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INTRODUCCION

Parte del proceso educativo de la carrera de @mlces la realizacion del Programa de
Experiencia Docente con la Comunidad —EDC-. Estgnama  se lleva a cabo al concluir 31
cursos de la carrera. Esto se realiza con el oldet@oner en practica los conocimientos
adquiridos durante la carrera y a vez poder sarlarcomunidad y a instituciones que trabajan
en el campo biolégico. El programa incluye actidielsde Servicio, Docencia e Investigacion,
las cudles se realizan durante un afio.

El presente documento, corresponde al informe fileala practica de Servicio y Docencia
realizada en el Departamento de Vida SilvestreQieisejo Nacional de Areas Protegidas —
CONAP-; la cual se llevd a cabo durante el periddoenero a mayo de 2007; asi como el
informe de investigacion que se realizé en el katowio de Entomologia Aplicada y
Parasitologia — LENAP durante junio de 2007 a ederg008.

Este informe pretende reunir todas las actividadabzadas durante ese periodo, incluyendo
sus resultados y limitaciones. Esto se realizaetdim de poder dejar constancia de lo que se
realizd durante los primeros meses de la pracgta@mo la integracion con el informe de
investigacion.

Dentro de las actividades de servicio y docenciadayen capacitaciones, cursos de diversos
temas de flora y fauna, conferencias y realizad@mpresentaciones. La elaboracién de guias,
claves de identificacion, vallas publicitarias ypa&adores con motivos de conservacion y
manejo de flora y fauna.

La investigacion lleva por titulo: “Determinacior da utilidad y sensibilidad del marcador
molecular — ITS2- para diferenciacion de subpables deTriatoma dimidiata (Letreille,
1811) (Hemiptera: Reduviidea)el Departamento de Jutiapa, Guatemala”. En estarga
como objetivo el de generar informacion sobre laskglidad y utilidad del marcador ITS2
para estudios de genética y dinamica de las painleside Tdimidiada de Jutiapa. Para ello se
realizd un analisis de secuencias y con ellas spupp una hipotesis de sus relaciones
filogenéticos.



RESUMEN DE LAS ACTIVIDADES DE EDC

Programa Nombre de la actividad Fecha de la | Horas EDC
Universitario actividad ejecutadas
A. Servicio 235

Tabulacién Exportaciones d@eucarnea, Cycas, Zamia Ene —Mar 35
Yucca, 2004
Guia de Inspeccion de Embarque Mar-May 45
Inspecciones a Empresas de Fauna Silvestre Ochsiona 15
Inspecciones denuncia/ Decomisos Ocasional 25
Destino de Fauna Ocasional 25
Monitoreo de Tortugarios Ocasional 10
Tabulacion de Datos del DVS Feb-May 40
Herbario Ene-Jul 40
B. Docencia 160
Lectura de Leyes, Reglamentos y Manuales Ene 20
Presentacion sobre Manejo de Fauna- Aves y Mansifefo Feb 10
Carétulas LEA Ene-Feb 25
Presentacion sobre reglamentacion y legislacion de Mar 15
CONAP
Disefio de Vallas colage fauna/flora Silvestre. Mty- 20
Capacitacion sobre CITES Feb-Mar 15
Clave de identificacién de Tortugas Marinas Abr-May 20
Preparacién de crénec(; y cortes}histolégicos deabaza Mar-May o5
e manati
Separadores sobre esgﬁ\(lzlee;rgmenazadas de Faona y|Fl Feb-Mar 10
Planificadas 187
Reunién Jaguares Sin Fronteras 9 Feb 4
Conferencia Corales 22 Mar 3
Taller Nacional Sobre CITES 23 Mar 8
Curso Morfologia y Sistematica Mar-Nov 125
Cetaceos Abril-May 20
Fotos cazadores y Varios Mar-May 15
Dia Internacional de la Biodiversidad 19 May 5
Revisién de Enmiendas de CITES 24 May 7
Investigacion 600
Elaboracion de Perfil y Protocolo de Investigacion Mar-Abr 70
Busqueda y Seleccion de Material Biolégico Mayyddct 20
Extraccion de ADN Jul-Ago y Oct 80
Amplificacién de ADN Jul-Dic 120
Montaje y Corrimiento de Geles Jul-Dic 150
Purificacion y Secuenciacion (pendiente) Dic-Ene 20
Organizacion de Muestras y Ayuda en Limpieza deeBio Jul-Ene 20
Analisis de datos Mar- Jul 60
Elaboracion de Informe Final Dic-Feb 60




A. ACTIVIDADES DE SERVICIO

Actividad No. 1

Titulo: Tabulacion de datos sobre Exportacione8eearnea, Cycas, Zamia, Yucca y otras especies
comerciales de flora, durante el afilo 2004

Objetivos: Contribuir con el inventario y control sobre lagpertaciones en especial de aquellas
especies CITES que requieren de una supervisiorestugta.

Descripcion: Tabular los datos de cada exportacion realizaddagadiferentes empresas. Agrupar los
datos por mes, especie y empresa exportadoralddrdiatos en un cuadro resumen.

Resultados:Los meses de exportaciones disponibles tabuladss éotalidad. Elaboracion del cuadro
resumen del afio 2004

Limitaciones presentadasNo se contaba con los datos de tres meses. Paeladabulacion de todo
el afio no fue completa.

Actividad No. 2

Titulo: Guia de Inspeccion de Embarque

Objetivos: Unificar, facilitar y fortalecer las actividade® control y el proceso de inspeccién de
embarque de flora y fauna con fines comercialea plgpais.

Descripcion Revisar la informacién existente y los avanceglemanual. Corregir y concluir la Guia.
Buscar las fotografias necesarias para incluirlas.

Resultados Conclusién y entrega del documento final.

Limitaciones presentadas: --

Actividad No. 3

Titulo: Inspecciones a Empresas de Fauna Silvestre (Repovas, Comercializadoras o Tiendas de
mascota, Colecciones y Exportacion/ Importacion).

Objetivos: Evaluar las condiciones de manejo de fauna silveasi como supervisar si las mismas se
encuentran registradas adecuadamente, fortalectkndsta manera con el cuidado de la vida silvestre
Descripcion Visitar los diferentes sitios, inspeccionar lasmdiciones del material en el caso de las
colecciones, la adquisicion de nuevos ejemplarepeiisar que las mismas tengan un cuidado
adecuado con la fauna, asi como que no realicda deranimales silvestres sin el permiso adecuado e
especial con aquellas especies CITES. En el castveeos y Zoocriaderos supervisar el proceso de
reproduccion de especies, grado de desarrolleagritidad de ejemplares que estos manejan. Aldmal
esto, elaborar un informe de la visita y entregali@onap para que ellos se encarguen del seguanien
Resultados Inspeccion de un zoocriadero en Monterrico y emlaccion en Chimaltenango.
Limitaciones presentadas:El tiempo disponible para realizar todas las insmes. La disponibilidad
de vehiculo para su realizacion.

Actividad No. 4

Titulo: Inspecciones en Respuesta de Denuncias y Cotaforen caso de Decomisos.

Objetivos: Acudir a los sitios reportados en las denunciaslgborar en los decomisos, en los casos
necesarios, para fortalecer el cuidado de la vidassre.

Descripcion Realizar inspecciones en respuesta a denundiendecia ilegal y maltrato de animales
silvestresDonde se determinara el destino de la fauna/flata ka persona responsable.

Resultados Inspeccion a una denuncia de un circo en la AatiGuatemala. Donde el duefio entregé a
un elefante y un mono. Inspeccion en un decomisnaede 324 iguanas provenientes de Izabal, de las
cuales mas de 100 estaban muertas. Se recibiéragugde decomisado en Amatitlan.

Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 5

Titulo: Destino de Fauna

Objetivos: Brindar a los animales decomisados un sitio npéispéado y su posible reintroduccion al
medio.

Descripcion Los animales decomisados que lleguen a Conam setregados a un Centro de Rescate
0 a un sitio apropiado y que se encargue del caidbdlos mismos, un ejemplo es ARCAS. Los



animales decomisados en los que no exista unan@ed&tenida, seran dejados a la libre disposiadn d
la institucidn. Si hay persona detenida, se dejeoamo depdsito temporal en dichas institucionestalu
con la entrega, se elabora una carta e informentdeho. En el caso de las iguanas, se separaram entr
las que estaban vivas y las muertas. Las iguanastasufueron sometidas a una necropsia y luego
trasladadas como evidencia en un congelador. ias fileron entregadas a ARCAS Petan.
Resultados:Dos palomas decomisadas entregadas en ARCAS deidadCcomo depdsito temporal.
Colaboracién en el manejo, traslado y revisibnateijuanas decomisadas. Traslado de mas de 100
iguanas muertas a un congelador las instalacion€OiNAP en Alux.

Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 6

Titulo: Monitoreo de Manejo de Tortugarios

Objetivo: Supervisar y asistir el manejo de tortugariotasrcostas de Guatemala.

Descripcion Realizar comisiones a los distintos tortugarios ge encuentren activos en la temporada
de tortugas marinas. Evaluar el manejo de acudrdeaaual de procedimientos para el manejo de
Tortugarios. Asistir en el aspecto técnico y adstiativo. Y luego, elaborar un informe.

Resultados: Supervision del tortugario de Monterrico en Esdaintdurante la finalizacion de la
temporada de anidacion.

Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 7

Titulo: Tabulacién de informacion en la Bases de Dagbdpartamento de Vida Silvestre durante el
mes de enero.

Objetivo: A través de la base de datos, brindar un mayotr@oen las actividades que realiza el
departamento en lo que respecta a permisos y la@gncfacilitar la basqueda de informacion.
Descripcion Elaborar una base de datos con todos los permisescias de colecta, licencia de
exportacion/ importacion, guias de transporte ymps CITES tanto de flora como fauna.
Posteriormente tabular los datos de enero del @86 ¥ graficarlos.

Resultados parcialesPermisos, guias y licencias de Enero tabuladmaficadas.

Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 8

Titulo: Servicio en el Herbario BIGU

Objetivo: Colaborar en las actividades rutinarias del hésba través de el pegado y montaje de
muestras, inventariado, tabulacion en la base s @aintercalado de los ejemplares.

Descripcion Todos los ejemplares ya secos, se montan erojas e herbario junto con su etiqueta,
se agregan en el libro de inventario, se introdelaegistro en la base de datos, y se intercaldosen
diferentes armarios.

Resultados parciales Cuarenta horas de servicio realizadas, con epreplmontados, ingresados en
inventario y bases de datos, intercalados en avmararios armarios ordenados.

Limitaciones presentadas:--

B. ACTIVIDADES DE DOCENCIA

Actividad No. 1

Titulo: Lectura de Leyes, Reglamentos y Manuales reladios con el Departamento de Vida Silvestre
del CONAP.

Objetivos: Conocer los fundamentos legales y técnicos déaas protegidas y vida silvestre, para
lograr aplicarlos durante la practica de EDC.

Descripcion Lectura de documentos: Ley de Areas ProtegidasuyReglamento, Manual de
Procedimientos del Departamento de Vida Silve®Reglamento sobre Granjas de Reproduccion de
Fauna Silvestre, Reglamento Sobre Centros de ®RedeaFauna Silvestre, Manual de lineamientos
técnicos para el manejo de tortugarios en GuaterRalglamento CITES, entre otros. Recibir charlas
para complementar esta informacion y aclarar dudas.



Resultados Conocimiento basico adquiridos sobre las leysgamentos y procedimientos que lleva a
cabo el Departamento de Vida Silvestre. Aplicadérios mismos en los diferentes trabajos realizados
en la practica de EDC.

Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 2

Titulo: Presentacion sobre Manejo de Fauna- Aves y Maosife

Objetivos: Proporcionar los conocimientos basicos sobreaglajp de animales silvestres en cautiverio
y a la hora de un decomiso, ademas, actualizarificamlos conocimientos sobre este tema con
veterinarios y trabajadores del CONAP.

Descripcion Revisar material bibliogréfico y elaborar una sengtacion sobre manejo de aves y
mamiferos en cautiverio. Unir con las presentacaralizadas por otros compafieros sobre manejo de
reptiles, nutricion y manejo veterinario, con @l fie obtener una presentacion sobre Manejo de Fauna
en general. Dar la presentacion a varios miembeb€ONAP.

Resultados Presentacion elaborada y unificada luego de aaprésentacion a los miembros del
CONAP.

Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 3

Titulo: Elaboracion de Caratulas para un documento didadel listado de especies amenazadas y
CITES.

Objetivos: Presentar de forma didactica las especies quensgentran en los listados de especies
amenazadas y Cites, para que a través de esigreddmentar su conservacién y manejo.

Descripcion Buscar fotografias de las especies bandera yagemprioridad de conservacion, elaborar
su cuadro taxondmico y colocarlas como caratuldaihen cada taxén de especies, tanto de hongos,
plantas y animales.

Resultados Documento concluido y entregado a fomento y eddoapara que le hagan las ultimas
correcciones previas a su impresion.

Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 4

Titulo: Presentacién en la Escuela de Biologia sobramegitacion y legislaciéon del CONAP

Objetivos: Dar a conocer las leyes y reglamentos basico€EO®AP en especial sobre vida silvestre,
asi como los procedimientos adecuados para traumtaticencia de investigacion y colecta.
Descripcién Elaborar una presentacion sobre los temas argesiomados y con en especial énfasis en
las Investigaciones. Posterior a la elaboracioladrisma, se dio una charla a estudiantes del adgso
Investigacién Aplicada.

Resultados parciales Presentacion elaborada en base a la presentposda del Lic. Franklin
Herrera. Jefe Seccién de Fauna. Llevar a cabo déaeptacion a los estudiantes del Curso de
Investigacién Aplicada.

Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 5

Titulo: Elaboracion del disefio de Vallas Publicitariasy@eropuertos sobre Fauna y Flora Silvestre.
Objetivos: Favorecer la conservacion y denuncia del tréfegal de fauna flora silvestre, a través de la
informacién e imagenes de las vallas.

Descripcion Elaborar un disefio sobre el trafico ilegal denfay flora silvestre, y las implicaciones
gue este presenta. Realizar un disefio para elseulluscan fotografias e informacién relacionada.
Posteriormente plasmarlos en vallas que se coloear&l aeropuerto.

Resultados Conclusién del disefio de 4 vallas diferentesioformacidn sobre fauna y flora silvestres.
Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 6
Titulo: Capacitacion sobre CITES



Objetivos: Conocer los aspectos mas relevantes sobre laeGoidn sobre el Comercio Internacional
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvgsstesimplicaciones para Guatemala

Descripcion Luego de la lectura del Reglamento CITES la Migdalia Garcia, jefe de la seccion de
importacion/exportacion, dio una charla sobre CITRSsteriormente, mis compafieras de EDC y yo
elaboramos una presentacion, la cual se dio aikrsionos del Departamento.

Resultados: Capacitacion sobre los temas de CITES y su apfinaen la elaboracion de diferentes
manuales o guias como la de inspeccion de embarguesentacion elaborada y brindada a los
miembros de Departamento.

Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 7

Titulo: Clave de identificacién de Tortugas Marinas

Objetivos: Elaborar una forma sencilla de identificacion tdgugas marinas, incluyendo adultos y
neonatos.

Descripcion Elaborar una guia de identificacion de tortugasimas, con fotografias tanto de adultos
como neonatos. Este sera incluido en un manua¢ slmanejo de tortugarios, para homogenizar en la
toma de datos.

Resultados Conclusion del documento, para ser reproducidéegrado en otros manuales.
Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 8

Titulo: Preparacion de craneo y cortes histologicos decabeza de manati

Objetivos: Preparar un craneo de mandtii¢hechus manatus manatus) y cortes histoldgicos de esta
especie para las colecciones de referencia.

Descripcion Se trabajara con la cabeza de un manati queeit@misado y se encuentra dentro de las
instalaciones de CONAP, con el fin de obtener aydqoaea las colecciones de referencia.

