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Resumen

Los Triatominos son insectos hematéfagos vectores de Trypanosoma cruzi, el
agente causante de la enfermedad de Chagas. Esta subfamilia comprende mas de
150 especies, de las cuales mas de 130 se encuentran en las Américas. Estos se
encuentran en una diversidad de habitats, entre los cuales encontramos el ambiente
doméstico y peridoméstico y se alimentan de una amplia variedad de hospederos.
La especie norteamericana Triatoma sanguisuga es la especie con mayor
distribucion geografica en los Estados Unidos, habitando gran parte de la region
sureste del pais y ha sido asociada a una variada cantidad de microhabitats y
hospederos. Se ha detectado en ella una alta prevalencia de T. cruzi en ejemplares
a lo largo de toda su distribucién y ha sido directamente asociada a al menos dos de
los siete casos de transmision autéctona de T. cruzi en Estados Unidos.

A pesar de la importancia de esta especie como vector de la enfermedad de
Chagas y su amplia distribucion, solamente un unico estudio filogenético fue llevado
a cabo con 54 especimenes del estado de Louisiana. Para lograr una mejor
comprension de la variabilidad genética de la especie, tomamos todas las
secuencias disponibles en GenBank del gen mitocondrial citocromo b (cytb), e
incorporamos ejemplares adicionales de T. sanguisuga de los estados de Texas,
Mississippi, Alabama, Tennessee, Virginia Occidental y Florida. Se realizaron
extracciones de ADN a 41 individuos, para la posterior amplificacién por PCR del
cytb. Asimismo, fueron incorporadas al analisis otras secuencias del cytb
identificadas como Triatoma indictiva y Triatoma sp., disponibles en GenBank, con
alta identidad a las secuencias de T. sanguisuga.

El analisis realizado a partir de un fragmento de 453 pb del cytb, mostré una
alta diversidad genética de T. sanguisuga, con una fuerte estructuracion poblacional
que define cuatro grupos bien distinguidos entre si. Uno de los grupos comprende
ejemplares exclusivamente de Florida y presenta valores de distancia genética altos,
que exceden a los consensuados como esperados dentro de una misma especie en
Triatominos. Se trata de la primera evidencia molecular de una posible nueva
especie hermana de T. sanguisuga. Ademas, el analisis indicé que los individuos
identificados como T. indictiva en GenBank son, en realidad, ejemplares de T.
sanguisuga, sugiriendo una posible identificacion morfolégica errbnea de estos
ejemplares y la necesidad de revisar su taxonomia.



Introduccion

Enfermedad de Chagas

La tripanosomiasis americana, conocida popularmente como enfermedad de
Chagas, es una afeccion potencialmente mortal causada por la infeccion del
parasito protozoario Trypanosoma cruzi. La enfermedad fue descrita por primera vez
en 1909 por el médico sanitarista Dr. Carlos Ribeiro Justiniano Das Chagas, el cual
se desempefaba en el Instituto Bacterioldgico de Manguinhos (hoy Instituto
Oswaldo Cruz) de Rio de Janeiro, Brasil (Chagas, 1909). Esta enfermedad presenta
una fase aguda y una fase crénica. La fase aguda, ocurre inmediatamente después
de la infeccion, puede durar entre 4 y 8 semanas y durante ésta podemos encontrar
parasitos en el torrente sanguineo. Generalmente es asintomatica o presenta
sintomas leves como fiebre moderada y rara vez se produce la muerte del individuo
en esta fase. Entre un 60 y un 70% de los individuos infectados no llega a
desarrollar la enfermedad de manera aparente en términos clinicos, lo que se
conoce como fase cronica indeterminada. Dentro del 30 al 40% restante, se
desarrollara alguna forma determinada de la fase cronica, entre 10 y 30 afios
después de la infeccion. Quienes desarrollan la fase crénica determinada, enfrentan
problemas médicos tales como megaesofago y megacolon (digestivos), arritmias
cardiacas, tromboembolismo, falla cardiaca y muerte subita (problemas
cardiocirculatorios). La principal causa de muerte de esta enfermedad es la muerte
subita, seguida de la falla cardiaca refractaria y el tromboembolismo (Rassi et al.,
2010).

