ATTTGTATATTGGGGTTTTT GCTATATAACTTTTTTTTAA AGGAAAAAGGATATGAAAAA AAATGAAATGTCCTGTTTTT
ITPall2 TA----TTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACATG-- --TTTCTTTTCTTTTGGC-- -=- AAATCTTATTTCTTGTA
ITPal2 ~TTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACATG-- --TTTCTTTTCTTTTGGC-~
ITLon30 ~TTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACATG-- --TTTCTTTTCTTTTGGC-~
1TLon66 ~TTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACATG-- --TTTCTTTTCTTTTGGC--

ITPicé ~TTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACATG-- --TTTCTTTTCTTTTGGC--

ITPic? ~TTTGTTGGTACAAC

ITPicé ~TTTGTTGGTACAAC

1TBal2 ~TTTGTTGGTACAAC

ITBall ~TTTGTTGGTACAAC

ITBald ~TTTGTTGGTACAAC
ITBall36 ~TTTGTTGGTACAAC
ITMaz38 ~TTTGTTGGTAAAAC AGTATTTCTAAATACATG-- -~TTTCTTTTCTTTTGGC--
ITMaz85 ~TTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACATG-- -~TTTCTTTTCTTTTGGC-~
ITRUbY3 TATTTATTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACCTATC AGTTTCTTTTCTTTTGTC-- ---TGATATTATTTCTTATT
ITRub141 TATTTATTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACCTATC AGTTTCTTTTCTTTTGTC-- TGATATTATTTCTTATT
ITRubl142 TATTTATTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACCTATC AGTTTCTTTTCTTTTGTC--
ITLec56 TA---~TTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACATG-- --TTTCTTTTCTTTTGTC--
ITLecé2 TA----TTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACATG-- --TTTCTTTTCTTTTGTC--
ITLecé4 ~TTTGTTGGTACAAC AGTATTTCTAAATACATG-- --TTTCTTTTCTTTTGTC--
ITInf72 ~TTTGCTTGTACAAC AGTATTTCTAAATACATGCA ATTTTCTTTTCTTT- -
ITInf74 ~TTTGCTTGTACAAC AGTATTTCTAAATACATGCA
IRPro48  TTCTATAAAAAGTACACATC ~TTTTATAGTAATTC AGCATTTTTAAATACTTTAT AATTTATTTTTTTTTCCCCT
1TPal22  TACTTGTTTGTAA- A ~TTGGARATTTGTA ACTTGGTTATTGGTAATA-A
ITPal23  TACTTGTTTGTAA A ACTTGGTTATTGGTAATA-A
ITLon30  TACTTGTTTGTAA A ACTTGGTTATTGGTAATA-A
ITLon66  TACTTGTTTGTAA A ACTTGGTTATTGGTAATA-A