Resultados: Craneo de la cabeza del manati preparado en didddty una de las aletas. Algunos
tejidos preservados para posteriores analisis

Limitaciones presentadas:--

Actividad No. 9

Titulo: Separadores sobre especies amenazadas de Helona Silvestre

Objetivo: Presentar de forma sencilla y llamativa algunadad principales especies amenazadas y
lograr una mayor divulgacion del mismo.

Descripcion Realizar un disefio con un colage de especiesa#adas y un mensaje de conservacion e
informativo sobre CITES.

Resultados La conclusion de dos separadores, uno de faotra ye flora.

Limitaciones presentadas:--

C. ACTIVIDADES NO PLANIFICADAS

Actividad No. 1

Titulo: Reunidén Jaguares sin Fronteras

Objetivos: Discutir sobre unas de las principales probleraatielacionadas con el jaguar.

Descripcion: Se asistid a una reunion de Jaguares sin Frongrasl cual participaron diversas
personas que trabajan con el jaguar tanto dentt@uddemala como fuera. Se discutieron diferentes
temas relacionados a investigacion, jaguares prade integracion de los paises involucrados.
Resultados: Reunién finalizada con la discusién sobre unas a® principales probleméticas
relacionadas con el jaguar.

Limitaciones presentadas: --

Actividad No. 2
Titulo: Conferencia Coral ref. Management and Corals Ri#lf.our grand children enjoy them?



Objetivos: Educar a la comunidad sobre la crisis de los #esede coral. Crear real Global de
voluntarios para que monitoreen y reporten la sdkldarrecife. Estimular a la Comunidad local para
proteger los parches de arrecifes restantes yrltagrahabilitacion de los arrecifes dafiados.
Descripcion: Se asistio a la conferencia y se discuti6 sobrémjgortancia de la conservacion y
monitoreo de los arrecifes

ResultadosConferencia Finalizada

Limitaciones presentadas: --

Actividad No. 3

Titulo: Taller nacional sobre CITES para Autoridades aeizs.

Objetivos: Asistir a la conferencia y colaborar en la prep@rade material para los participantes. El
taller tenia como objetivo presentar a los paricips los principales aspectos relacionados coEEIT
y de la importancia del control y supervisién de Bspectos de importacién y exportacion de los
organismos CITES.

Descripcion: Asistir a la conferencia y colaborar en la prep@made material para los participantes.
Resultados:Participacion del Taller y colaboracion en la prapan de materiales.

Limitaciones presentadas: --

Actividad No. 4

Titulo: Curso Morfologia y Sistematica de Pinophyta y Mdigphyta

Objetivos: Estudiar la morfologia de las diversas estructdedsuerpo vegetal. Conocer la taxonomia
y diversidad de Pinophyta y Magnoliophyta de Guatam

Descripcion: El curso comprende diferentes sesiones tedricetipas a lo largo de todo el afio. Con
una duracion aproximada de 5 horas por clase. tyedayiras de Campo

Resultados:Curso concluido, tanto la parte de morfologia cemstematica.

Limitaciones presentadasiUnicamente se pudo realizar una gira de campo auétenango.

Actividad No. 5

Titulo: Reuniones, discusiones y revision de documentore stetaceos.

Objetivos: Estudiar y discutir diferentes aspectos relaciosambn los delfines y ballenas de Guatemala
Descripcion: Se revisaron diferentes documentos, folletos eestigaciones sobre cetaceos en

Guatemala. Se elabor6 una entrevista para la pstaode sitios para avistamiento de cetaceos dasde |
tierra(Land-Base Watching)

Resultados:Entrevista finalizada y diversas discusiones redbs

Limitaciones presentadas:-

Actividad No. 6

Titulo: Fotos cazadores y Varios

Objetivos: Digitalizar las fotografias de los cazadores tegios para llevar a cabo la elaboracién de
su carné correspondiente. Realizar actividadesayvapara colaborar con las actividades del
departamento.

Descripcion: Se digitalizar las fotografias de los cazadoregist@dos. Y se realizaron diversas
actividades cotidianas.

Resultados:Fotografias digitalizadas

Limitaciones presentadas:-

Actividad No. 7

Titulo: Dia Internacional de la Biodiversidad

Objetivos: Colaborar con las diversas actividades del dexrmacional de la Biodiversidad

Descripcion: Se particip6 en las diversas actividades educatiuee se llevaron a cobo en el Jardin
Botanico del Centro de Estudios Conservacioncitaa motivo del Dia Internacional de la
Biodiversidad. En esta se realizaron 4 talleresp®ision de semillas, reprodccion asexual de ganta
produccién de abono organico y preparacién de fymganedio de una yesca, elaborada a partir de
una planta silvestre de Guatemala.

Resultados:Participacion en varios de los talleres realizados



Limitaciones presentadas:-

Actividad No. 8

Titulo: Revision de Enmiendas de CITES

Objetivos: Revisar las Enmiendas a realizarse en la reurg68IGES 2007 y tomar la decision de la
posicién que tomara Guatemala.

Descripcion: Revision de las diferentes enmiendas y discusiom los diferentes cientificos y
autoridades sobre la decision que tomara el paiscépta o no la modificacion o cambio en el
posicionamiento de las especies CITES.

Resultados:Se revisaron todas las enmiendas. Uno de los logrexgo de la reunion de CITES fue que
el Helodermaldeloderma horridum charlesborgerti) fuera incluido en el Apéndice I.

Limitaciones presentadas:-

D. ACTIVIDADES DE INVESTIGACION

Determinacion de la utilidad y sensibilidad del azator molecular — ITS2- para diferenciacion de
subpoblaciones dEriatoma dimidiata (Letreille, 1811) (Hemiptera: Reduviidedgl Departamento de
Jutiapa, Guatemala

Actividad No. 1

Titulo: Elaboracién de Perfil y Protocolo de Investigacion

Objetivos: Definir el tema, los objetivos, el alcance y elqaso de la investigacion.

Descripcion: Busqueda de la unidad de investigacion donde seabla llevar a cabo el proyecto,
consulta con las asesoras y definicion del temdadavestigacion. Extensa revision bibliogréfica,
elaboracion del perfil y del protocolo.

Resultados:Perfil y Protocolo de investigacion elaborados.

Limitaciones presentadas:-

Actividad No. 2

Titulo: Busqueda y Seleccion de Material Bioldgico.

Objetivos: Seleccionar los individuos a utilizar de cada coihauth para la extraccion de ADN.
Descripcion: Busqueda y seleccién de los ejemplares a utiizacada comunidad en los libros de
inventario de las colecciones. Localizacién de moismos en los armarios de las colecciones y
seleccion de aquellos presentes en alguno dettdies mas avanzados y bien conservados.
Resultados:Al menosdiez ejemplares localizados y seleccionados de aamanidad

Limitaciones presentadasEn algunos casos se tuvieron que seleccionar ioilogduos debido a que

la extraccién de ADN se tuvo que realizar en vapartunidades (tres) y el nimero de patas no era
suficiente.

Actividad No. 3

Titulo: Extraccion de ADN

Objetivos: Obtener el ADN libre de cada uno de los individsekeccionados

Descripcion: Se extraen las patas de cada espécimen. Se naallasado de las patas. Se colocan en
tubos de microcentrifuga. Se agrega buffer de &itia y se maceran Se centrifugan Se incuban las
muestras a 65° C (15 — 30 min). Se centrifugaien(0 min). Se alicuota 2Q0 de etanol frio al 95%.

Se transfiere el sobrenadante para cada muedihaaton etanol frio al 95%. Se agita. Se incuba en
hielo 10 min, luego se centrifuga 20 min en frionaxima velocidad. (14,000 rpm). Se descartar
sobrenadante. Se lava el precipitado en etanod%l y después en etanol al 95%. Se dejar secar el
precipitado. Posteriormente se disuelve el prexipiten 50ul de TE estéril con 1U ARNasa y se
guardan las muestras a -20 °C.

Resultados:Se realizé la extraccion de al menos diez ejemplaoe localidad.

Limitaciones presentadas:Se realiz6 la extraccion de las muestras en trasiamtes. En una de ellas,
los individuos fueron entregados a la Licda. Patrlandaverde que requeria los mismos para una
investigacion en México. Los segundos se tuvieroa descartar debido a que uno de los reactivos
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estaba degradando el ADN. Los individuos utilizadosron los de la tercera extraccion donde
Unicamente se utilizaron cinco individuos por |atad.

Actividad No. 4

Titulo: Amplificacion de ADN

Objetivos: Obtener un gran numero de copias del fragmento OBl Ae interés (en este caso el
segmento de ITS2)

Descripcion: Se prepara una mezcla maestra (que incluye Adusputa libre de ADNasas, Mggl
Termo buffer, dNTP’s, Cebadores, Taq PolimerasaRbmante), se agrega el ADN y se amplifica en
un termociclador.

Resultados: ADN amplificado de al menos tres individuos de cagablacion amplificado
adecuadamente.

Limitaciones presentadas Debido a la obtencién de multiples bandas alexdas geles, se realizaron
varias pruebas en las que se modificaron los xescte la mezcla maestra, asi como los tiempos y la
temperaturas de los ciclos de la amplificacion mhiescartar cualquier problema en alguno de estos
pasos.

Actividad No. 5

Titulo: Montaje y Corrimiento de Geles

Objetivos: Confirmar la obtencién del fragmento de ADN deriése a través de la observacion de una
Unica banda con un peso molecular especifico.

Descripcion: Se preparan los geles (con 1.5 g de agarosa yiL86 TBE (1% de agarosa)), se calienta
hasta que la agarosa se disuelva, se enfria, sgaagdos gotas de bromuro de etidio y se viertel en
molde. Para el montaje de los geles se cubre eogelina pelicula fina de TBE 0.5 x; se mezclaih 2
de colorante, y se mezcla con {dl0de muestra de ADN amplificado y se vierte endeqde gel. Se
corre el gel en la cdmara de electroforesis, avbltibs por 1 hora. A los pozos del principio Vfielal

del gel se les coloca el marcador molecular, enesto se utiliza el Hae Il con Phi. Una vez coidd

el tiempo de corrimiento, se observa si se obtlankanda de ADN de interés en los geles en un
transiluminador a una longitud de onda de luz U8 B8B. Si es posible se toman fotografias digitales
que posteriormente pueden ser analizadas en codopata

Resultados:Méas de 15 geles elaborados; de los cuales se isglamn, para continuar el proceso, los
amplicones que mostraron una Unica banda de intee&smuestras de Casas Viejas y El Carrizal
fueron las que se amplificaron de la mejor marasgeniéndose en las primeras pruebas los resultados
deseados.

Limitaciones presentadas Debido al problema de la obtencion de mdltipleadas en los geles, se
realizaron pruebas con otra cAmara de electrofprgsie agrego el bromuro de etidio (para coldeesar
bandas), posterior al corrimiento para descartgrasible problema en ello.

Actividad No. 6

Titulo: Purificacion de ADN

Objetivos: Removerde la solucion de ADN cualquier exceso de reactvpsoductos no deseados.
Descripcion: Las muestras de ADN que mostraron los mejoresitaglms en la amplificacion se
purifican utilizando un kit de purificacion espdci&ste remueve cualquier exceso de dNTP’s,
oligofragmentos cortos, enzimas producidas endecién PCR, etc. La purificacion incluye un proceso
de union, lavado y elusion del ADN hasta obtenpuoficado.

Resultados:Tres muestras de ADN de cada poblacion purificadas.

Limitaciones presentadas--

Actividad No. 7

Titulo: Secuenciacion

Objetivos: Determinar la secuencia de nucleétidos del fragonéatADN de interés.

Descripcion: Debido a la carencia de equipo para llevar a talsecuenciacion en el laboratorio, las
muestras se envian a un laboratorio en los Estadio®s, donde son secuenciadas y luego nos envian
de vuelta las secuencias de forma gréafica. Lagswddben ser traducidas y analizadas a las seasenci
adenina, guanina, citosina y timina, para que pusdadutilizadas en los posteriores analisis.
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Resultados:Muestras de ADN secuenciadas
Limitaciones presentadas--

Actividad No. 7

Titulo: Andlisis de Datos

Objetivos: Obtener los andlisis de secuencias Y filogeografentre las poblaciones, compararlas con
otras poblaciones y determinar en base a los mitanggidad y sensibilidad del marcador ITS2.
Descripcion: Se editaron y cortaron las secuencias, se realizdsecuencia consenso para cada
individuo, se bajaron de la base de datos de GdnBaauencias de otras poblaciones y todas se
alinearon. Se analizaron los sitios variables,npoificos y parsimoniosos. Se obtuvieron los hapésti

y posteriormente se realizaron andlisis filogewétide distancia y de méaxima parsimonia.

Resultados: Secuencias editadas, analizadas y arboles filogéogs elaborados. Observando poca o
ninguna variacién entre las secuencias de Jutegiazomo su estrecha relacion con los grupos de El
Salvador, Honduras y Nicaragua.

Limitaciones presentadas--

Actividad No. 8

Titulo: Elaboracién de Informe Final

Objetivos: Recopilar la informacion delnalisis de los datos. Elaborar la discusion, emiahes asi
como las recomendaciones de la investigacion.

Descripcion: Se recopil6 la informacién del andlisis de lasisecias y se redactaron los resultados, se
elabor6 la discusion, conclusiones y recomendasjoagemas se corrigieron algunos aspectos de la
metodologia como de la introduccion. Se elaborésimen de investigacion

Resultados:Informe Final de investigacion elaborado.

Limitaciones presentadas:-

Resumen de Investigacion

La enfermedad de Chagas, causadaTpgpanosoma cruz, es transmitida por vectores triatominos
principalmenteTriatoma dimidiata en Centroamerica. Debido a que las evidenciazsmique el
segundo espaciador interno transcrito del ADN obas (ITS2- ADNr) pueda convertirse en el
marcador por excelencia para estudios de Triat@nera niveles especificos y subespecificos, se
pretendia generar informacién sobre la sensibiligadilidad del mismo para estudios de genética y
dindmica de poblaciones de dimidiada del departamento de Jutiapa, uno de los sitiosnecayor
incidencia de la enfermedad en Guatemala. Paraelldbtuvieron y analizaron las secuencias ITS2 de
dos individuos de cada una de las subpoblacioresiz@l, Casas Viejas y Acatempa de Jutiapa y se
compararon con secuencias de individuos de otcadidades de Guatemala Centro América y México,
obtenidas de GenBank, para determinar como seigsédian con otros grupos. La comparacién de
secuencias, el analisis filogeografico indican gilés-2 es un marcador Util para establecer algunas
relaciones a nivel poblacional paradimidiata. En el caso de las subpoblaciones objeto, se olojug

las tres comunidades de Jutiapa no pueden seemtifadas a partir de las secuencias ITS2, inclaso n
pueden diferenciarse de El Salvador y Honduragjuglas diferencias nucleotidicas entre ellas eran
minimas, formando un Gnico clado junto con la poidla de Nicaragua quien presentd pocas
diferencias. También se formaron dos clados difesemuno con la poblacién de Panama y otro con las
poblaciones de México y Quiché. Debido la estraeltacion entre las subpoblaciones de Jutiapa con
las poblaciones de Honduras, el Salvador y Nicaraggl sugieren estudios e implementacion de
medidas de control a nivel regional, ya que estiripsugerir que se trate de la misma poblaciéneo g
la escala utilizada no es adecuada para el margadoe se requiere de la implementacion de otros
marcadores para estudios con este nivel taxonémico.