Importancia sanitaria de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una de las enfermedades endémicas de
Latinoamérica y el Caribe mas determinantes en términos sanitarios y econémicos
en dicha regién. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), se trata de una
de las 17 enfermedades tropicales desatendidas, una lista de afecciones humanas
elegidas en base a su impacto adverso, relativo desconocimiento y escasa
disponibilidad de herramientas para su combate (WHO, 2010). Afecta

aproximadamente a 6 millones de personas a través de 21 paises del continente



americano y alrededor del 13% de la poblacion latinoamericana se encuentra bajo
riesgo de infeccion por transmision activa del parasito en el ambito doméstico

(WHO, 2015). Se estima que esta afeccidn es responsable de unas 12 500 muertes

anuales (Moncayo y Silveira, 2009) y en 2010 caus6 entre 274 000 y 1 069 000 de
afnos de vida ajustados por discapacidad (AVAD) (Murray et al., 2012), una medida
que captura tanto mortalidad prematura como pérdida de salud no fatal. Desde el
punto de vista econdmico, se ha estimado por métodos computacionales que esta

enfermedad podria llegar a tener un impacto a nivel global de U$S 627 500 000 en

costos anuales de atencion médica y mas de U$S 800 000 en AVAD, brindando un
argumento extra al momento de prestar atencion a esta enfermedad que ha sido

histéricamente descuidada (Lee et al., 2013).

La enfermedad de Chagas afecta principalmente areas rurales con altos indices de
pobreza, donde los pobladores estan mas expuestos a las picaduras de vectores
debido a la precariedad de sus viviendas. La mayor prevalencia de la enfermedad
se observa en Bolivia, Argentina, Paraguay, Ecuador, El Salvador y Guatemala; sin
embargo, recientemente se ha esparcido la enfermedad a regiones que
anteriormente no estaban afectadas, debido a factores como la inmigracion,
transmision congénita y donacion sanguinea (Pérez-Molina y Molina, 2018). Dadas
las tendencias al aumento de la inmigracion en las ultimas décadas, existen millones
de personas de paises endémicos para la enfermedad de Chagas que ahora viven
en América del Norte, Europa, Australia y Japon, incluyendo miles de personas con
infeccion por T. cruzi. La mayoria de los individuos infectados no son conscientes de
su estado. Si bien se ha logrado documentar la transmisién congénita, transfusional
y/o relacionada con trasplantes en Estados Unidos, Espafa, Canada y Suiza; la
mayoria de las infecciones probablemente pasan desapercibidas (Gascon et al.,
2010).

Transmision y ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

La principal via de transmisién del parasito T. cruzi es vectorial y se da a través de la
contaminaciéon con heces de insectos hematéfagos pertenecientes a la subfamilia
Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), conocidos coloquialmente como “vinchucas”

en nuestro pais. El parasito se encuentra en las heces del insecto y se transmite al



ser humano cuando éste rasca la picadura y deposita las heces infectadas en la
herida, mucosas u ojos (Rassi et al., 2010, Pérez-Molina y Molina, 2018) (Figura 1).
Ademas, se puede transmitir el parasito por consumo de alimentos contaminados
con heces del vector, consumo directo del vector y, por ultimo, verticalmente a
través de una madre infectada al feto durante el embarazo (Bern et al., 2019). Si
bien actualmente el parasito se transmite en mamiferos principalmente a través de
los triatominos, numerosos estudios moleculares sugieren que el linaje T. cruzi se
origind como parasito de murciélagos hace aproximadamente 55-70 millones de
anos (hipotesis llamada “bat-seeding’), (Hamilton y Steves, 2017). Inclusive, hay
trabajos que sostienen un origen del linaje aun mas antiguo, hace alrededor de 100
millones de afos (Tomasini y Diosque, 2015). Este posible origen es mas antiguo
que la aparicion de los triatominos hematéfagos, los cuales se habrian originado,
segun estudios recientes, hace 35-40 millones de afos (Monteiro et al., 2018).
Asimismo, se plantedé la hipotesis de que T. cruzi habria coevolucionado,
desarrollando adaptaciones para sobrevivir en el tracto digestivo de los triatominos y
diversificAndose hacia nuevos hospederos, aprovechando la dispersion facilitada por

estos insectos (Galvao y Justi, 2015).