ITPich  TACTTGTTTGTAA- A ACTTGGTTATTGGTAATA-A

ITPic7  TACTTGTTTGTAA A ACTTGGTTATTGGTAATA-A

ITPic8 A ACTTGGTTATTGGTAATA-A

ITBail2 A ACTTGGTTATTGGTAATA-A

1TBal3 A ACTTGGTTATTGGTAATA-A

1TBalé A ACTTGGTTATTGGTAATA-A
1TBalllé A ACTTGGTTATTGGTAATA-A
ITMaz38 A ACTTGGTTATTGGTAATA-A
ITMaz85 A ACTTGGTTATTGGTAATA-A
ITRub93  TACTTGTTTGTAAA A ~TTT-ARATTTGTA ACTTGGTTGTTGGTAATA-A
ITRub!41 TACTTGTTTGTAAA A ~TTT-ARATTTGTA ACTTGGTTGTTGGTAATA-A
ITRubl TACTTGTTTGTAAA A TCATAGTTT- ~TTT-AAATTTGTA ACTTGGTTGTTGGTAATA-A
iTLe TACTTGTTTGTAA- A TCATAGTTG- AGTA---TTA-AAATTTGTA ACCTGGTTATTGGTAGTA-A
iTLec€2  TACTTGTTTGTAA A TCATAGTT! AGTA---TTA-AAATTTGTA ACCTGGTTATTGGTAGTA-A
ITLecsd  TACTTGTTTGTAA- A TCATAGTTG- AGTA---TTA-AAATTTGTA ACCTGGTTATTGGTAGTA-A
ITInf72  TACTTGTTTTTTA( A GCATAGTTT- AATT---TTG-AAATTTGTA ATCCAAGTATTGGTAATA-A
ITInt74  TACTTGTTTTTTAG-----A GCATAGTTT- AATT---TTG-ARATTTGTA ATCCAAGTATTGGTAATA-A
IRPro48  AATTGCTTTCTATAATGTAR ATATAGTTTTTTAAACAATC AATAATGTTAAAAATCTATA ACCTGGTTAGTGGCAATATA ATTTTATTGCAAGTATTAAG
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ITPal22
ITPal23
ITLon30
ITLon66
ITPic6é
ITPic?
ITPic8
ITBal2
ITBal3
ITBal4
ITBall3é
1TMaz38
ITMaz85
ITRub93
ITRubl41
ITRubl42
ITLecS6
ITLec62
ITLectd
ITInf72
ITInf74
IRPro48

ITPal22
ITPal23
ITLon30
ITLon66
ITPicé
ITPic7?
ITPic8
ITBal2
ITBal3
1TBal4
ITBall3e
ITMaz38
ITMa28%
ITRub93
ITRubl4l
ITRubl42
ITLecS56
ITLec62
ITLec64
ITInf72
ITInf74
IRPro48

ITPal22
ITPal23
ITLon30
ITLon&6
ITPicé
ITPic7
ITPic®
ITBal2
ITBal3
ITBald
I1TBall3é
1TMaz38
IT™az85
ITRub93
ITRubl41
ITRubl42
ITLec56
ITLec62
ITLec6d
ITInf72
ITInf74
IRProds

ITPal22
ITPal23
ITLon30
1TLon66
1TPicé
ITPic?
ITPic8
1TBal2
ITBal3
ITBal4d
1TBall36é
ITMaz38
ITMaz85
ITRub93
ITRubl4l
ITRubl42
ITLec56
ITLecé2
ITLec64
ITInf72
ITInf74
IRPro4s

~TTTTCGC-AT
-TTTTCGC-AT

TAGTGAAA----—======= - ~===TGTTGA-=----==~-
TAGTGAAA TGTTGA
TAGTGAAA- ~TGTTGA-
TAGTGARA- ~-~TGTTGA:
TAGTGARA- -----TGTTGA-
TAGTGA ----~TGTTGA
TAGTGAAA--===—====== =====TGTTGA========= —=======
TAGTGAAA-
TAGTGARA-
TAGTGAAA-
TAGTGAAA-
TAGTGAAA-
TAGTGAAA-
TAGTGAAA-
TAGTGCAA-
TAGTGAAA-
TAGTGAAA-

\GCAAAAGAA ATT
TTCTTTGTTTCAATTTTTTT ACAATTACAAAGGGAAAAGA ATTTAATARATTTTCGCTAG

TATAAAACAATGATCTAC-~ -AATTTATTTACT--TTGAG TTT-ACCAATTTTATT-
TATAAAACAATGATCTAC-- -AATTCATTTACT--TTGAG
TATAAAACAATGATCTAC-- -AATTCATTTACT--TGGAG
TATAAAACAATGATCTAC-- -AATTCATTTACT--TGGAG
~AATTCATTTACT-~TTGAG
~AATTTATTTACT--TTGAG
~AATTCATTTACT--TTGAG
~AATTTATTTACT--TTGAG
~AATTTATTTACT--TTGAG
~AATTCATTTACT--TTGAG
~AATTTATTTACT--TTGAG
~AATTCATTTACT--TTGAG
~AATTCATTTACT--TTGAG
~ATAAAACAATGATCTATTA TCATTTATTTACT--TAGAG TTT-ACCAATTTTTTTT-TT
~ATAAAACAATGATCTATTA TAGAG TTT-ACCAATTTTTTTT-T-
~ATAAAACAATGATCTATTA TTT-ACCAATTTTTTTT-TT
TATAAAACAATGATCTAC-- TTT-ACCAATTTTCTTTATT
TTT-ACCAATTTTCTTTATT
TTT-ACCAATTTTCTTTATT
TTT-GCCAATTTTTTTT-T-
TTT-GCCAATTATTTTT-T-
TTTTACTTGTAAATTTGCTG