ANEXOS
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Inspeccién a Empresas de Fauna Silvestre
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Monitoreo Manejo de Tortugarios

Tabulacién de informacion en la Bases de Dato®dphrtamento de Vida
Silvestre durante el mes de enero.
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DOCENCIA

Presentacion sobre Manejo de Fauna- Aves y Mansifero
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Presentacion en la Escuela de Biologia sobre regianion y legislacion del
CONAP
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DETERMINACION DE LA UTILIDAD Y SENSIBILIDAD DEL MAR CADOR
MOLECULAR - ITS2- (SEGUNDO ESPACIADOR INTERNO TRAN SCRITO)
DEL ADNr PARA DIFERENCIACION DE SUBPOBLACIONES DE Triatoma
dimidiata (LETREILLE, 1811) (HEMIPTERA: REDUVIIDEA) DEL
DEPARTAMENTO DE JUTIAPA, GUATEMALA

Andrea Alejandra Cabrera Arreola

Correo Electronico: andrea_ca_gt@yahoo.com. LENEseuela de Biologia. USAC.
Asesoras: Licda. Barbara Moguel y Elizabeth Solwoza

RESUMEN

La enfermedad de Chagas, causadaTpgpanosoma cruzi, es transmitida por vectores triatominos
principalmenteTriatoma dimidiata en Centroamerica. Debido a que las evidenciaemrgique el
segundo espaciador interno transcrito del ADN ot (ITS2- ADNr) pueda convertirse en el
marcador por excelencia para estudios de Triat@méraniveles especificos y subespecificos, se
pretendia generar informacion sobre la sensibilidatilidad del mismo para estudios de genética y
dindmica de poblaciones de dimidiada del departamento de Jutiapa, uno de los sitiosntayor
incidencia de la enfermedad en Guatemala. Paraelbituvieron y analizaron las secuencias ITS2 de
dos individuos de cada una de las subpoblacioreesiz&@l, Casas Viejas y Acatempa de Jutiapa y se
compararon con secuencias de individuos de otrealidades de Guatemala, Centro América y
México, obtenidas de GenBank, para determinar camorelacionaban con otros grupos. La
comparacion de secuencias y el andlisis filogeagrahdican que ITS-2 es un marcador util para
establecer algunas relaciones a nivel poblacioai@ T dimidiata. En el caso de las subpoblaciones
objeto, se obtuvo que las tres comunidades depdutia pueden ser diferenciadas a partir de las
secuencias ITS2, incluso no pueden diferenciarsél &8alvador y Honduras, ya que las diferencias
nucleotidicas entre ellas eran minimas, formandanico clado junto con la poblacion de Nicaragua
quien presento6 pocas diferencias. También se fonmdws clados diferentes, uno con la poblacion de
Panama y otro con las poblaciones de México y Quidebido la estrecha relacion entre las
subpoblaciones de Jutiapa con las poblaciones dellias, el Salvador y Nicaragua se sugieren
estudios e implementacion de medidas de contrdved regional, ya que esto podria sugerir que se
trate de la misma poblacion o que la escala utiéizzo es adecuada para el marcador y que se equier
de la implementacion de otros marcadores paraiestadn este nivel taxonémico.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Amerieaneausada por el parasifoypanosoma
cruzi, transmitido al hombre por medio de las heces etdoves triatominos (Lycon, 2006). Se
encuentra ampliamente distribuida en el Continédmtericano, siendo endémica en 21 paises, con
reportes a principios de los afios noventa de 16illBnes de personas infectadas y 100 millones
(25% de la poblacion de América Latina) en riesgaontraerla (World Health Organization, 1991).
Actualmente, debido a las medidas de control impteadas, se consideran a unos 12 millones de
personas infectadas (Schumunis, 1999). La enfeminddaChagas se distribuye desde los Estados
Unidos de Norteamérica (EEUU) hasta Chile y ArgentiEl Banco Mundial considera a este
padecimiento como la enfermedad parasitaria ma® gla América (Banco Mundial, 1993).

En Ameérica, el género del vector mas importantérestoma, siendoTriatoma dimidiata la especie
mas importante en Centroamérica (Landaverde, 2004).

En Guatemala y en especial en el departamentatid@duse ha encontrado variacion o diferenciacion
entre poblaciones d&. dimidiata, tanto morfolégica como genéticamente (Landaveiz)4;
Calderonet al., 2004; Dorn et al. 2002; Solérzano, 2004). Esteacteristica ha contribuido a que
Jutiapa sea uno de los departamentos de mayoeiw#&dde la enfermedad, ademas de que en este
sitio, los sistemas de rociamiento no sean tartiefésc(Landaverde, 2004; Solérzano, 2004).

Hasta ahora la técnica méas utilizada en el Labocatbe Entomologia Aplicada y Parasitologia
(LENAP), para el estudio molecular de las poblaetode triatominos, ha sido el PCR, mediante su
variante Amplificacion Aleatoria del ADN Polimorfic (por sus siglas en inglés, RAPD-PCR)
(Landaverde, 2004). Sin embargo, todas las evidergugieren que el segundo espaciador interno
transcrito del ADN ribosomal —ITS2- pueda convedien el marcador por excelencia para estudios
de Triatominae en niveles especificos y subespesif(Barguest al, 2002; Barguest al, 2000;
Marcilla et al, 2001). A pesar de ello, existen muy pocos essudinivel subespecifico y los que hay,
aun no han sido publicados.

El objetivo del presente trabajo fue determinaa sharcador molecular- ITS2- es util para diferanci
subpoblaciones dé. dimidiata que han sido colectadas en el departamento deduisto debido a
que la utilidad del marcador unicamente habia gidbada a nivel poblacional o superiores (Bargues
et al, 2002; Barguest al, 2000; Marcillaet al, 2001).Para ello, se compararon las secuencidgs d€S
tres subpoblaciones de Jutiapa: Casas Viejas,z@hyriAcatempa, que en estudios previos utilizando
la técnica de RAPD-PCR habian mostrado diferentiasdaverde, 2004; Solérzano, 2004; Pineda,
2006) y se compararon con secuencias de otrasguis obtenidas de la base de datos de GenBank.
Esto con el fin de generar informacion sobre laeeigidad y utilidad del marcador ITS2 para
estudios de genética y dinamica poblacionalfddimidiata, el cual permitira entender parte de la
dindmica de dicho insecto y la formulacion de ésgias de control efectivas que contribuyan a evita
la transmision de la enfermedad de Chagas.



REFERENTE TEORICO

Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagagpanosomiasis americana fue descubierta en Brasil, en el afio de 1909,
por el Dr. Carlos Chagas, quien no solo desculariénfermedad si no que comprob6 que el agente
causal de este padecimiento es el protozoariolldgdrypanosoma cruzi. Descubrié, ademas, que
los vectores del mismo, eran los insectos pertentxs al orden Hemiptera, conocidos comunmente
en Brasil como “barbeiros” (Lent y Wygodzinsky, 9DPS, 2007).

Esta enfermedad, afecta en grado variable, primg#e el corazén, causando miocardiopatia y
destruccién del tejido muscular, aunque en menop@cion también puede afectar el aparato
digestivo y ganglios nerviosos (Tabuwtal., 1999; Ayau, 1998). Aunque la enfermedad de Chagas
relativamente desconocida, su impacto socioecomdMVYADS) en América Latina, ocupa el cuarto
lugar después de las infecciones respiratoriasrmeidades diarreicas y SIDA (OPS, 2007).

En la Republica de Guatemala se estima que 73@&&®nas estan infectadas y la incidencia anual
estimada es de 30,000 casos (OMS, 2000).

Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagasaesada porT. cruzi, un protozoo
principalmente transmitido por el contacto con kedegales de los insectos reduvidos chupadores de
sangre de la subfamilia Triatominae (Maguéral., 2006).El parasito causanie,cruzi, se transmite
principalmente por vectores (mas del 80% de los)apero existen otras vias como la transfusion
sanguinea, transmision congénita y trasplante genés (OPS, 2007).

T. cruz tiene un ciclo de vida complejo, y existen, al ogrtres formas morfolégicamente distintas:
la infectante, constituida por tripomastigotes sd@mgos o metaciclicos, los epimastigotes
(fundamentalmente en el insecto vector transmisenymedio de cultivo) y los amastigotes, que
habitan dentro de la célula. Todos los tejidos poeser invadidos, pero los mas afectados son
aquellos ricos en células del sistema reticuloetsiidl (Alberti, 2004).

Principal Vector de la enfermeda de Chagas en Guatela: Triatoma dimidiata (Latreille, 1811)

Los principales vectores del mal de Chagas en @GuédesonT. dimidiata y Rhodnius prolixus. De
estas, la primera es la de mayor importancia eneéaa, ya que a demas de ser nativa de América
Latina, posee una amplia distribucién y alta cagetipara ocupar gran variedad de nichos (Calderén
et al. ,2004; Monroy, 1992)T. dimidiata se distribuye desde el sur de México, todo lo latg&entro
América y el norte de Sur América (Zeledon, 198a|d€ronet al., 2004). En Guatemala, se ha
reportadoen mas de 1900 localidades ubicadas en 21 de lae@@rtamentos que conforman el
territorio nacional (hasta el momento Totonicapsataegexcepcion) (Taburdt al., 1999). (Anexo 3)

La mayoria de las localidades endémicas estan ddscan el oriente del pais, en donde la
seroprevalencia en los nifios escolares varia 2/iré,9% (Rizzo, et. al., 2003). Asi mismo, senesti
que del 30 al 34% de los insectos pertenecienestaaespecie se encuentran infectadosTcanuz
(Calderoéret al. ,2004; Monroy, 1992).

En el afio 2002 los bancos de sangre detectaroangiasdel Tcruzi en el 1.0% de las unidades de
sangre colectadas, en el 2003 y 2004 el porceatgjendié a 1,2% y 1,6%, respectivamente. La
cobertura en el tamizaje paFacruzi también se incrementd: en el 2002 fue de 92,7% g @e2003 y
2004 alcanz6 el 99,8% (OPS, 2007).

La mayoria de los casos detectados por los barecamgre son de la fase crénica. Es necesario
fortalecer la capacidad de los laboratorios clinigservicios de salud para el diagnéstico temprano
lo cual dard también una mayor efectividad deatré¢nto etiologico (OPS, 2007).



Clasificacion deT. dimidiata

Reino: Animalia

Phylum: Artropoda

Clase: Insecta

Orden: Hemiptera

Familia: Reduviidae

SubFamilia: Triatominae

Género: Triatoma

EspecieTriatoma dimidiata (Ayau, 1998)

Caracteristicas Morfométricas

T. dimidiata es una especie altamente variable, lo que difitaltdasificacion de la especie. El macho
mide de 24,5 a 32,0 mm y la hembra de 24,5 a 3%0dm color oscuro de alquitran o negro con el
conexivo y el corion que varian de un amarillo gi@la anaranjado, con una porosidad corta y poco
notoria. (Anexos 1) Se ha encontrado que el tandfitos individuos criados en el laboratorio es
menor que el de los encontrados en las viviendaghas, sus alrededores y en ecotipos silvestres
(Landaverde, 2004).

Biologia

Las Chinches son atraidas por la luz, (especianég machos) hacia ambitos domésticos y
peridomésticos. Son malos voladores por lo queispesion se lleva a cabo principalmente por
medios pasivos, como por ejemplo llevados por gibre a través de mercancias o madera.

Son organismos oviparos. La oviposicion comienzada 30 dias después de la copulacion, y puede
continuar por varios meses. El nimero total de bsi@uestos durante el ciclo de vida de la hembra,
varia de acuerdo a los factores externos, comaspeuibilidad de alimento, temperatura y humedad.
Se ha encontrado un rango de oviposicién entre(&0Mhas usual) hasta mas de 1000 huevos. Las
hembras virgenes pueden oviponer, aunque en memutidad y sus huevos son infértiles
(Landaverde, 2004).

Ecotopos

Los tipos de habitats en los que puede encontfadienidiata, sonprincipalmente ecotipo doméstico,
peridoméstico y selvatico (Monrogt al., 2003b), desde el nivel del mar hasta los 1,700nms
(Tabaru et al. 1999). De acuerdo a ello se clasifibe la siguiente forma:

Silvestre Se encuentran en ambientes naturales como boggemigas. Se alimentan de sangre de

mamiferos, especialmente Zariguey@8délphys marsupiales). Suelen encontrarse en refugios de

armadillos (edentados), en palmeras, arboles vigjogecos, cuevas de murciélagos, monticulos de
piedara, etc. (Zeleddn, 1981; Carcavatlal., 2000; Schofield, 2000 citado por Landaverde, 2004

PeridomésticoSe encuentran cerca o alrededor de casas ranmalgallineros, perreras, cochiqueras
entre otras. Se refugian en materiales acumulaglo® ¢ejas, blocas, lefia y piedra. Se alimentan de
animales domésticos como los perros, gatos, cgrdadlinas (Lent y Wygodzinsky, 1979 citado por
Landaverde, 2004).

Doméstico Se encuentran dentro de las viviendas, cercagdiigares donde duermen las personas o
animales domésticos que viven en el interior devigiendas. Se alimentan de humanos. Las ninfas
tienden a cubrirse con particulas de polvo (Lewtygodzinsky, 1979 citado por Landaverde, 2004).



Genética de Poblaciones

La genética de poblaciones es el estudio de labiidad mediante la descripcion de los cambios en
la frecuencia alélica, a través del tiempo, regpactn caracter en particular. Hay otras formas de
definir genética de poblaciones. En general, l&tes de poblaciones es el estudio de la aplicatgdn
las leyes de Mendel y otros principios genéticpsiadaciones completas de organismos. Es también el
estudio de los cambios en las frecuencias génica®mo tal, se relaciona estrechamente con la
genética evolutiva por que la evolucion dependegran medida, de los cambios en las frecuencias
génicas (IPGRI y Cornell, 2004).

En una poblacion, se identifican tres niveles: oigraos individuales, subpoblaciones y

poblacion tota[IPGRI y Cornell, 2004). En general, una poblagiede ser considerada como una

unidad. Sin embargo, en muchas especies y en ngagerarcunstancias, las poblaciones se
subdividen en unidades de menor tamafio. Dicha wshidi puede ser el resultado de factores
ecolégicos (los habitats no son continuos) o de mpastamiento (reubicacion consciente o

inconsciente). Si una poblacién se subdivide, limEwlos entre sus partes pueden variar segun el
grado de flujo génico real que exista (IPGRI y @trr2004).

Recientemente, con el desarrollo del PCR, de potisanoleculares sencillos y economicos y de la
utilizacién de marcadores moleculares y los sedadopes automaticos, se ha logrado obtener una
gran cantidad de informacién genética detallada paalquier organismo (Eguiaeeal., 2006).

ADN Ribosomal

El ADNr (ribosomal), presente en eucariotes, comgeegenes que codifican ARN ribosomal. Esta
formado por secuencias que regulan la amplificaeigmcio de la transcripcion.

El ADNr contiene espacios de transcripcion y de tramscripcidon (NTS) y estd organizado en
agrupaciones que contienen las subunidades 18S, %.28S (Figura 1). Cada una de estas
subunidades esta separada por espaciadores intemegitos (ITS). EI ITS 1 se encuentra separando
los genes de las subunidades 18 Sy 5.8 S y el $€B&ra los genes de las subunidades 5.8 S y 28S.
Estas agrupaciones de genes se encuentran en leqatitivos o microsatélites en todo el genoma
(Goez-Zuriteet al., 2000 citado por Sol6érzano, 2006; Darling, 2007).
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Fig. 1. Arreglo de las subunidades 18S, 5.8S y 28S del A&Nun agrupamiento repetitivo. NTS
(espacios no transcritos), ETS (Espaciador extémanuscrito), ITS (Espaciador Interno Transcrito)
Fuente: Wikipedia

Segundo Espaciador Interno Transcrito del ADN ribosmal (ITS -2)

El Segundo espaciador interno transcrito ITS-2pase del cistron nuclear ADNr en eucariotas, y se
encuentra entre el 5.8S y el 28S del ADNr (Schaald., 2006). Su alto nivel de divergencia entre
especies, lo ha convertido en un marcador filogemétilizado en clasificaciones a nivel de género
infragénero. Y por ello, desde su primera aplica@t 1991, el nimero de publicaciones que lo han
utilizado ha tenido un rapido crecimiento (Schosttal., 2006).