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, con diferentes formas a lo largo de su
desarrollo en vectores y hospederos. Las formas tipicas que se han observado en
hospederos mamiferos son el tripomastigota (no replicativo) en el torrente
sanguineo y el amastigota (replicativo) intracelular, mientras que las formas
epimastigota (replicativa) y tripomastigota metaciclico infectan al vector triatomino
(Figura 1). En un principio, se cree que el insecto vector parece no ser afectado por
la infeccion con el parasito (Pérez-Molina y Molina, 2018). No obstante, existe
mucha discusion sobre este tema y se ha publicado recientemente evidencia de que
la infeccion por T. cruzi reduce la eficacia reproductiva en la especie Mepraia

spinolai (de Bona et al., 2023).



Los tripomastigotas se
diferencian en epimastigotas
que se replican por fision
binaria en el mesenterdn

Manifestaciones clinicas crénicas

Accidente
cerebrovasoular  Megaestfagos

El vector consume sangre
e ingiere tripomastigotas

Los amastigotas intracelulares
sediferencian en td pom astigol as
seguido de la ruptura de lacélula
huésped y la entrada al torrente
sanguineg

Los trippmastigotas pueden
infectar otras células y comernzar
un nuevo dco dereplicacion

Los amastigotas se multiplican
por fisién binaria dentro de la
célula

Los epimastigatas se diferendian
en tripomastigotas metackclicos

Los tripomastigotas metaciclicos
excretados en las heces ingresan
poras heridas delas pleaduras o

mucasas coma laconjuntiva

v

Signo de Romana

Los tripomastigotas metaciclioos

diferencian en amastigotas

netran células en el sitio de la
rida; dentro de lascélulas, se

Figura 1. Ciclo de vida de T. cruzi. Imagen tomada y adaptada de Pérez-Molina y Molina, 2018
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Vectores de la enfermedad y epidemiologia

Los triatominos, son insectos hematdfagos miembros de la familia principalmente
depredadora Reduviidae (Orden Hemiptera). No tienen etapa pupal y su
metamorfosis se define como incompleta (insectos hemimetabolos). Tiene cinco
etapas inmaduras sucesivas que se asemejan cada vez mas al adulto, y las alas
rudimentarias solo son aparentes en etapas adultas (insectos exopterigotos). El ciclo
estd compuesto por huevos, cinco etapas de ninfa, y los imagos macho y hembra.
Las ninfas se diferencian de los adultos principalmente por la falta de alas y/o
genitales completamente desarrollados. Generalmente, adultos y ninfas ocupan el
mismo habitat y se alimentan de sangre de vertebrados, lo cual significa que tanto
las cinco etapas ninfales como los adultos son capaces de infectarse y transmitir
(Catala et al., 2017). La subfamilia Triatominae consta de 153 especies vivas,
divididas en cinco tribus: Alberproseniini, Bolboderini, Cavernicolini, Rhodniini y
Triatomini, siendo la ultima la mas abundante en riqueza de especies (Galvao,
2021). Casi todas las especies estan distribuidas en las Américas, aunque varias de
ellas se encuentran en Asia y Triatoma rubrofasciata se considera invasora en todo
el tropico (Otalora-Luna et al., 2015; Justi et al., 2014; Gil-Santana et al., 2022). En
Ameérica, mas de 130 especies de triatominos tienen el potencial de transmitir el
parasito (Monteiro et al., 2018). Sin embargo, solo un subgrupo pequefio de
especies es responsable de la mayoria de la transmisién del parasito a humanos:
Triatoma infestans y Panstrongylus megistus en el cono sur, Triatoma dimidiata en el
sur de México y Centroamérica y Rhodnius prolixus en la zona norte de Sudamérica.
Debido a su tendencia a colonizar viviendas humanas, son reconocidos como los

principales vectores de la enfermedad de Chagas (WHO, 2002).