TTTTTTTCTATTCCCTATTT

TATTGTG-TCAACTATGTAA
TATTGTG-TCAACTATGTAA
TATTGTG-TCAACTATGTAA
TATTGTG-TCAACTATGTAA

GTTATGCCAGTGCATATACA GTAAATA--TAATTTCAAAT
GTTATACCAGTGCATATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT
GTTATACCAGTGCATATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT
GTTATACCAGTGCATATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT
GTTATACCAGTGCATATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT TATTGTG-TCAACTATGTAA
GTTATACCAGTGCATATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT TATTGTG-TCAACTATGTAA
GTTATACCAGTGCATATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT TTTTCAAATT-------TTA TATTGTG-TCAACTATGTAA
GTTATGCCAGTGCATATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT TTTTCAAATT- TATTGTG-TCAACTATGTAA
GTTATGCCAGTGCATATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT TTTTCAAATT- TATTGTG-TCAACTATGTAA
GTTATGCCAGTGCTTATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT TTTTCAAATT- TATTGTG-TCAACTATGTAA
GTTATGCCAGTGCATATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT TTTTCAAATT- TATTGTG-TCAACTATGTAA
GCTATGCCAGTGCTTATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT TTTTCAAATT- TATTGTG-TCAACTATGTAA
GTTATGCCAGTGCTTATACA GTAAATA--TAATTTCAAGT TTTTCAAATT- TATTGTG-TCAACTATGTAA

~CTATGCGCAGATAAATGCA GTATATATATAATTTTCAAG TTTTCAAATTTTTTTT-GTA TATTGTTGTCAACTATGTAA
~CTATGCGCAGATAAATGCA GTATATATATAATTTTCAAG TTTTCAAATTTTTTTTTGTA TATTGTTGTCAACTATGTAA
~CTATGCGCAGATAAATGCA GTATATATATAATTTTCAAG TTTTCAAATTTTTTTTTGTA TATTGTTGTCAACTATGTAA
TATTGTGTT-AACTATGTAA
TATTGTGTT-AACTATGTAA
TATTGTGTT-AACTATGTAA

~CTATGC~~-AGGAAGATACA
~CTATGC--AGTAAGATACA
~CTATGC~~-AGGAAGATACA
~CCTTGC: TTGCC TTTGGAT
~CCTTGC TGCC TTTGGAT
GAAATTTTTTCAATTATACT ATAAATCCCAGGTAATTAGA TTTGTTATTAATGTTAACTA TATTAAAGGCAATTATAGAA

GTATATATATAATTT-CAGG

TTGCAATAGARA
TTGCAATAGAA
TTGCAATAGAA
TTGCAATAGAA
TTGCAATAGAA
TTGCAATAGAA
TTGCAATAGAA
TTGCAATAGAA
TTGCAATAGAA

CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCATTGTCTGGGCGAT
CTAGGCAATGTCTGGGCGAT
CTAGGCAATGTCTGGGCGAT
CTAGGCAATGTCTGGGCGAT
CTAGGCAATGTCTGGGCGAT
CTAGGCAATGTCTGGGCGAT
CTAGGCAATGTCTGGGCGAT
CTAGGCATAGTCTGGGCGAT
CTAGGCATAGTCTGGGCGAT
TTAGATATAGTCTAGGCGAA

ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATA-TGTCTGTATTAAACTG
ATAATGTCTGTATAAAACTG
ATAATGTCTGTATAAAACTG
ATAATGTCTGTATAARACTG
ATATGCTCTGTATTCAACTG
ATATGCTCTGTATTCAACTG
ATATGCTCTGTATTCAACTG

CTAAATTTTATAAATAAATG

AATA “STAT-
AATAAGTAT
AATAAGTAT-
AATAAGTAT-
AATAAGTAT
AATAAGTAT-
AATAAGTAT-
AATAAGTAT

78



	Portada
	Contenido
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Justificación
	IV. Objetivos
	V. Material y Método
	VI. Resultados
	VII. Discusión
	VIII. Conclusiones
	IX. Referencias
	X. Anexos