Se ha sugerido que el ITS2, puede ser un marcadopiado para clasificaciones taxonémicas dentro
de un amplio rango de niveles, asi como que puaaedirse en un buen marcador para Triatominae
en niveles especificos y subespecificos (Barguals 2002; Barguest al, 2000; Marcillaet al, 2001;
Coleman, 2003; Schoul&t al., 2005).



Estudios de ITS2 realizados en poblacioned.ddimidiata han mostrado en la mayoria de casos,
pequefias variaciones en el nimero de bases y s&sieA pesar de que usualmente las secuencias
de ITS tienen el mismo largo en diferentes espataésismo género (Almeyda-Artigasal., 2000
citado por Solérzano, 2006), en un estudio reatizaat Marcillaet al., 2001 se obtuvieron secuencias
entre el rango de 454 y 476 pares de bases dezltggdero Triatoma, y secuencias 470 y 477 pares
de bases dentro de diferentes poblacionés dienidiata.

Marcilla et al. (2001) y Barguest al. (2000) demostraron que no existe diferencia eedaencia de
nucleétidos entre las poblaciones de Honduras yaditmu Sin embargo, si se observaron cambios
entre Honduras y Nicaragua y entre varias poblasiade México.

Ventajas de los ITS frente a RAPD s y Técnicas Fetipicas en el Estudio d&. dimidiata.

Debido a que solo es necesaria la secuencia ddeulas espaciadores para el desarrollo de estudios
flogenéticos y de genética de poblaciones, el IE82%resenta como un marcador muy confiable.
Ademas, su caracter no aleatorio, es claramentajoso respeto a la técnica, utilizada anteriorment
en el Lenap, de Amplificaciéon de ADN Aleatorio (RBIS, PCR).

El ITS 2 tiene la ventaja de evitar los erroresugispos por la homologia de bandas, que si presknta
otro método.

El ITS 2 presenta reproducibilidad, aspecto del@precia el marcador anterior y que le brindae, ést
la capacidad de intercambio de informacion entregdaboratorios.

Con respecto a las técnicas fenéticas, el ITSta elerror debido a conclusiones falsas, estaldedi

que la variabilidad fenética puede deberse a razdaeeplasticidad fenotipica y no necesariamente a
cambios ambientales o genéticos.

Sin embargo, es importante la complementariedddsigcnicas para establecer hipotesis e base a los
resultados (Solérzano, 2006).

Cladistica o Sistemética Filogenética

El campo de la biologia que reconstruye los arbfilegenéticos y descubre los patrones de los
eventos que llevaron a la distribucion y diversidada vida es la sisteméatica. El método que agaupa
los organismos que comparten caracteres derivaddersomina Cladistica o sistematica filogenético.
Las relaciones se muestran en un arbol con ramagjgcas denominado cladograma (Lipscomb,
1998).
El proceso sistematico consiste de cinco pasosigpendientes pero distintivos:
1. Se seleccionan los taxas a clasificar.
2. Se seleccionan los caracteres que proveen evideéadies relaciones.
3. Se analizan los caracteres para reconstruir lasiogles entre los taxa (usualmente en forma
de arbol)
4. EIl arbol es trasladado en un sistema de clasiboaftirmal para que pueda ser utilizado por
otros cientificos.
5. El arbol es usado para probar varias hipotesiscaatel proceso de evolucion en el grupo
(Lipscomb, 1998).

Sistematica Molecular y Filogeografia

La Sistematica Molecular trata de comprender ajeoriy diversificacion de la vida a partir de la
informacién contenida en la molécula de DNA. Edigtivo se construye en torno a dos postulados
basicos: que la vida en la Tierra tiene un solgesriy que los organismos contienen caracteres
heredables potencialmente informativos de su léstvolutiva. La Sistematica Molecular se basa,
por tanto, en la premisa de que el DNA puede swtnarnos informacién evolutiva. Dicho de otra
forma, los organismos contienen un codigo evolutidgemas de un cédigo genético (Caujape-Castells
et al., 2003).



La filogeografia, como la entendemos hoy, se erenancun area mas amplia denominada ecologia
molecular, que se define de manera general comoombcimiento y aplicacion de marcadores
genéticos moleculares para explorar preguntashigmr@s en ecologia y evolucion (Vasquez, 2007).
La filogeografia enfatiza aspectos histéricos delitdribucion espacial actual de linajes de genes
utilizando informacién temporal (histérica) quedido posible obtener a partir del uso y analisitade
informacién contenida en las moléculas de ADN. Estotrata de interpretar la extension y el modo
en que los procesos demograficos historicos haaddemarcas evolutivas en la distribucion
geografica actual de caracteres genéticamente dméadse, 2000).

En filogeografia se aplican los mismos algoritmos ge emplean para reconstruir arboles de especies
0 taxones superiores, dando como resultado un granh@, llamado filograma, que representa las
relaciones genealdgicas entre haplotipos y donsglerdenas de diferentes longitudes expresan la
cantidad de cambio evolutivo. Las variantes o hHiggde del mtADN registran la historia matrilineal
de eventos mutacionales, y pueden conectarse rfiftigamente en un filograma, el cual puede a su
vez sobreponerse a la distribucion geografica dgv@de estudio, a fin de interpretar los procesos
evolutivos responsables de la distribucion actedhdespecie o grupo de especies (Avise, 2000).

Haplotipo

El concepto de haplotipo fue introducido originahtee para describir la constitucion genética del
locus de histocompatibilidad mayor, una region gapecifica proteinas de gran importancia en el
sistema inmune. El concepto se ha ampliado y hadpaa describir la combinacién especifica de
alelos o dianas de restriccion (o cualquier otrocandor genético) presente en alguna area defirida d
genoma (Lewin et al., 1996).

Haplotipo se define como la constitucion genétieaud cromosoma individual. Un haplotipo (del
griego haploos = simple) es una combinacién de alelos ligadosiHiptes locus que se transmiten
juntos. El haplotipo se puede referir a un solouso® a un genoma completo. En el caso de
organismos diploides, un haplotipo del genoma cemgie solo un miembro del par de alelos en cada
locus (es decir, la mitad de un genoma diploidepsede decir que es un sinénimo de "genotipo
haploide").

Por otro lado, haplotipo es un conjunto de polimsatbs de nucledtido simple (SNPs) en una sola
cromatida que se encuentran estadisticamente desci&e piensa que estas asociaciones, y la
identificacion de algunos alelos de un haplotigappten identificar el resto de sitios polimérfioais

su region (Wikipedia, 2008).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La “Chinche picuda”,T. dimidiata (Letreille, 1811) es uno de los vectores transmesorde la
enfermedad de Chagas de mayor importancia en lzati@oca, y el mas importante en Guatemala
(Ordénezet al, 2005). Una de las estrategias para controlamfarmedad ha sido el rociar con
insecticidas los domicilios, en las regiones mastafias por esta enfermedad (Nakagetvah 2007).

Sin embargo, a lo largo del tiempo, se ha observeiicidencia del vector (Dumontetial, 2004) y

por lo tanto de la enfermedad. Sumado a esto, lawunée, no hay tratamientos disponibles y, excepto
en las primeras etapas de la enfermedad, no existéoterapia efectiva (Barguesal, 2002).

La genética molecular es una técnica que puedergiedatos de interés que expliquen en parte el
proceso de reincidencia y la dinAmica de las pabias deT. dimidiata. Para ello se requiere, de la
utilizacién de los marcadores moleculares adecyaddsomo determinar el grado de diferenciacion
gue proporcionan.

Dentro del Laboratorio de Entomologia Aplicada yaB@ologia, se ha utilizado la técnica de
Amplificacion Aleatoria de ADN Polimérfico RAPD’SER (Sol6rzano, 2006; Landaverde, 2004)
para estudios poblacionales @ledimidiata. Sin embargo, todas las evidencias sugieren g8 IT
pueda convertirse en el marcador por excelenci ggtudios de Triatominae en niveles especificos y
subespecificos (Barguesal, 2002; Barguest al, 2000; Marcillaet al, 2001). A pesar de ello, no hay
muchos estudios de subpoblaciones tan cercanasafieamente. Por lo que se hacen necesarios
estudios para conocer la sensibilidad de este wharcg poder asi, utilizarlo como herramienta para
diferentes estudios con subpoblacione3.démidiata.

JUSTIFICACION

La infeccidn corlrypanosoma cruz, el agente causal de la enfermedad de Chagas,@shiema de
salud publica en Latino América. Representa unanag@eya que 100 millones de personas viven en
areas endémicas y de ellas entre 16 y 18 milloeestma que estan infectadas (Ayau, 1998; citado
en Landaverde, 2004; World Health Organization,1)9€sta enfermedad, es la principal causa de
miocardiopatia y de muertes repentinas relacionatlasrazén (World Health Organization, 1991).
Sin embargo, aunque la mayoria de personas igrgurarestan infectados, aproximadamente 30%
eventualmente desarrollan manifestaciones clinleda enfermedad (Rizab al., 2003).

La enfermedad no tiene cura en la fase cronicanatimiento de la fase aguda es muy costoso g tien
muchos efectos secundarios. La enfermedad tieras semsecuencias que afectan considerablemente
la economia de los paises porque reduce los afiescdes de los individuos que la padecen. Por lo
que puede considerarse como una de las enfermedapieales mas importantes (Landaverde, 2004).

Solo en Guatemala, la chinche picuda se encuespatada en 21 de los 22 departamentos del pais,
siendo los més afectados aquellos de al regiorridate; que limitan con El Salvador y Honduras.
(OMS, 2002) por ejemplo en Jutiapa, el 34.5% dedasis estan infestadas (Caldesttal., 2004). Se
estima que en Guatemala 4 000 000 de personasesstésgo de contraer la enfermedad y 730 000
se encuentran actualmente infectadas y 30 000esg#an anualmente (Nakagawa, 2003).

T. dimidiata es una especie altamente variable, lo que hauli#tto su clasificacion, manejo
(Landaverde, 2004) y estudios de dinamica poblatidexiste una gran diversidad en cuanto a su
distribucion, movimientos y genética y en espeeialsitios como Jutiapa. Lo que ha traido como
consecuencia, que sea un vector dificil de comtrola

A pesar de su papel tan importante como vectoa éefermedad de Chagas, hasta el afio 2004 casi no
se conocia sobre la genética poblacionalTdeimidiata (Calderénet al., 2004). Parece que las
variaciones en infeccién y grados de infectibilidado largo de la region son debidos a factores
ecoldgicos y de huésped e incluso pueden estarioréalos en diferencias entre poblaciones del
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vector (Monroyet al., 2003a). La comprension de la epidemiologia denfarmedad y del control
efectivo puede lograrse a través de la comprerggda estructura genética dedimidiata (Calderén

et al., 2004). Para ello, se requiere de la utilizaciéricdemarcadores moleculares adecuados y del
conocimiento de su sensibilidad para diferenciapsblaciones. Por ejemplo, Caldeiral., (2004)
plantean que la identificaciébn de subpoblacione3.démidiata distintas puede dar la indicacién de
aislamiento genético, que puede llevar a las subpiaimes a diferir en la competencia de vector y/o
sensibilidad a insecticidas.

En este sentido, el estudio de la dinAmica pohbtatide los vectores en nuestro pais, ha tratado de
caracterizar a las poblaciones en cuanto a subdisitdn, abundancia y movimientos; en afios mas
recientes se han utilizado técnicas como la morfidenpara la identificacion de marcadores fenéticos
el PCR- RAPD’s y proteinas de saliva, para la ifleation de marcadores genéticos que permitan la
diferenciacion de las poblaciones alimidiata. En dichos estudios existen algunas discreparcias
cuanto al analisis de las poblaciones, que hacsgsago la utilizacion de nuevos marcadores (Pineda
2006).

Es por esta razén que el presente trabajo tien® dmmel determinar la utilidad y sensibilidad del
marcador molecular ITS 2, para estudios de subpioles deT. dimidiata, que recién ha iniciado a
utilizarse en estudios con Triatominos y que haesdg ser bastante eficiente a diferentes niveles
taxonomicos (Barguest al, 2002; Barguest al, 2000; Marcillaet al, 2001).

OBJETIVOS

General
» Generar informacion sobre la sensibilidad y utdidkel marcador ITS2 para estudios de genética y
dinamica poblacional de subpoblacioned ddimidiata.

Especificos

» Determinar si las diferencias encontradas en lasieseias ITS2 son Utiles para reconocer
subpaoblaciones d& dimidiata.

» Analizar las secuencias obtenidas de las subpoblegj con un grupo externo para plantear una
hip6tesis sobre las relaciones filogeografieasre las subpoblaciones de estudio

» Generar informacion que pueda utilizarse en pastsiestrategias para el controlTdedimidiata,
vector de la enfermedad de Chagas.

HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion
Las subpoblaciones dE dimidiata de Jutiapa, pueden ser diferenciadas por medicedeencias
ITS2.

" La filogeografia es un ejemplo méas de aplicaciériildgenias moleculares, y se define, en sentido
estricto, como el analisis espacial de los lingfasicos (Aviset al., 1987).
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METODOS

El proceso de amplificacion se realizé con basecleprotocolo de amplificacién para ITS2 en
Triatominos de Marcilla (2001) modificadas y estmwhdas para el LENAP por Sol6rzano (2006).
Este incluye preparacion de soluciones, extracdénADN, amplificacion de ADN, montaje y
corrimiento de geles, incluyendo la lectura y fosdig de los mismos.

Luego se procedio a purificar los productos de diogtion. Por dltimo se enviaron a secuenciar los
segmentos. Las secuencias se limpiaron, ordenamsiuvieron las secuencias consenso. Esto se
realizé utilizando diferentes programas como Chiina Version 1.41 y DNAMAN Version 5.2.9.
Posteriormente se analizaron las secuencias, hmgdot se construyeron arboles filogeogréaficos con
ayuda de paquetes como MEGA 4.0, y DnaSP 4.50.3.

DISENO

POBLACION
Especimenes dE dimidiata de las siguientes aldeas de Jutiapa: Casas Mizgaszal y Acatempa.

MUESTRA

Una muestra inicial de 10 individuos @iedimidiata de cada subpoblacién (Solérzano, 2006). De cada
subpoblacion, se seleccionan los tres individuos presenten la banda mas clara luego de la
amplificacién del ADN y corrida en electroforesil producto amplificado fue purificado y
posteriormente enviado a secuenciar. El tamafia deiéstra final para cada aldea fue de 2, ya que no
en todas las muestras amplificadas y secuencisglabtuvieron secuencias legibles.

DISENO EXPERIMENTAL

Unidad experimentat Secuencia ITS2 de cada individuo de las subpmuirias

Tratamientos: Secuencias ITS2 de las subpoblacioned.ddimidiata de las aldeas Casas Viejas,
Carrizal y Acatempa.

Distribucion espaciat Region domiciliaria de las Aldeas: Casa Viejasri2zal y Acatempa donde se
han colectado los especimenes.

Variables dependientesSecuencia ITS2 de las subpoblaciones.diérilidiata

Variables independientes Lugar de procedencia del vector. Aldeas: Casamja¥j Carrizal y
Acatempa de Jutiapa.

TECNICAS A USAR EN EL PROCESO DE INVETIGACION

MATERIALES Y SUMINISTROS

Reactivos
Buffer de extraccion (NaCl, Sacarosa, EDTA, EDTA )
Tris-HCI, SDS) Solucion TBE (TRIZMA Base, Acido Borico,

Acetato de Potasio

Etanol al 95% y al 70%

TE estéril

ARNasa

Agua desinonizada para PCR
Termo Buffer PCR

MgCl

dNTP’s

Cebadores

Taqg Polimerasa Recombinante

EDTA, Agua tridestilada)
Agarosa low ee o
Loading dye

Bromuro de Etidio
Hipoclorito de Sodio
Marcador molecular
Agua destilada

Agua destilada estéril
Acido Clorhidrico

Agua jabonosa



Equipo

Tubos de microcentrifuga de 1.5 mL
Termometro

Micropipetas (0.1 qul; 1-10 ul; 10-100ul y de
100-1000 ml)

Microcentrifugadora

Mechero

Recipientes plasticos

Hielera con hielo picado

Bafio de Maria (65°C)

Congelador a -20°C

Papel mayordomo
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Fosforos

Cajas camiseras

Tubos PCR de 0.2 ml
Balanza analitica
Autoclave.