El entorno doméstico proporciona fuentes abundantes de ingestas de sangre para
los triatominos, que incluyen tanto a humanos como a animales. Los triatominos
encuentran refugios seguros durante el dia en grietas de paredes de adobe, corrales
de animales y nidos de aves (WHO, 2002). Independientemente de su sexo,
necesitan ingestas de sangre durante cada una de sus cinco etapas de ninfa, y las
hembras necesitan comidas de sangre para poner huevos. A medida que
envejecen, tanto las ninfas como los adultos, machos y hembras, pueden portar el

parasito T. cruzi, con tasas de infeccion que aumentan. Muchas especies de
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triatominos silvestres colonizan los nidos de sus hospederos y estan estrechamente
asociadas con especies de mamiferos como roedores del género Neofoma ylo

marsupiales del género Didelphis (Lent y Wygodzinsky, 1979).

En Estados Unidos, aunque inicialmente se consideraba que la enfermedad de
Chagas no era endémica, recientemente se ha demostrado una amplia presencia de
T. cruzi como enzodtico en diferentes regiones de la mitad sur del pais, desde
Georgia hasta California (Garcia et al., 2017). Entre 2007 y 2019, un screening de
donantes de sangre realizado en la plataforma de la Red de Biovigilancia del
Chagas de la Association for the Advancement of Blood & Biotherapies (AABB)
obtuvo a partir de 15999 donaciones inicialmente reactivas, un total de 2462
donaciones confirmadas positivas para anticuerpos de T. cruzi (AABB, 2019). Por
otra parte, un informe realizado en 2010 estim6é que entre 240000 y 350 000
personas residentes en Estados Unidos estarian infectadas por T. cruzi, basandose
en la cantidad de inmigrantes provenientes de paises con enfermedad de Chagas
endémica y la seroprevalencia esperada en las poblaciones de cada uno de esos
paises (Manne-Goehler et al., 2016). Hasta el 2007, se habian reportado un total de
siete infecciones autéctonas confirmadas de T. cruzi mediadas por vector: cuatro en
Texas, una en California, otra en Tennessee y una en Louisiana. Sin embargo, a
partir del screening realizado por la AABB, se publicaron 35 casos positivos
adicionales presuntamente mediados por vector y autdéctonos en Estados Unidos de
T. cruzi (Bern et al., 2019). Si bien el riesgo de contagio mediado por vector es bajo,
la enfermedad de Chagas esta claramente presente en esta regidén y es plausible
considerar que existe un reservorio T. cruzi en un ciclo de vida silvestre, habiéndose
identificado la prevalencia del patdgeno en 26 especies de mamiferos en 15 estados
del sudeste estadounidense (Hodo y Hamer, 2017). La prevalencia de T. cruzi en
mamiferos con estrecha proximidad a seres humanos en ambientes urbanos como
mapaches (género Procyon) y roedores (suborden Myomorpha), asi como
numerosos reportes de perros (Canis lupus familiaris) infectados en diferentes
estados del sudeste estadounidense (Bern et al., 2019), brindan evidencia en favor
de un posible ciclo peridoméstico mantenido por el parasito en proximidad con

humanos.

12



Triatoma sanguisuga, vector de la enfermedad de Chagas en

Estados Unidos

Un total de 11 especies de triatominos han sido reportadas en 27 estados de
Estados Unidos: Triatoma gerstaeckeri, Triatoma incrassata, Triatoma indictiva,
Triatoma lecticularia, Triatoma neotomae, Triatoma protracta, Triatoma recurva,
Triatoma rubida, Triatoma rubrofasciata, Triatoma sanguisuga y Paratriatoma hirsuta
(Figura 2), ocupando aproximadamente dos tercios del territorio estadounidense al
sur. Texas y los estados del sudoeste tienen la mayor diversidad de especies de

triatominos, con al menos 7 especies en Texas y seis en Arizona (Bern et al., 2019).

26mm

T. gerstaeckeri T. incrassata T. indictiva T. lecticularia T. neotomae T. protracta T.protracta T.recurva  T.rubida T. rubrofasciata T.sanguisuga P. hirsuta
woodi protracta

Figura 2. Fotos de especies de triatominos de los géneros Triatoma y Paratriatoma. Tomada de Bern
et al., 2019.