Microondas

Incubadora

Beaker de 50, 150 y 500 ml
Cémara digital

Camara de electroforesis
Transiluminador

Gradillas para tubos Termociclador de 24 pozos Applied Biosystems
Pistilos Campana de Flujo Laminar
Duroport

RECOLECCION DE DATOS

» Colecta de Material Bioldgico

El material bioloégico (las chinches) fue colectaglopreservado en diferentes afos, previo a la
elaboracion de este trabajo, por el personal debiadorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia
(LENAP)

*» Preservacion de Material Bioldgico

Los ejemplares en el momento de ser colectadosprfuatroducidos en una base de datos, de la
colecciéon de referencia. Asi mismo, los organismesentemente muertos (maximo tres dias) son
disectados en busca de seropositividad para edifiafaypanosoma cruzi. Como paso siguiente, se le
asigna un numero de identificacién, en el cuadeoroespondiente (segun especie de triatomineo o
pais). Se procede a identificar con el mismo nuni@rdrasco de plastico y se introduce al individuo
con alcohol glicerina al 5%. Para el procesamieetmuestras se procede a cortar las patas de dende
extrae el ADN (Landaverde, 2004; Solérzano, 2006).

*» Preparacion de Soluciones

Para el proceso de extraccion se utilizaron difesesoluciones previamente preparadas, como erbuff
de extraccién de ADN y otras soluciones como agetiat potasio y TE con ARNasa, el buffer se
prepara a partir de soluciones preparadas de R&JIA y Tris-HCI (Solérzano, 2006).

» Extraccion de ADN
Para la extraccion de ADN se sigui6 el siguienttéqmolo:
x  Tomar las muestras de las chinches de la sigumeabera:
= Adultos y 5° estadio: 2 patas
= 4y 3er estadio: 3 patas
= 20 estadio: 4 patas
= ler estadio: el individuo entero
Extraer las patas del espécimen con pinzas estgldle pinzas se flamean con ayuda de alcohol y
un mechero, entre cada muestra)
Realizar un lavado de las patas con pl0&anol y luego con agua.
Colocar las patas en tubos de centrifuga de ldebilamente identificados
Agregan 10Qul del buffer de extraccién.
Macerar las muestras con pistilos estériles.
Centrifugar momentaneamente para homogenizar iddodo del tubo.
Incubar las muestras a 65° C durante 15 — 30 nsnuto
Centrifugar en frio 10 minutos a maxima velocidad 4,000 rpm)

ot

X X X X X X X
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= Alicuotar 200ul de etanol frio al 95%.

n  Transferir el sobrenadante para cada muestra al ¢oh etanol frio al 95%. Agitar (Se puede
guardar las muestras a este nivel por tiempo inidiefj

= Incubar en hielo 10 minutos, luego centrifugar 20 em frio a maxima velocidad. (14,000 rpm)

x  Descartar sobrenadante.

= Lavar precipitado (hebras de ADN) en 10@e etanol al 70% y después en etanol al 95%.

n  Dejar secar el precipitado por 12 horas.

= Disolver el precipitado en 5d de TE estéril (pH 7.6) con 1U ARNasa

»  Guardar las muestras a -20 °C
(Dorn, et al., 2002 con las modificaciones de Calde®ginal., 2004 citado en Solérzano, 2006 y
Landaverde, 2004).

» Preparacion de Mezcla Maestra Amplificacion de ADN

Para la amplificacion se preparé una mezcla maestre la descrita mas adelante, la cual fue dascrit
por Mancillaet al. (2001) y modificada y estandarizada para el Laiooio por Sol6rzano (2006).
Luego de preparada la mezcla se agregé el ADNayrgificd en un termociclador.

Preparacion de Mezcla Maestra:

Reactivo Volumen para 1 reaccién

Agua ultrapura libre de ADNasas 16.6 microlitros

MgCl, 1 microlitros

Termo buffer 2.5 microlitros

Dntp’s 0.14 microlitros

Cebadores 0.14 microlitros (de cada unborward y Reverse)
Tag Polimerasa Recombinante 0.2 microlitros

Los cebadores utilizados fueron los siguientes:
ITS-2 forward 5-CTAAGCGGTGGATCACTCGG-3
ITS-2 reverse 5-GCACTATCAAGCAACACGACTC-3

La mezcla se realizaba en una campana de flujm&rpara evitar contaminaciones; posteriormente se
alicuotaba en unidades de 20.5 microlitros en tUPOR y luego a cada alicuota se le agreg6 2
microlitros de cada uno de los productos de extbacce la muestra (ADN). Répidamente se
introducian las muestras en el termociclador (2aliw, 2006). En cada amplificacién se preparaba un
control negativo agregando dos microlitros de adtrapura, en lugar de ADN, a uno de los tubos.

Amplificacion

El proceso de amplificacion se realiz6 en un teiat@dor Gene Amp PCR Systems 2400, Applied
Biosystemscon los siguientes ciclos de temperatura:

1 ciclo: 94 °C por 2 min

25 ciclos: 94 °C por 30 seg; 58°C por 30 seg y #23€30 seg.

1 ciclo: 72°C por 7 min (Solérzano, 2006).

» Montaje y Corrimiento de Geles
Preparacion de Geles
Para la preparacion de geles se siguio el siguotecolo descrito por Dormg al., 2002 con las
modificaciones de Calderd@hal., 2004 citado en Solérzano, 2006:
x  Se mezclaban 1.5 g de agarosa y 150 ml de TBE €l&garosa)
. Se calentaba hasta que la agarosa se disolvia.
n  Se enfriaba mas 0 menos a 60°C, se agregaban 2 dptaromuro de etidio y se vertia en el
molde.

Montaje de los Geles
n  Se cubria el gel con una pelicula fina de TBE 0.5 x
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n  Se mezclaban @l de colorante, se cargaba en la micropipeta y seclaba con 1@l de
muestra de ADN amplificado y se vertia en le pczgel.

x A dos pozos del principio y el final del gel se ¢edoca el marcador molecular, en este caso se
utiliza el Hae Ill con Phi.

. Se corria el gel en la cAmara de electroforedigQavoltios por 1 hora.

x  Cuando no se agregaba en el gel el bromuro, seatmcel gel en un recipiente con bromuro de
etidio a una concentracién de 10 mg/ml por mas nos0 a 30 mintutos, para colorear las
bandas.

Lectura y Fotografia de Geles
= Se observaba si se obtenia la banda de ADN désngéer los geles en un transiluminador a una
longitud de onda de luz UV 256 nm
o Si era posible se tomaban fotografias digitales ppsteriormente podian ser analizadas en
computadora. (Solorzano, 2006)

*» Purificacion
La purificacion se realizo siguiendo el protocahsdrto del kit de purificacion de la casa comercial
Quiagen. Las muestras que mostraron bandas clarda electroforesis fueron purificadas de la
siguiente manera

x  Se afladieron 10 ml. de isopropanol al 100% a 15elbdffer de union. Se guardé a

temperatura ambiente.

n  Se afadieron 2.3ml de isopropanol a 23 ml. de bufée uniéon. Se guarddé a temperatura
ambiente.
Luego, se afiadieron 32 ml. de etanol 98% a 8 nituffer de lavado.
Guardando las muestras a temperatura ambientegsedp afiadiendo 4 volumenes del buffer
de unién con isopropanol a 1 volumen del produet®@R. Se mezclo bien.
Se afiadi6 la muestra con el buffer apropiado allarma giratoria.
Luego se centrifugd la columna a temperatura amiarit,00 rpm por 1 minuto.
Se descarto el fluido y se coloco de nuevo la coluen el tubo colector.
Se afnadieron 650 microlitros de buffer de lavadoetanol a la columna.
Se centrifugd la columna a 10,000 rpm por gramarmterun minuto. Descartando el fluido del
tubo colector y se colocé la columna en el tubo.
Se centrifug6 la columna a maxima velocidad a teatpea ambiente por 3 minutos para
remover cualquier residuo del buffer de lavado gescarté el tubo colector.
Luego se colocé la columna giratoria en un tubeldsion
Se afadieron 50 microlitros de buffer de elucidiX}7.0) al centro de la columna.
Se incubo la columna en un cuarto a Temperaturganepor un minuto
Se centrifugd la columna a méxima velocidad potiirutos.
El tubo de elusién contenia un producto de PCRipaudio, se retird y descartd la columna.
Se guardo el purificado a -20°C

o g ot

ot X X X X X

X X X X X X

» Secuenciacion

Una vez realizada la purificacion de los produdbtenidos del PCR se procedio6 a realizar el erwié d
las muestras a Estados Unidos, a través de unacoasecial, donde se llevé a cabo el proceso de
secuenciacion; esto debido a la carencia del equépesario para realizar dicho proceso en Guatemala
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ANALISIS DE DATOS

Una vez obtenidas las secuencias, éstas se coftaedlitaron utilizando el programa ChromasPro
version 1.41, se obtuvo una secuencia consensadaeirndividuo con base a la lectura del segmento de
interés en direcciones opuestas (F 3'-5' y R 5/-Bara ello se utilizé el programa DNAMAN version
5.2.9., confirmando siempre los datos del cromatogr con ChromasPro. Para comparar los datos y
observar las relaciones de las subpoblaciones tapducon otras poblaciones, asi como para
determinar si existian variaciones en las agrupasimbtenidas, se bajaron 7 secuencias de la base d
datos de GenBank, asi como la del grupo exté@ritoma nitida, utilizando una busqueda en Blast
como el servidor de la base de datos genética; wiando el programa MEGA versién 4.0.1.
(Tamuraet al., 2007). Posteriormente se alinearon las secuedeiasdos los individuos utilizando el
método de alineacion multiple Clustal W con el panga MEGA, y DNAMAN; los pardmetros
utilizados fueron los estandares del programa.

El método de alineacion mdltiple Clustal W es untadé de alineacion progresiva. En este, las
secuencias mas similares, que son aquellas cquidsaciones mas altas de alineacion son alineadas
primero. Luego, progresivamente las secuencia®slgiupos mas distantes se alinean hasta que se
obtiene una alineacién global. Esta aproximacidmrisca es necesaria debido a lo prohibitivo que
seria para la memoria y el requerimiento de tieglgmuscar una solucién 6ptima global. El algoritmo
empieza a computar una matriz de distancia entla par de secuencias basadas en un punteo de
alineacion por pares. Esto se hace utilizando kr&metros para secuencias de ADN y proteinas.
Luego, el algoritmo utiliza el método del vecinosw&rcano enraizando puntos medios para crear una
guia de arbol, el cual es utilizado para generafiteeacion global. El arbol guia sirve como pléanti
para los clados que tienden a compartir caracteemserciones y delecciones. Esto generalmente
provee un resultado muy cercano al 6ptimo, esprerate cuando la base de datos contiene secuencias
con diferentes grados de divergencia, por lo quéelel guia es menos sensible al ruido (Taretigh,
2007).

Se analizaron las secuencias y los porcentajesudeatidos de cada secuencia, asi como los sitios
polimérficos (sitios con mas de un estado de cardatla vez) y parsimoniosos (sitios que dan
informacién sobre las relaciones entre los orgamssras decir sinapomorficos 0 compartidos). Esto se
realizé utilizando el programa MEGA 4.0.1 y DnaS#Psion 4.50.3.

Utilizando DnaSP se analizaron y obtuvieron losldtagms para estas secuencias; para ello no se
consideraron las grietagaps). Una vez obtenidos los haplotipos se determinddileersidad
haplotipica, el cual es un pardmetro que indigadéabilidad de que dos haplotipos cogidos al emar
una poblacién sean diferentes. Se puede estimar:com

L
=N [1_5p? i i
h_n_l{l %:p‘ ] Mei ¥ Tajima (1581}

Donden es el nimero de copias genéticas en la mudstes, el nUmero de haplotipospy es la
frecuencia de haplotipdsen la muestra. La diversidad haplotipica da undiagaede diferentes tribus
matriarcales en una poblacién. En una poblacionomdmficas su valor es 0 (Nei y Tajima, 1981 citado
por Vera, 2006).

Construccion de Arboles Filogeogréficos:

Para el andlisis filogeografico se utilizaron tantétodos de parsimonia como métodos de distancia
Neighbor- Joining (NJ).

" Haplotipo se refiere a la combinacién especifiealélos o cualquier otro marcador genético present
en alguna area definida del genoma (Legtid., 1996).
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Método de Maxima Parsimon{&P)

La reconstruccion mediante el método de MP coraidada posicion nucleotidica como un caracter
discreto y genera una relacion entre las secuendeplotipos teniendo en cuenta el minimo namero
de pasos mutacionales necesarios para agrupaddss(Vera, 2006).

La busqueda del arbol mas parsimonioso, se realfiltéando el algoritmo de Intercambio del Vecino
mas Cercano ose-Neighbor-Interchnge algorithm- CNI-) para todas las secuencias, y el método de
Branch and Bound para los haplotipos.

El método CNI reduce el tiempo de busqueda proddoieprimero un arbol temporal y luego
examinando todas las topologias que son diferentsge arbol temporal por una distancia topolégica
dedr = 2 y 4. Si esto se repite muchas veces, y toamdopologias examinadas previamente son
obviadas, uno usualmente puede encontrar el atlokg busca. Para el método de MP, la busqueda
CNI puede empezar con un arbol generado por adal&atoria de secuencias. Este proceso se repite
multiples veces para encontrar el arbol MP (Tanaura., 2007). Este se utiliza cuando se tiene un
namero alto de secuencias ya que la busqueda e voey larga.

El algoritmo de busquedaranch-and-bound es un método que garantiza encontrar todos ladesrb
MP sin realizar una busqueda exhaustiva (Tanetira., 2007), Unicamente busca los arboles que
aparentemente son mas cortos, a partir de un pérbei realizado, donde su longitud sirve de limite
superior (Lipscomb, 1998).

Para determinar el nivel de confianza del arbolutkzd la prueba de remuestreo o permutacion
(bootstrapping) con 1000 réplicas (Marcillet al., 2002), el cual consiste en eliminar al azar ilaeande

los caracteres de una matriz de datos, duplicgpbra obtener una matriz del mismo tamafio) y aaraliz
esta nueva matriz para obtener el o los cladogrfilagramas) mas parsimoniosos. Este proceso se
repite y el porcentaje que aparece que aparece aadponente se considera un indice de soporte
(Morrone, 2000). Todas las posiciones con grietdatygs faltantes no se tomaron en cuenta.

En el analisis de MP, se calcularon varios esfadsstdescriptivos, como la longitud del arbol (L),
indice de consistencia (Cl), indice de retensidh€Rndice de composicion.

La longitud se representa por el nUmero de pasossag0s para sustentar las relaciones genealdgicas
en el arbol. Para un caracter individual es el mnue cambios en el estado de caracter o pasos
requeridos para que se ajuste a un arbol. La senéstds da la longitud total del arbol. Cuanto mejo
sea el ajuste de los caracteres al filogrammenor sera el niimero de homoplasias y, por endeor
sera la longitud del filograma (es decir, sera sidgle o0 parsimonoioso) (Morrone, 2000; Lipscomb,
1998).

El indice de consistencia cuantifica la homoplasiativa de un caracter. Se calcula dividiendo el
namero de pasos esperados (dado el nimero de gmsasacter) entre el nimero real de pasos. Cl =
m/s, donde m: cantidad minima de cambios pararétts (es igual al nimero de pasos menos 1) y s:
namero real de pasos en el filograma (Morrone, 2000

El indice de retencidén cuantifica la homoplasiaeobada en un caracter en funciéon de la homoplasia
posible. RI= (g-s) / (g-m), donde g: mayor cantigadible de cambios que podria tener el caractet en
filograma, m: cantidad minima de cambios (es igli@limero de estados menos 1) y s: niumero real de
pasos (Morrone, 2000).