De las once especies, T. sanguisuga cuenta con la distribucion demografica mas
amplia, con presencia en 23 estados al sur de Estados Unidos desde Wyoming
hasta la costa este (Bern et al., 2019, Reeves et al., 2020, Nielsen et al., 2021)
(Figura 3). Miles de ejemplares de estos insectos han sido colectados en cercanias
o dentro de localidades residenciales en las que se reportaron infecciones de T.
cruzi adquiridas de forma autéctona (Bern et al.,, 2019, Beatty et al., 2023). La
especie T. sanguisuga es responsable de al menos dos casos de infeccion de T.
cruzi autdctonos descritos en humanos (Dorn et al., 2007; Ochs et al., 1996) y se ha
reportado en este vector un considerable consumo de sangre humana ademas de
mamiferos que forman parte del ciclo salvaje de T. cruzi, asi como una importante
prevalencia del parasito en ejemplares colectados en zonas rurales (Waleckx et al.,
2014, Cesa et al., 2011, Beatty et al., 2022a). Esta especie es variable en cuanto a
tamafo y patron cromatico, y ha presentado algunas dificultades histéricas con

respecto a su clasificacion. En la mayoria de su distribucién, los adultos alcanzan o
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superan los 20 mm, mientras que en la parte mas surefia de Texas y Florida son

mas pequefos (16-19 mm).
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Figura 3. Rangos de las especies T. indictiva y T. sanguisuga. Datos de ocurrencias obtenidas a
partir de la interfaz en R rgbif v3.7.8 del servicio web Global Biodiversity Information Facility
(www.gbif.org).

Usinger (1944) describié cuatro subespecies de T. sanguisuga basadas en el
tamano del habito dorsal, los ojos y la distribucion de las marcas conexivales: T.
sanguisuga texana, T. sanguisuga ambigua, T. sanguisuga occidentalis y T.
sanguisuga indictiva. En dicha clasificacion, se desestimo el estatus de la especie
Triatoma indictiva (Figura 4), descrita por Neiva (1912). Lent y Wygodzinsky (1979)
posteriormente entendieron que no existian razones para considerar a T. s.
occidentalis y T. s. indictiva como subespecies de T. sanguisuga debido a que
difieren constantemente en sus patrones cromaticos y no han sido encontrados
especimenes con un patron intermedio entre ambas especies. Ademas, explicaron
que no existian diferencias significativas entre T. s. occidentalis y T. s. indictiva, por

lo tanto fueron sinonimizadas, restableciendo el estatus de especie de T. indictiva.

Con respecto a las subespecies T. s. texana y T. s. ambigua (Figura 5), Lent y
Wygodzinsky (1979) rechazaron su clasificacién debido a que consideraron que las

variaciones en los caracteres distintivos utilizados (tamafio y coloracién de las
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marcas del conexivo, tamano de los ojos y distancia interlocular) son “menores” y
las poblaciones no estan separadas por una brecha geografica o en caracteres
distintivos, ademas no se encontraron ejemplares intermedios entre sus
diferenciados patrones colorimétricos. Por otra parte, Mead (1965) afirmé que existe
una zona de integracién en la zona centro-norte de Florida que alberga formas
intermedias entre T. s. sanguisuga y T. s. ambigua y que se necesitan largas series
de especimenes a lo largo del Estado para una mejor comprension de las formas.
Asimismo, un analisis estadistico cuidadoso de especimenes salvajes vy
experimentos de cruzamientos son necesarios para entender completamente a la

especie y la cercanamente relacionada T. indictiva (Lent y Wygodzinsky, 1979).