En el caso de obtenerse mas de un arbol igualnpansgmonioso se construyé un arbol consenso, el
cual es utilizado para mostrar la informacién azete las relaciones de los taxa que todos lode&rbo
igualmente parsimoniosos tienen en comun. El &tbatonsenso estricto es el Unico que solo incluye
los componente totalmente no ambiguos. Cuandochgyan algunos grupos no totalmente sustentados
0 sustentados ambiguamente, deberian llamarsenamiso (Morrone, 2000; Lipscomb, 1998).

* Nombre del cladograma que se genera en anél@iedigraficos.
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Andlisis mediante el algoritmo del vecino méas ceocalNei ghbor-joining (NJ)

El algoritmo NJ se basa en la blusqueda de lasasatej secuencias o haplotipos que genera un arbol
con una longitud menor de sus ramas. Se parte debohen forma de estrella que no da ningun tgo d
informacién, a partir de éste y utilizando la nmatte distancia entre secuencias se van creando las
parejas que minimizan la distancia de las ramasn@fet al., 2001 citado por Vera, 2006).

Para el analisis utilizando distancia con NJ séz@a| analisis a partir de dos parametros diferen
Kimura-2-parametros y Tajima-Nei. Ambos paramefragen del hecho que se ha logrado establecer
que la tasa de transiciones es generalmente magolagtasa de transversiones. Kimura en el afio de
1980 propuso un modelo en el que incluye un par@megara transicioneso) y otro para las
transversionesfj. S = (1u-2B). En este modelo cada nucleétido tiene una tasaudétucion
transicional ¢) por unidad de tiempo y dos tasas de sustitucastersionalf{) por unidad de tiempo.

El modelo de Tajima-Nei (4 pardmetros) planteassl de cuatro parametros y le asigna uno a cada
nucledtido, por ejemplo las sustituciones que eorlh al nucledtido de Adenina (G-A,C-Ao0T)A
tendran la tasa de sustituciany asi para los cuatro nucleétidos. DorSles (1$8-6-0) S, = (1- 8-0)

S; = (Lo-B-0) S4= (Lo- B - 8) (Tamuraet al., 2007). Este modelo parece adecuado para explicar
relaciones y la evolucién de grupos con una elecad#osicion de A-T (Cortest al., 2004 citado por
Vera, 2006), como se presentd en este caso.

Se realizé una prueba de replicabilidad o remuestom 1000 réplicas en cada uno. Los arboles se
realizaron utilizando el programa MEGA 4.0.1.

Anadlisis de Distancia y Divergencia Evolutiva

Por dltimo se realizaron andlisis de distanciawedjencia evolutiva. La estimacion de la distamiga
composicién de secuencias se realizd con basa®uiferencias en la composicion nucleotidica entre
las diferentes secuencias. Este corresponde a dio ohe la suma del cuadrado en las cuentas de bases
(o residuos). En este caso se presenta la distanc@mposicion por sitio, el cual esta dado por la
distancia en la composicién total entre dos sedasndlividido por el numero de posiciones
comparadas, excluyendo las grietas y datos faftgfftemuraet al., 2007). El analisis se realizé en
MEGA4.

La estimacion de la divergencia evolutiva entresiasuencias de los haplotipos se realizé a paatir d
namero de sustituciones de base por sitio delsasd@tre secuencias de los siete diferentes lagsot

El andlisis se realizé utilizando el método Kim@rparametros en MEGAA4.
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RESULTADOS
Analisis de Secuencias

Se obtuvo un total de 6 secuencias correspondiahtesgmento ITS-2 dériatoma dimidiata de tres
aldeas de Jutiapa, Carrizal, Casas Viejas y AcaterBebido a que no se encontré una evidente
diferenciacion entre estas, se analizaron junto t@ecuencias mas obtenidas de la base datos de
GenBank, las cuales incluyen especimenes. diémidiata de Guatemala (Peten, Quiché), El Salvador
(Santa Ana), Honduras (San José), Nicaragua (MadMzxico (Oaxaca, Campeche) y Panama
(Chiriqui). (Tabla 1) Todas estas secuencias skzartin para poder comparar las secuencias,
determinar como se relacionan las subpoblacionedutiapa con otras poblaciones, y que tanto se
separaban de otros grupos. Se utillzéatoma nitida (Guatemala: El Progreso) como grupo externo
para enraizar los arboles.

Tablal. Poblaciones y Subpoblaciones Hedimidiata y T. nitida estudiadas, incluyendo el lugar de
origen, numero de la coleccion del LENAP, nimeradeeso de GenBank, longitud de la secuencia y
contenido de Adenina y Timina en porcentaje.

No. GenBank Londge|tud Contenido
Taxon Lugar de Origen Coleccion No. De Secuencia| de AT (%)
LENAP Acceso (pb)
1 Carrizal, Jutiapa, Guatemala A2812 477 76.5
2 Carrizal, Jutiapa, Guatemala A2833 477 76.5
3 Tablon, Acatempa, Jutiapa, Guatemala A2959 4717 576
4 \éalle Abajo, Acatempa, Jutiapa, A3106 477 76.7
uatemala
5 Casas Viejas, Jutiapa, Guatemala C829 476 76/5
6 Triatoma Casas Viejas, Jutiapa, Guatemala C834 4777 76/5
7 dimidiata Santa Ana, El Salvador DQ8713556 76.3
8 | Latreille, 1811 | San José, Honduras AJ28687bH 476 76.5
9 Madriz, Nicaragua AJ286876 477 76.1
10 Oaxaca, México AJ286878 477 76.1
11 Chao-Sacapulas, Quiché, Guatemala DQ871357 476 1 76.
12 Campeche, México AY86413 476 76.1
13 Yaxha, Petén, Guatemala AM286722 471 75.8
14 Chiriqui, Panama AM286709 475 76.4
Triatoma
15 | nitida Usinger, | El Progreso, Guatemala AM286733 472 76.2
1939

La longitud de la secuencia para las subpoblacidaekitiapa fue de 477 pares de bases (pb), excepto
para una secuencia de Casas Viejas con 476 pbtdéaslas secuencias analizadas el rango obtenido
para la longitud del segmento de ITS2 esta entte4Z7 pb. Siendo las secuencias de Petén y deb grup
externoT. nitida, las que presentaron el menor nimero de based,7doyn 472 respectivamente.

La composicion de bases en todos los casos estummada por Ay T. Para las secuencias de Jutiapa,
el porcentaje se mantuvo entre un 76.5-76.7% (%6)5Siendo 76.5% el valor méas constante en todos
los casos, ya que Unicamente la secuencia de Madlp en Acatempa obtuvo un valor de 76.7%.

En el resto de secuencias se obtuvieron porcetigggamente menores, 75.8-76.5% (76.2%).

Al realizar la alineacion utilizando Unicamente $&$s secuencias de Jutiapa, se obtuvo un to#&fde
sitios, 476 sitios al excluir grietas y datos falts. De éstos, 474 eran sitios monomdérficas y dos
polimérficos correspondientes a dos mutacionefaeposiciones 25y 441 (Fig.4 A).

Al realizar la alineacion utilizando el resto decwsencias, el niumero de sitios en las secuencias se
amplio a 490 incluyendo las grietas, de los cuadepresentaron alguna variacion, 13 fueron puntos d
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inserciones multiples donde Unicamente una o doseseias tenian alguna base y 423 fueron sitios
constantes.

Dentro de las variaciones, Unicamente 2 diferenciasleotidicas se encontraron dentro de las
subpoblaciones de Jutiapa, una transversién A/T. eimidiata del Carrizal (A2833) y una transicion
C/T enT. dimidiata de Valle Abajo, Acatempa (A3106). En la Figurs@ ,muestran las diferencias en
las secuencias de los 54 sitios donde hubo vana€iomo se observa, la secuencia del grupo externo
T. nitida, es la que presenta el mayor nimero de diferencias

1 1111111111 1222223333 3333333444 4444444444 4444
1222455560 0023455589 9115780112 2346899000 0000123335 5578
74593473035 §986912445 9586995235 9824079012 4575321251 3696

* *
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GUA-TJutiapatihcatempa(Tablon) _B2Z959 L. . i it iiiiis te it aaa s smsaasaaas raeaaa e e
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GUA-TJutiapa:Caszas_Viejazs_C8EZ9 Lot it iiiiee teesranmss smssacsnas sammaanann
GUA-TJutiapa:Caszas_Viejazs_C834 it ii s i iiiiainns saesranmss smsaansnns tammsannns
EL_SALVADOR-%ta Ana DOS713535  uoeeaas L T
HONDURAG-San Jose AJZE6875

NICARAGUA-Madriz ATZH6576 ofn nonnnon ooolzanonon oooooooooo Ao alfhaoacoon
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T. nitidalGUA-El vrodresciiMz86733 T--A.TAC-C .AC.TTA.A- T-GA.ATT.Ah ACT.CGAGAT GGGCT.CATA .TTA

Fig. 2 Diferencias encontradas en las secuencias IT3-2Rr de las poblaciones y subpoblaciones
de T. dimidiata analizadas. Los numeros (que se leen verticallhesgterefieren a las posiciones
obtenidas en el alineamiento utilizando la funail@nCLUSTAL-W en MEGA 4.0.1. (Tamurgt al.,
2007). Donde: = bases iguales; - = insercion/delecion; *= sifassimoniosos

En el andlisis de sitios polimoérficos a partir ddas las secuencias, utilizando DnaSP 4.5.03 (R#bzas
al., 2003), se tenian 490 sitios iniciales, 457 sitibexcluir grietas y datos faltantes. Se obtuviet10
sitios monomdarficos o sitios invariables y 47 pdlificos o sitios con mas de un estado de caradeer a
vez, dentro de los cuales habia 50 mutaciones.r@®eetlos sitios variables o polimérficos habia 38
sitios univariables, estos son los sitios dondestexuna Unica variacion y 9 parsimoniosamente
informativos es decir, aquellos con mas de unawenm pero cada variante representada en dos o0 mas
secuencias. De estos ultimos, 8 tenian dos vasigbtesicion 17, 29, 43, 154, 218, 325, 405 y 408) y
tres variables (posicion 401).

Todas las secuencias de Jutiapa presentaron ebnmsonosatélite (ATJTTT(AT)- entre la base 46 y
72, el cual comparten con el resto de poblacior@scapcion de una, con la que diferian en una base,
en la posicion 60. (Figura 3). Los microsatélites an tipo de marcador molecular muy utilizado en
sistematica molecular para establecer relacioné®jas niveles taxondmicos (Carranza, 2002), y
corresponde a un tipo de ADN repetitivo no codiftea

44444455 EEEEEEEE6EEERAEEEETTTRRT
4567820123456759012353456782012345
Microzatélite TTATATATATATTTTATATATATATATATTGS
El Zalwvador: 2ta Ana = ... iiieoiii...n [Booooooo0o0o000000 0

Fig. 3 Los dos tipos de microsatélites encontrados epdataciones y subpoblaciones analizadas. El
primero muestra el microsatélite generalizado pagas las secuencias y el segundo corresponde a la
de El Salvador con la Unica base en la que diferian

En el andlisis de haplotipos, utilizando Unicaméas$esecuencias de Jutiapa, se encontrd un totedsle
haplotipos, el Hapl formado por una secuencia deiifal (A2812), el Tablon y las dos secuencias de
Casas Viejas. El Hap2 corresponde a la otra seizudatcCarrizal (A2833) y el Hap3 a la secuencia de
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Valle Abajo. La diferencia entre estos haplotipssie Unicamente un nucléotido entre ellas (Fig).4 A
A partir de estos tres haplotipos se obtuvo unardigtad haplotipica (Hd) de 0.60 esta diversidaghes
parametro que indica la probabilidad de que dodolipps cogidos al azar en una poblacién sean
diferentes. Al realizar el andlisis de haplotiptifzando todas las secuencias se encontrd undetdl
haplotipos diferentes (Fig. 4 B), de los cuales dmsesponden a las subpoblaciones de Jutiapa. El
Hapl que lo presentaron 7 secuencias, incluye ddassecuencias de El Carrizal, las dos de Casas
Viejas y la de Tablén, Acatempa en Jutiapa. Ademélsiye a las secuencias de Santa Ana en El
Salvador y San José en Honduras. El Hap2 Unicanmecite/e una secuencia y corresponde a la de
Valle Abajo, Acatempa en Jutiapa. La diferenciaremstos dos haplotipos es un nucleétido en la
posicién 453, donde el Hapl presenta una C y eRHiaja T. El resto de haplotipos corresponde a las
otras poblaciones.

La diferencia en el numero de haplotipos obtenidizando Unicamente las secuencias de Jutiapa y la
obtenida al utilizar todas las secuencias, en ddasledos secuencias del Carrizal corresponden al
mismo haplotipo, es debida a las diferencias eriglero de sitios y posiciones nucleotidicas utiiza

en el analisis luego de la alineacion. En el aisadfle Jutiapa, donde se obtuvo una alineacion fieal
477 sitios, la posicion 25 se considero6 en el sisdfia que todas las secuencias presentaron ridokeot
en dicha posicién, mientras que al utilizar todasdecuencias, el sitio se eliminé del analisisdded

que el grupo externo presentaba una grieta, yrainglrse del analisis todos los sitios con grieiase
considero dicha variacion.

25 441

Hapl: 4 [1 3 5-6] B C
HapZ: 1 [Z] T C

A  Hap3: 1 T4] A T

11111111111 22223333333333444444444444449444
124550002345558315780112346853900000001233355578
TA37838986212445865 500823582407 9012457832125136564

Hapl: 7 [1-3 5-8] ATTTTTACATGATT TEATCTACTGACTTAGTGCTAATATTCGECCCT
HapZ: 1 2 T...
Hap3: 1 [ e e e e e e e e e e e e, L
Hap4: 3 [10-1Z] P A e e e
HapS: 1 [13] 1 - T GG ... [T o B CLAl Al
Hap&: 1 R 2 | L
B. Hap7: 1 [15] TA.ACC, AT, TTA., ATEA, ATT . ACT . CEAGATEEECT . CATA. TTA

Fig. 4 Diferentes haplotipos encontrados en las secuer€id-2 del ADNr de las poblaciones y
subpoblaciones dé&. dimidiata analizadas, con el nimero de secuencias de cadaAuiHaplotipos
obtenidos al utilizar Unicamente las subpoblaciateegdutiapa, con un total de 477 sitios luego de la
alineacion. Donde los sitios 25 y 441 corresporaldos sitios polimorficos. B. Haplotipos obtenidos
utilizando todas las secuencias con un total des#t8fs luego de la alineacion. Los nimeros (que se
leen verticalmente) se refieren a las posicioneslentidicas. Los numeros entre corchetes, las
poblaciones con base en el orden de la Tabla lpasisiones que contenian espacigepg) y datos
incompletos fueron eliminadas Donde: bases iguales; - = insercion/delecion; *= sipassimoniosos.

El andlisis se realizé utilizando DnaSP 4.5.03 @getal., 2003).

Analisis Filogeografico

El analisis filogeogréfico se realizé utilizandatia el método de maxima parsimonia (MP) como el de
vecino mas cercandNéborhbor-Joining) (NJ). Para la construccion de arboles con MR) kxd sitios
donde hay al menos dos diferentes tipos de nudtintcada uno representado al menos dos veces, son
utilizados (sitios parsimoniosamente informativo€tros sitios variables no son utilizados para
construir arboles con MP, sin embargo estos sirformativos para los métodos de distancia como el
de NJ utilizado (Tamuret al., 2007).
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GUA-Jutiapa:Acatempa(Tablon) A2959

— GUA-Jutiapa:Acatempa(Valle Abajo) A3106
GUA-Jutiapa:Casas Viejas C834
GUA-Jutiapa:Carrizal A2833

GUA-Jutiapa:Casas Viejas C829
GUA-Jutiapa:Carrizal A2812
T. nitida(GUA-EI progreso)AM286733

—
0.01

Fig. 5 Arbol filogeografico de las subpoblaciones Hedimidiata estudiadas, a partir del método NJ
derivadas de los datos de distancia evolutiva (Kamu2- pardmetros). Se muestra el arbol éptimo con
una suma de longitud de ramas = 0.094.). Todagdsigiones que contenian espaciagps y datos
incompletos fueron eliminadas. Un total de 461 @oses habian en la base de datos final. El asdlisi
se realiz6 utilizando MEGA4 (Tamuehal., 2007).