Figura 4. Triatoma indictiva. Macho, Arizona. Tomada de Lent y Wygodzinsky, 1979.
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Figura 5. Triatoma sanguisuga. A. Hembra, forma nominal, Carolina del Sur. B. Hembra, T. s.
ambigua, Florida. C. Macho, T. s. texana, Texas. Tomada de Lent y Wygodzinsky, 1979. Actualmente
las formas T. s. ambigua y T. s. texana no son consideradas en la identificacion (Lent y Wygodzinsky,
1979).
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La identificacion morfolégica de T. sanguisuga en Florida puede ser resuelta por la
clave de Lent y Wygodzinsky (1979) (Beatty et al., 2023). Hay varias caracteristicas
morfolégicas que permiten diferenciar a ejemplares de T. sanguisuga encontradas
en este estado de otras especies del género Triatoma. Presentan una coloracion
predominantemente negra amarronada con marcas de color anaranjado-amarillo en
ambos lados del cuello, la zona lateral del pronoto, la base de los hemielitros y el
conexivo (Figura 6). Pero en otros estados, como Texas, la identificacion plantea
otros problemas, ya que se puede confundir con otras especies, como T. indictiva,
principalmente en estadios ninfales. En un estudio realizado por Kjos et al. (2013),
no se logré identificar morfolégicamente ninfas entre T. sanguisuga y T. indictiva 'y
tampoco se logré identificarlas genéticamente para ninguno de los marcadores
moleculares utilizados, el cytb y la seccion D2 del gen ribosomal 28S. El mismo
resultado en la identificacién molecular utilizando el cytb se repetiria en el trabajo de
Curtis-Robles et al. (2018). En este, individuos adultos previamente identificados
morfolégicamente como T. sanguisuga y T. indictiva, asi como también adultos y
ninfas cuya identificacion no fue posible mediante caracteres morfoldgicos, no

lograron ser diferenciados en especies distintas utilizando el marcador cytb.

Figura 6. Hembra de T. sanguisuga. A. Vista dorsal con sus distintivas marcas anaranjadas en el
pronoto lateral (flechas azules) base de los hemiélitros y mitad distal de cada conexivo del abdomen
(flechas negras). Las alas no se extienden mas alla del abdomen cuando estan retraidas (linea
verde). Las patas son de coloracién oscura, largas, finas y sin apéndices (estrella roja). Las hembras
tienen su genitalia expuesta (flecha morada) mientras que los machos presentan su abdomen
redondeado. B. Vista lateral. El rostro (probdscide) es recto, con forma de aguja y reposa debajo de
la cabeza, con un segundo segmento (flecha roja) que se extiende hasta la base del cuello. Marcas
anaranjadas se ubican lateralmente en el cuello (flecha negra) pero generalmente no lo envuelven
completamente. Tomada de Beatty et al., (2023).
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Dificultades en la taxonomia de Triatominos

Si bien los caracteres morfologicos han sido histéricamente utilizados para distinguir
la mayoria de las especies de triatominos (Abad-Franch y Monteiro 2005; Lent y
Wygodzinsky 1979; Nattero et al., 2017), el el desarrollo de técnicas genéticas y
moleculares ha revelado numerosos casos de identificacidén erronea de especies. En
ocasiones, especies que divergieron recientemente pueden mostrar diferencias
morfoldgicas notables o ser isomorfas, lo cual dificulta su taxonomia (Abad-Franch y
Monteiro, 2005; Monteiro et al., 2018). Las variantes cromaticas proporcionan un
ejemplo en el que la estructura taxondmica subyacente no puede ser resuelta
unicamente mediante estudios morfolégicos. Estas confusiones taxondmicas se
atribuyen en gran medida a los altos niveles de plasticidad fenotipica que presentan
los triatominos (Dujardin et al., 1999; Gourbiére et al., 2012). Existe evidencia de
que las similitudes morfolégicas han conducido a que existan secuencias genéticas
en repositorios publicos (como Genbank del NCBI) cuya identificacion especifica es
erronea (Panzera et al., 2015, Gomez-Palacio et al., 2023). Dada esta problematica
en la asignacién taxonomica y el establecimiento de relaciones sistematicas y
evolutivas, muchos investigadores han recurrido a enfoques moleculares en un
intento por aclarar el panorama sistematico y evolutivo (Abad-Franch y Monteiro,
2005). Con el crecimiento de las técnicas moleculares de las ultimas décadas, la
clasificacion de especies se ha enfocado en buscar agrupaciones de organismos
que sean esencialmente monofiléticos. Este criterio se utiliza actualmente para
denominar aquellas especies que morfolégicamente se identifican como la misma
especie, pero que genéticamente se encuentran diferenciados en taxa separados:
las especies cripticas (Monteiro et al., 2018). Los estudios moleculares de las
ultimas décadas han contribuido significativamente a los avances en la sistematica
de los triatominos. La sistematica molecular ha revelado que varias especies,
previamente definidas segun criterios fenotipicos, esconden taxones genéticamente
distintos. A modo de ejemplo, podemos mencionar a R. prolixus y Rhodnius
robustus (Monteiro et al., 2003), T. dimidiata (Bargues et al., 2008), Triatoma
brasiliensis (Monteiro et al., 2004) y Triatoma sordida (Panzera et al., 1997, 2015).