GUA-Jutiapa:Carrizal A2833

— GUA-Jutiapa:Acatempa(Valle Abajo) A3106

GUA-Jutiapa:Casas Viejas C829

44 | HONDURAS-San Jose AJ286875

GUA-Jutiapa:Carrizal A2812

EL SALVADOR-Sta Ana DQ871355

GUA-Jutiapa:Acatempa(Tablon) A2959

GUA-Jutiapa:Casas Viejas C834

—— NICARAGUA-Madriz AJ286876

—— PANAMA-Chiriqui AM286709
MEXICO-Campeche AY860413

5 MEXCO:Oaxaca AJ286878
GUA-Quiche:Sacapulas DQ871354

GUA-Peten:Yaxha AM286722

T. nitida(GUA-EI progreso)AM286733

100

100

100

—
5

Fig. 6. Arbol Consenso de las poblaciones y subpoblasioled. dimidiata, basado en el analisis de
maxima parsimonia. Utilizando la opci@hose-Neghbor-interchange algorithm. Cl: 0.83, RI: 0.90. El
porcentaje de arboles parsimoniosos en el cuas@siaaon los taxa juntos, se muestra a la parsie la
ramas. Todas las posiciones que contenian espagas y datos incompletos fueron eliminadas. Un
total de 457 posiciones habian en la base de dials de los cuales 9 fueron parsimoniosamente
informativos. El andlisis se realizé utilizando MEG(Tamuraet al., 2007).

Dentro de las subpoblaciones de Jutiapa no se @htn& separacion clara, el nivel de replicabilidad
obtenido en algunos grupos era minimo, por lo gaeeen como un Unico grupo colapsado. En la Fig.
5 se presenta el arbol obtenido a partir del métddl@inicamente con las poblaciones de Jutiapa y el
grupo externo, donde se puede observar claramest&@ existe una separacion evidente entre estos
grupos. A partir de estos datos no fue posiblezaalin andlisis por el método de parsimonia dehido
que las subpoblaciones no presentaron ningunacsit@fia o caracter compartido. Unicamente la
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subpoblacién de Valle Abajo en Acatempa presergaautiapomorffa que se representa con una rama
un poco mas larga dentro del clado.

Debido a la poca diferenciacion observada en epa@rde Jutiapa, se realizaron diversos analisis
utilizando otras poblaciones, para observar laaci@hes con otros grupos y si existia alguna
modificacion en el agrupamiento. El andlisis paosioso se realizé utilizando el algoritmo de
Intercambio del Vecino Cercan@lpse-Neighbor-Interchnge algorithm) para la busqueda del &rbol mas
parsimonioso, corl. nitida como grupo externo. Se realizé en todos una praebeeplicabilidad
utilizando bootstrap de 1000 réplicas. A partir del método de maximaipania (MP) se obtuvo un
arbol consenso de un total de 153 arboles iguabmggatsimoniosos con una longitud de 50. El indice
de consistencia (Cl) fue de 0.833, el indice denabn (RI) = 0.90 y el indice de composicién =6d.8
para todos los sitios y 0.75 para los sitios pavsiosos informativos. El arbol consenso es el gue s
muestra en la Figura 6. Los valores a la par derdasas representan el porcentaje de arboles
parsimoniosos en el cual se asociaron los taxagunt

Las subpoblaciones de Jutiapa, se encuentran a@sigen un Unico clado, al igual que lo ocurrido
cuando se consideraron Unicamente las secuencidstidpa. La principal diferencia es que el clado
donde se encuentran, estd compartido con las pofdsc de El Salvador, Honduras y Nicaragua
utilizadas. Los otros clados formados, corresporadés grupos hermanos que serian las poblaciones
de los otros sitios y el grupo mas distante queesponde al grupo externo.

GUA-Jutiapa:Carrizal A2833

— GUA-Jutiapa:Acatempa(Valle Abajo) A3106
EL SALVADOR-Sta Ana DQ871355

57 | GUA-Jutiapa: Acatempa(Tablon) A2959
GUA-Jutiapa:Casas Viejas C829
HONDURAS-San Jose AJ286875
GUA-Jutiapa:Carrizal A2812
GUA-Jutiapa:Casas Viejas C834
NICARAGUA-Madriz AJ286876
PANAMA-Chiriqui AM286709
MEXCO-Campeche AY860413
MEXCO:Oaxaca AJ286878
GUA-Quiche:Sacapulas DQ871354
GUA-Peten:Yaxha AM286722

T. nitida(GUA-EI progreso)AM286733

0.01
Fig. 7 Arbol filogeografico de las poblaciones y subpoliaes deT. dimidiata estudiadas, a partir del
método del vecino mas cercandeighbor-Joining) derivadas de los datos de distancia evolutiva
(Kimura — 2- parametros). Se muestra el arbol dpticon una suma de longitud de ramas =
0.11507153. A la par de las ramas se muestra eép@je de réplica del arbol en el que se asoomn |
taxa a partir una prueba deotstrap (1000 replicas). Todas las posiciones que comeaspacios o
gaps y datos incompletos fueron eliminadas. Un totadlié posiciones habian en la base de datos final.
El andlisis se realizé utilizando MEGA4 (Tametal., 2007).

$ Autapomorfia es un estado apomoérfico presentse@mico taxén. Apomérfico es un estado que surge
a partir del estado plesiomérfo (ancestral), e dee resulta de una transformacion del caraeptrd
del grupo en estudio.
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La topologia del arbol filogeografico derivado ds tistancias de Kimura-2-parametros y Tamura-Nei
utilizando el método de Vecino mas Cercano (NJJ (Fisolo se muestra uno de ellos) fue idéntica
entre ellas y muy similar con el arbol de maximesipaonia. Donde las subpoblaciones de Jutiapa estan
entremezcladas y agrupadas en un solo clado cqmldaciones de El Salvador y Honduras. Todos
estos formando el grupo hermano de la poblacioMaeliz (Nicaragua) con una replicabilidad de tan
solo 61%.

A partir de los 7 haplotipos encontrados dentrdadediferentes secuencias, se construyd un filogram
(Fig.8) basado en el método de MP y en el cualtdieéuuna busqued®ranch and Bound, para
encontrar todos los posibles arboles mas parsirmosj@sto debido a que el bajo nimero de haplotipos
permitio la realizacién de una busqueda completarteles. A partir del arbol consenso obtenido, se
observa que el Hapl esta cercanamente relacioradelcHap2 (formado por una Unica secuencia:
Valle Abajo, Acatempa), siendo éstos grupos hermiaaonque con una replicabilidad baja (33%).
Estos dos haplotipos, que corresponden a los grdeautiapa, Honduras y el Salvador, forman el
grupo hermano del Hap3 que corresponde a Madriti@ragua, por lo que todos éstos se encuentran
muy relacionados. Estos resultados concuerdan @®mbtenidos al utilizar las secuencias en su
totalidad. El Hap4 formado por las muestras de l@@jidOaxaca y Campeche estd cercanamente
relacionado con El Hap6 de Panama. Y estos dos ctado forman el grupo hermano del clado donde
se encuentran las subpoblaciones de Jutiapa, oamd=l Salvador, Honduras y Nicaragua. El Hap5
correspondiente a la poblacion de Yaxhd, Peteh grsigo basal en el filograma, y quien se supondria
gue se separ6 primero, debido a su cercania o externo.

33— Hap1
100 L Hap?2

100 Hap 3
Hap 4
100L———Hap 6
Hap 5
Hap 7

Fig. 8. Arbol Consenso de los diferentes haplotipo$.démidiata, y T. nitida, basado en el analisis de
maxima parsimonia. El arbol se obtuvo a partir dérl¥les igualmente parsimoniosos. Las ramas
correspondientes a porciones reproducidas en m#elo45% estan colapsadas. Presenta un Cl de
0.961, un Rl de 0.778, un indice de composiciéf.dé8 para todos los sitios y de 0.778 para losssit
parsimoniosos. El porcentaje de arboles parsimogsi@n el cual se asociaron los taxa juntos, se
muestra a la par de las ramas. Todas las posictpreesontenian espaciogaps y datos incompletos
fueron eliminadas. Un total de 457 posiciones habiala base de datos final, de los cuales 7 fueron
parsimoniosamente informativos. El andlisis sezéaltilizando MEGA4 (Tamurat al., 2007).

La Tabla 2 muestra una matriz de datos con la astim de la distancia en la composicion
nucleotidica, la cual es una medida de la difeeerai la composicion nucleotidica de un determinado
par de secuencias. Las distancias en la composi#otas secuencias entre las subpoblaciones de
Jutiapa fueron practicamente nulas, con valoresetle en casi todos los casos. A excepcion de la
subpoblacion de Valle Abajo en Acatempa, la cuaéstna una distancia de 0.002 en relacion a los
otros grupos de Jutiapa. Las poblaciones de EB8alvwy Honduras confirman los datos de los arboles
con valores idénticos en la distancia nucleotidiedas secuencias de Jutiapa. Las distancias nsayore
entre secuencias se observan en todos los casoglocse comparan con la poblacién de Yaxh4, Peten,
con valores entre 0.020-0.057. Donde 0.04 es tardim promedio entre las subpoblaciones de Jutiapa
y Yaxha y 0.016 con el grupo externo.
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Tabla. 2 Estimacion de la Distancia de Composicidte SecuenciasSe muestran las diferencias en la
composicién nucleotidica entre las diferentes segiae. Todas las posiciones que contenian espacios
(gaps) y datos faltantes se eliminaron de la base desdbtubo un total de 457 posiciones en la base de
datos final. El andlisis se realiz6 en MEGA4 (Taatral., 2007). Los numeros corresponden a las
secuencias en el orden de la Tabla 1.

1 2 3 4 5 & 7 a g 10 11 1z 13 14 15
[ 1]

[ 2] 0.000

[ 3] 0.000 0.000

[ 4] 0.002 0.002 0.002

[ 5] 0.000 0.000 0.000 0.002

[ 6] 0.000 0.000 0.000 0.002 0,000

[ 7] 0.000 0.000 0.000 0.002 0,000 0.000

[ 8] 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0,000 0,000

[ ] 0.004 0.004 0.004 0,011 0,004 0.004 0.004 0.004

[10] 0.007 0.007 0.007 0.015 0,007 0.007 0,007 0.007 0.002

[11] 0.007 0.007 0.007 0.015 0.007 0.007 0.007 0.007 0.002 0.000

[12] 0.007 0.007 0.007 0.015 0,007 0.007 0.007 0.007 0.002 0.000 0,000

[13] 0.037 0.037 0.037 0.057 0,037 0.037 0.037 0.037 0.028 0.020 0.020 0.020

[14] 0.002 0.002 0.002 0.007 0.002 0.002 0.002 0.002 0.007 0.004 0.004 0,004 0,028

[15] 0.0l5 0.0l5 0.015 0.022 0,015 0,015 0,015 0.015 0.024 0.015 0.0L15 0,015 0,026 0.007

Tabla. 3 Estimacion de la Divergencia Evolutiva eme las Secuencias de Haplotipo&e muestra el
numero de sustituciones de base por sitio delsass@ntre secuencias de los siete diferentes fagsot
El andlisis se realizé utilizando el método Kim@rparametros en MEGA4 (Tamuebal ., 2007).

1 2 3 4 5 6 7
[Hapl]

[Hap2] 0.00Z

[Hap3] 0.004 0.007

[Hap4] 0.011 0.013 0.011

[HapS] 0.025 0.027 0.029 0.031

[Hap&] 0.007 0.00% 0.011 0.009 0.027

[Hap7] 0.088 0.091 0.088 0.088 0.086 0.091

Los resultados de la divergencia evolutiva entseskcuencias de los haplotipos (Tabla 3), muektran
mayor divergencia con el Hap7, quien correspondgrigto externdl. nitida. Las subpoblaciones de
Jutiapa, que estan representadas por el Hapl y, iHapstran las mayores afinidades entre ellas, con
un valor 0.002. Seguida de la relacién con el Hap8, 0.004 y 0.007. El haplotipo que muestra las
mayores divergencias evolutivas entre secuencidsdimidiata, es el Hap5, lo cual confirma los datos
de los diferentes arboles, donde la poblacion déh&arepresentada por el Hap5, es la més distante d
todas.
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DISCUSION

A pesar del pequefio y limitado niumero de muesttiligaglas, el resultado de la comparacién de
secuencias y el andlisis filogeograficos (anali®sVIP y NJ), indica que el espaciador ITS2 no es lo
suficientemente sensible para resolver relaciorgifeyenciar subpoblaciones de Jutiapa, de unagorm
consistente. Sin embargo, si es Util para resakfaciones en otros niveles taxonémicos superiores
(Bargueset al, 2002; Barguest al, 2000; Marcillaet al, 2001. Las deleciones, inserciones o
sustituciones de algunas bases nucleotidicas pessen algunas secuencias, son las que permiten la
separacion y diferenciacion de las poblaciones riEgominae como lo habia sugerido Marcitaal.
(2001).

Por lo tanto las secuencias de ITS-2 ADNr parecwddcuadas para resolver relaciones entre
poblaciones y subpoblaciones estrechamente rebatasn como aquellas obtenidas dentro del grupo de
las subpoblaciones de Jutiapa, junto con Hond&ie&Balvador y Nicaragua. Asi como dentro del grupo
de Oaxaca, Campeche en México y Quiché en Guate@alaembargo el ITS2 fue marcadamente
diferente en otros niveles poblacionales, comodiGaen las poblaciones de Peten, las poblacioees d
la zona norte (Quiche, Oaxaca y Campeche), la doteamedia (Jutiapa, Honduras, Salvador,
Nicaragua) y las del sur (Panamad).

Analisis de secuencias

El rango en la longitud del ITS-2 encontrado en $abpoblaciones de Jutiapa y en las otras
poblaciones, asi como la composicion de basesd®s$gaia el contenido de A+T, es consistente con
los valores previamente encontrados en otros Tiatos (Mancillaet al., 2001, 2002; Bargues al.,
2002, 2006). A pesar de esto, el ITS2 se ha vis®oguede ser un buen marcador para Triatominos
(Mancilla et al., 2001). La longitud de las secuencias encontrades |ps subpoblaciones de Jutiapa
(476-477 pb), es similar a la observadas por Mergtilal., (2001) en otros individuos de dimidiata,

asi como otras especies del génbriatoma, aunque ligeramente mayor que la de éstos Ultilras
variaciones en la longitud de las secuencias elifeeentes poblaciones de una misma especie difiere
un poco debido al numero de repeticiones de algmmc®satélites de dinucledtidos, siendo estossitil
para detectar variaciones en poblaciones y readizalisis de dindmica y filogenia dentro de algunas
especies (Mancillat al., 2002).

Dentro de las subpoblaciones de Jutiapa se encantniicrosatélite dominado por las secuencias
repetidas de AT, el cual comparten con la mayotepde las secuencias analizadas. Por lo que estos
datos no podrian utilizarse para realizar estudesariaciones dentro de estas subpoblacionesega qu
las variaciones parecen ser minimas a un niveéspecifico. Sin embargo, estos han probado ser de
gran utilidad para niveles taxondmicos superiores.

Las diferencias o variaciones nucleotidicas a rdubpoblacional, asi como en algunas poblaciones so
muy escasas, como se esperaba en especies mupnatas entre ellas (Bargues al., 2008),
Unicamente se encontro variacion en 2 sitios defdras subpoblaciones y de 47 sitios de los 483 si
obtenidos luego de la alineacion, para todas leseseias, lo cual deja un poco menos del 10% con
alguna variacion que pudiera ser Util para angtissteriores. Las subpoblaciones de Jutiapa fuason
que presentaron las menores variaciones entre etlasuna o ninguna variacion. Las diferencias se
hacen un poco mas evidentes cuando se comparael grapo de Quiché y México, asi como con
Panama, Peten y el grupo externo.