Algunas especies con similitudes morfoldgicas pueden ni siquiera tener una relacion
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evolutiva cercana, como es el caso de T. sordida y Triatoma guasayana (Panzera et
al., 2015). Al mismo tiempo, especies estrechamente relacionadas pueden presentar
notables diferencias en su fenotipo, como T. guasayana y Triatoma rubrovaria
(Monteiro et al., 2018).

En los estudios filogenéticos, es clave la eleccion del marcador molecular que se va
a utilizar para el analisis, y dicha eleccion va a depender de la pregunta que se
intente responder. Esto se debe principalmente a que distintos marcadores
moleculares presentan distintas tasas de evolucion (Mas-Coma y Bargues 2009;
Wang et al., 2015). Aquellos marcadores que acumulan cambios mas rapidamente
resuelven mejor las relaciones de individuos cercanamente emparentados
(poblaciones, especies), mientras que los marcadores que acumulan cambios mas
lentamente en el tiempo resultan mas utiles para el estudio de taxa mas alejados
evolutivamente (Abad-Franch y Monteiro, 2005; Mas-Coma y Bargues, 2009).
Dadas las tasas de sustitucion relativamente altas del ADN mitocondrial en
comparacion con el genoma nuclear, se han utilizado genes mitocondriales para
analisis filogenéticos intra-especificos (Mas-Coma y Bargues, 2009). Entre ellos, el
gen mitocondrial mas utilizado en triatominos es el citocromo b (cytb) debido a su
alta tasa evolutiva (Mas-Coma y Bargues, 2009; Wang et al., 2015). Para analisis
filogenéticos realizados con este marcador, se propuso un valor umbral de distancia
genética de 7,5%, segun el modelo K2-p, para validar especies de triatominos
diferentes (Monteiro et al., 2004).

Antecedentes en el estudio filogenético de Triatoma
sanguisuga

A pesar de la evidencia disponible para T. sanguisuga sobre su capacidad vectorial,
prevalencia de T. cruzi y contactos humano-vector, hasta donde sabemos, solo un
unico estudio filogenético ha sido llevado a cabo para esta especie. En el estudio
publicado en 2011 (De la Rua et al., 2011), se seleccionaron 54 especimenes a
partir de 344 muestras colectadas en Nueva Orleans, Louisiana, en sitios cercanos
al sexto caso autdctono confirmado de infeccion por T. cruzi. En dicho trabajo, se
encontré una alta diversidad intraespecifica a partir del marcador molecular cytb (37

haplotipos en 54 especimenes) y en el analisis filogenético basado en el método de
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maxima parsimonia sobre dicho marcador, se obtuvieron dos clados fuertemente

respaldados por bootstrap, a los que llamaremos en este trabajo Grupo | y Grupo I,

A su vez, el Grupo Il se separé en Grupo IIA y Grupo IIB (Figura 7). Ademas,

apoyan sus conclusiones con la diversidad haplotipica analizada para el marcador

16S, en la cual se encontré6 un total de 6 haplotipos de los cuales 2 sélo se

encuentran en el Grupo |, 4 en el Grupo IIA y 1 en los Grupo IIA y Grupo IIB. En

otros dos estudios (Kjos et al., 2013; Curtis-Robles et al., 2018), si bien no se realizd

un estudio filogenético estricto de T. sanguisuga.