La determinacién de haplotipos permiti6 un analisids simplificado de los datos, asi como la
realizacion de agrupaciones basadas en la es@ugemética de los individuos. Sin embargo, la
diferencia en el numero de haplotipos obtenidaiktar Unicamente las secuencias de Jutiapa (8) y
obtenida al utilizar todas las secuencias (2), indica que el nimero y tipo de secuencias que se
incluyan en el andlisis pueden modificar directammeios resultados obtenidos en un andlisis de
haplotipos, debido a las variaciones obtenidas atineacion.

La obtencion de tres (dos) diferentes haplotipedrdede las subpoblaciones @edimidiata de Jutiapa
analizadas, y la obtencién de una diversidad higyptat (Hd) de 0.60 se podria considerar como una
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diversidad media. En general alta diversidad hgptat es indicativa de que una especie es muysdiver

y que si hay aislamiento se pueden estar dandeedifss fendmenos de especiacion dentro de los
grupos. A pesar de gue se demostrd que existerewliés haplotipos dentro de las subpoblaciones de
Jutiapa, estas aun no son lo suficientemente clarasuanto a su distribucion, ya que dentro de una
misma aldea se encontraron dos haplotipos difesentédentro de varias aldeas se encontraba el mismo
haplotipo, que incluso estaba compartido con pati@s de otros paises como Honduras y El Salvador,
lo cual indica que las barreras biol6gicas no reetasiente corresponden a las delimitaciones paditic

Andlisis filogeografico y genética de poblaciones

Los analisis filogeograficos, basados en datos ecntdees (secuencias ITS2), tanto por métodos
cladisticos de maxima parsimonia como de distameigstraron una misma topologia en los clados o
grupos de los taxa, tanto al utilizar los datostatas las muestras como cuando se utilizaron los
haplotipos. Como todos los arboles filogenéticeta es una hipotesis, representando la interpéetaci
mas simple de los datos (Hernandez, 2001), y p@amiim debe estar sujeta a revisiones.

En estudios recientes sobre filogeografia y vasiagenética dd. dimidiata se ha observado una
division clara entre las poblaciones del nortegrimedias y sur de Centro América (Bargeesl.,
2008). Esta separacién se ha visto en otros estudisinger en 1944 propuso las formas norte,
intermedia y sur de Centroamérica como subespékidsmaculipennis, para la forma del nortd, d.
dimidiata para la forma intermedia ¥. d. capitata para la forma sur. Sin embargo estas fueron
sinonimizadas por Wygodzinsky en 1979. Sin embaggdos Ultimos afos, se ha estado analizando de
nuevo la denominacion de estos grupos (Bargties, 2008; Marcillaet al., 2001) ya que diversos
estudios morfométricos y genéticos han estado awoyasta separacion (Bustamasteal., 2004;
Bargueset al., 2008). En este estudio, las subpoblaciones tlepay incluyendo El Carrizal, Casas
Viejas y Acatempa, parecen formar parte del graperinedio de Centro América, junto con Honduras,
El Salvador y Nicaragua por lo que correspondegida forma sugerida comb. d. dimidiata. El
agrupamiento obtenido de las subpoblaciones depidutcon las otras poblaciones de la zona
intermedia, seria consistente con la distribuciéaggafica y como lo sugiere Bargugsal. (2008) y
Marcilla et al. (2001), el aislamiento geogréfico podria tenexr imfluencia muy importante.

En el clado formado por El Carrizal, Acatempa y &a¥iejas de Jutiapa junto con El Salvador,
Honduras y Nicaragua, no se observa una claraagparentre los diferentes grupos, especialmente
dentro de Jutiapa, siendo varias secuencias péwitte indistinguibles. Dore al. (2003), en un
estudio con RAPD-PCR, reporta intercambio genéit@ldeas distanciadas varios kildmetros, lo cual
podria explicar que las poblaciones de Hondura$ S$avador no se diferencien de las poblaciones
objeto del estudio, y que incluso dentro de lapshlaciones de estudio no se logre diferenciadion.
cual indicaria que se trata de la misma poblacigue ain mantienen flujo genético entre ellas. Sin
embargo, se requiere de un mayor nimero de muestsasdios con otros genes y marcadores
moleculares, asi como mas informacion sobre laobial de esta especie, para ir apoyando esta
hipotesis. En estudios anteriores utilizando RARER, los individuos de El Carrizal se separan del
resto de las poblaciones, como si se tratara dgrumo externo. La explicacion de esto en dichos
estudios, ha sido que esta poblacion podria estestituida por individuos de una especie diferente
(Landaverde, 2004, Solorzano, 2004), aspecto qusenve reflejado con este marcador. Unicamente se
observaron variaciones cuando se compararon lagmsgas con poblaciones mas distantes como la
poblacién de Petén, México o Panama. Otro estudipamdo proteinas salivares mostro practicamente
ninguna diferencia entre poblaciones del departéonde Jutiapa (Pinedet al., 2008), lo mismo
ocurrié cuando se compararon aldeas cercanasdepa&itamento de Santa Rosa, Guatemala, utilizando
RAPD-PCR (Dornet al., 2003). Por lo que el ITS-2, asi como los perfilesptioteinas salivares y
RAPD-PCR (en algunos casos), no distinguen pobiasionuy cercanas (Pinedaal., 2008), y se
requiere de técnicas mas sensibles como alguntisisutie microsatélites (Doret al., 2004), y otros
marcadores para estudios con poblaciones cercatamadacionadas y que mantengan una tasa de
mutacion aduanada para esta escala.
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Implicaciones Epidemioldgicas y Control Vectorial

La clasificacion de los grupos norte, intermediauy propuesta hace varios afios y redefinida en los
altimos afios, parece de suma importancia en relaxitas medidas de control, ya que estos grupos
parecen diferir en el grado de infectibilidad e d@mipncia epidemioldgica (Bargues al., 2008;
Mancilla et al., 2001; Menet al., 2007). Las poblaciones del grupad. dimidiata que es donde se
encontrarian las subpoblaciones de Jutiapa anatizad han asociado como las de mayor importancia
epidemiolégica por su capacidad de infeccion (Mestest., 2007), ademas de que el nivel y tipo de
domesticacién que presentan afecta el aislamiept@ductivo y por lo tanto la distancia genéticieen
estas poblaciones (Calderon 2004). Incrementaridtaagroblematicas presentadas para llevar a cabo
un adecuado control del vector.

Se requiere de otros estudios y la combinacion iderghs técnicas tanto morfométricas como
moleculares para obtener resultados més conclg/eaterca de la estructura genética de estas
subpoblaciones y su relacion con las otras pobiasio A partir de este marcador, la relacion tan
cercana de los grupos de Jutiapa junto con El 8atve Honduras, puede sugerir dos aspectos; el
primero es que exista intercambio genético e intéoaes interfronterizo entre las poblaciones,ue q
implicaria el desarrollo de medidas de control mattionales; y el segundo, de que el marcador &ao se
lo suficientemente sensible para diferenciar esthpoblaciones y que en realidad en cada unaas ell
se estén dando diferentes mecanismos evolutivaeteetados por este marcador. Y por lo tanto, se
requiera de mecanismos de control vectorial mascfims.
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CONCLUSIONES

Las subpoblaciones dé&. dimidiata de Jutiapa analizadas, NO pueden ser diferenciadas
claramente por medio de secuencias ITS2, por Isgquechaza la hipotesis de investigacion.

La comparacion de secuencias y el andlisis filogdmps a partir del marcador molecular ITS-
2 no permite diferenciar entre las subpoblacionesJdtiapa, sin embargo si permite la
separacion de algunos grupos a nivel poblacional.

A pesar de la presencia de microsatélites denttasdeoblaciones d& dimidiata, estos no son

lo suficientemente variables para permitir la difesiacion dentro de estas subpoblaciones.

La distribucion geogréfica de los diferentes haptst obtenidos dentro de las subpoblaciones
de T. dimidiata de Jutiapa analizadas, aun no son claras, debglee alentro de una misma
aldea se encontraron dos haplotipos diferentesnyral de varias aldeas se encontraba el mismo
haplotipo, que incluso estaba compartido con pdadii@s de otros paises como Honduras y El
Salvador.

El andlisis filogeografico muestra una estrechaciéh entre las subpoblaciones de Jutiapa con
El Salvador, Honduras y Nicaragua.

Las subpoblaciones de Jutiapa, incluyendo El Gdrri2asas Viejas y Acatempa, parecen
formar parte del grupo intermedio de Centroaméroato con Honduras, El Salvador y
Nicaragua que corresponde a la forma sugerida domhalimidiata.

La estrecha relacion encontrada entre las subpobts: de El Carrizal, Casas Viejas y
Acatempa con El Salvador, Honduras y Nicaragua ipodeberse a que aun mantienen
intercambio génico entre ellas o que el marcadasio suficientemente sensible para detectar
los cambios en este nivel taxondmico.

RECOMENDACIONES

Debido a que el ITS2 no parece adecuado para udi@resubpoblaciones de dimidiata pero

si lo es, para niveles taxondmicos superiores. éesmendable utilizar este marcador para
estudios poblacionales y superiores y utilizar ottécnicas moleculares como algunos
microsatélites y en algunos casos RAPD-PCR pataliest infraespecificos o buscar nuevos
marcadores moleculares lo suficientemente sensjbdes una tasa de mutacion adecuada para
determinar estas diferencias.

Es importante complementar este estudio con datosndrfometria y otros marcadores
moleculares, para establecer con mayor certezardésciones encontradas entre las
subpoblaciones estudiadas y su relacion con ottalagiones.

Enfatizar en estudios y estrategias de controlel negional, especialmente con el grupo de la
forma T. d. dimidiata, que se ha visto que es la forma con mayores ¢apbnes
epidemioldgicas. Ademas de que la estrecha relamifne los grupos de Jutiapa, El Salvador,
Honduras y Nicaragua encontrada, podria sugerimtprgienen un intercambio genético entre
ellos, y por lo tanto considerarse como parte @emisma poblacion.
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ANEXOS 1

Triatoma dimidiata

Ciclo de Vida deTriatoma dimidiata. Donde se muestran los diferentes estadios de&lsu c
vital. Fuente: OPM cortesia de IPCA, Iniciativas Ids Paises de Centro América para la
interrupcién de la Transmision Vectorial y Trangbagl de la Enfermedad de Chagas y del

equipo de la Agencia Japonesa de la Cooperaci@rnbtional (Fuente: JICAdpanese
International Cooperation Agency)

ANEXOS 2

Distribucion de Fhodnius prolixus v Tratoma dimidiat‘;‘?ﬂ

[ o

Mexico

Guatemala -
El Salvador
Costa Rica
D T. dimidiata Panama coion ]
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0 250 500 1.000
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Distribucién de Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata. Dos de los principales vectores de
la Enfermedad de Chagas en Guatemala y Centro@néfFiente: OPS)
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ANEXOS 3

A Guatemala: (Jutiapa: El Carrizal,
Casas Viejas y Acatempa)

A Guatemala (Quiché)

A Guatemala (Petén: Yaxha)
México (Oaxaca y Campeche)
El Salvador (Santa Ana)
Honduras (San José)

Nicaragua (Madriz)

> > > b b

Panama (Chiriqui)

A T. nitida (El Progreso)

Mapa de distribucion geografica de los individuos @ Triatoma utilizados. Los circulos negros
muestran las agrupaciones de los principales cladtenidos en el andlisis filogeografid@omo se
observa existe una concordancia bastante clara &ntdistribucion en los arboles y la distribucion
geografica de las poblaciones. Concordando coivisi@h de la zona norte, intermedia y sur de Gentr
América. Donde las subpoblaciones de Jutiapa, Guaddée forman parte de la zona intermedia,
conocida como la form& dimidiata dimidiata.

ANEXO 4
Protocolo de Preparacion de Reactivos.

Los reactivos utilizados habian sido previameneparados por miembros del laboratorio, a partir del
siguiente protocolo (Menest al, 2007):

Extraccion de ADN: Preparacion de Soluciones

NaCl 5M (15 ml)
4.38¢g de NaCl de peso formula 58.44 g/mol, se aferaun balon de 15ml. El reactivo se disuelvelen e
agua destilada esteril con ayuda de un mezcladlr, ¢ un magneto.

EDTA 0.5M, pH 8 (50ml)

9.31 gramos de EDTA de peso formula 372.2g/mokafeean en un balén de 50 ml. El reactivo se
disuelve en una cantidad menor de agua destilddel.ese mide el pH con ayuda de un pHmetro y se
lleva al pH buscado con ayuda de NaOH si la sotue&ia muy acida o de HCI si esta muy basica, y se
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mezcla con ayuda de un mezclador y un magnetor ylpmo se afora al volumen deseado con agua
destilada estéril.

Tris- HCI 1 M, pH 8 (50 ml)

7.9 gramos de Tris de peso formula 157g/mol, seaafen un balon de 50 ml. El reactivo es disueito e
una cantidad menor a la buscada de agua destdtetld,ese mide el pH de la solucién con un pHmetro
y se lleva al pH buscado con HCl y con ayuda denarclador magnético, luego la solucion se lleva al
volumen deseado con agua destilada eteril.

SDS 10%
Se mezclan 10 gramos de dodecil sulfato de sodid 80 ml de agua destilada esteril.

Buffer de Extraccion. (Para obtener a concentraciori0X)
Para la preparacion del buffer de extraccion seckaezas siguientes soluciones en las cantidades
indicadas

Solucion Para 100 ml deBuffer de Extraccion: Soludin stock
0.1 M NacCl 2ml 5M NacCl
0.2 M sacarosa 699 342.3 g/mol
50 mM EDTA 10 ml 0.5MEDTApH 8
100 mM Tris-HCI, pH 8.0-9.0 10 ml 1 M Tris-HCI, pBi0
0.05% SDS 50Ql 10% SDS

Usando agua estéril se afora la solucion a 100uedjo es filtrada a través de un filtro de Q2 y se
calienta a 65 °C por 1 hora. Posteriormente seapmapalicuotas de 1 ml., que deben mantenerse a -20
°C en condiciones estériles.

TBE al 5X. (1 litro) )
54g TRIZMA Base, 27.5g Acido Bérico, 20ml de 0.38DTA (pH 8.0), Agregar agua tridestilada para
llegar a 1 litro. Mezclar bien y disolver todo élido en el liquido.

TE con 1 U de ARNasa

Para preparar una solucion en la cual se encuentrainidad de ARNasa por cada 50 microlitros de
TE; a partir de una solucién de 3,050 unidadespliitro es decir 3.05 U /ul se midieron 327.86d4
ARNasa que debian mezclarse con 49672.14 ul de TE.

ETDA 0.5M (pH 8.0)
Para obtener una solucion de 0.5M y pH 8.0 se itaatisolver 186.1g en 700 ml,@&. Ajustar pH a
8.0 con 10M NaOH (~ 50ml). Agregar® aforando a 1 litro.

Bromuro de Etidio. (10mg/ml)
*Cuidado: ElI Bromuro de Etidio es un mutdgeno y debe serejaao con guantes desechables.
Disolver 200mg de Bromuro de Etidio en 20ml d®©HMezclar bien y mantener 8&Gen oscuridad.



ANEXO 5

No de corrida de PCR en el termociclador:

Técnico:

Hoja de datos de Amplificacion

ech&:

Nombre del programa:;

ITS2

Especie y Poblacion:

Thzpota:

Cebador:

36

dé&loorrida:

No de Muestra
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Identificacion del ADN

Cebador

No de Muestra
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Identificacion del ADN

Cebador

No de Muestra
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Identificacion del ADN

Cebador

No de Muestra
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Identificacion del ADN

Cebador
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