Hap n
Hap o
Hap p
‘————————————Hapgq

Hap |
&L e
Hap s
Hap u
Hap r
Hap t
Hap v

62

85 Hap e

Hap f
70 Hap |
-
Hap ¢
Hap n
——
98 Hap a
e T
Hap ¢
—%:Hapd
Hap z

Hap A
Hap y

Hap x
Hap w

62

Hap B

—
Hap D

Hap G

e I
65 Hap F

Hap 4
Hap J

Hap |
Hap K
Hap

T. dimidiata

Grupo 1IB

Grupo llIA

Grupo |

Figura 7. Arbol filogenético consenso obtenido por maxima parsimonia de 37 haplotipos inferidos a
partir de secuencias de cytb de T. sanguisuga. Los numeros en los nodos representan valores de
bootstrap luego de 1000 réplicas (tomado y adaptado de De La Rua et al., 2011).
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Considerando los antecedentes en la clasificacion de T. sanguisuga durante el siglo
XX, que incluyen descripciones de subespecies morfoléogicas que fueron
posteriormente desestimadas, la conflictiva identificacién entre T. sanguisuga y T.
indictiva, la gran variabilidad genética registrada por De la Rua y colaboradores
(2011) en una unica poblacion del estado de Louisiana, la evidencia de especies
cripticas en varios linajes del género Triatoma y la limitada atencion que ha recibido
esta especie en estudios filogenéticos (a pesar de su potencial relevancia como
vector de la enfermedad de Chagas), nuestra hipdtesis de trabajo plantea la
posibilidad de que existe una diversidad genética no detectada dentro de T
sanguisuga. La finalidad de este trabajo es utilizar el marcador mitocondrial cytb
para inferir las relaciones filogenéticas entre multiples ejemplares de esta especie,
provenientes de distintas localidades en diferentes estados a lo largo del sudeste

estadounidense.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la diversidad genética entre distintas poblaciones del taxéon T.

sanguisuga.
Objetivos especificos

1) Delimitar linajes dentro del taxon T. sanguisuga mediante el uso de herramientas

informaticas.

2) Determinar, mediante el uso de herramientas de analisis de secuencias, el patron

de diferenciaciéon genética entre los linajes.
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Materiales y métodos

Para este trabajo se utilizaron 41 muestras, identificadas como adultos de T.
sanguisuga segun los protocolos descritos en el trabajo de Lent y Wygodzinsky
(1979), provenientes de varios estados del sureste de Estados Unidos, con mayor
hincapié en Texas y Florida (Tabla 1, Anexo; Figura 8). Estas muestras fueron
proporcionadas por los profesores Gabriel Hamer, Ph.D., del Departamento de
Entomologia de la Universidad A&M de Texas, Sarah A. Hamer, Ph.D., del
Departamento de Biociencias Integrativas Veterinarias de la Universidad A&M de
Texas, y Norman Beatty, MD, de la Divisibn de Enfermedades Infecciosas y
Medicina Global de la Universidad de Florida. Ademas se utilizaron 83 secuencias
disponibles en la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), GenBank, correspondientes al cytb de individuos identificados como T.
sanguisuga (69 muestras), T. indictiva (8 muestras) y Triatoma sp. (6 muestras)
(Tabla 1, Anexo; Figura 8). Entre las secuencias identificadas como T. sanguisuga,
se encuentran las secuencias de los haplotipos de cytb obtenidos en el trabajo de
De la Rua y colaboradores (2011). Los individuos identificados como T. sp.
corresponden a ejemplares que no pudieron ser identificadas ni morfolégica ni
molecularmente entre T. sanguisuga y T. indictiva. Estas secuencias se incluyeron
para evaluar las relaciones filogenéticas con el resto de los individuos, debido a las
histéricas dificultades en la identificacion de T. sanguisuga y T. indictiva. Estas
secuencias provienen del estado de Texas y junto con 6 individuos de T
sanguisuga, no se logro obtener su informacion geografica mas alla del estado en el

que fueron colectadas (Tabla 1, Anexo).
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Figura 8. Distribucion geografica de ejemplares utilizados para este trabajo. En blanco se resaltan los
estados de donde se obtuvieron las muestras, y en verde se indica el condado. El tono de verde varia
de acuerdo a la cantidad de muestras en cada condado. Los condados con una sola muestra son los
mas claros y los que tienen méas de cinco muestras los mas oscuros.

Extraccion de ADN

El procedimiento de purificacion de ADN total se llevé a cabo a partir de las patas de
41 individuos identificados como adultos de T. sanguisuga, utilizando el kit DNeasy
Blood & Tissue de QIAGEN, siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante,

con algunas modificaciones, que se describe a continuacion:

e Se colocaron 80 pl de Solucion Buffer ATL en un tubo de microcentrifuga de
1,5 ml y a continuacion se colocaron entre 2 y 4 patas. Luego se procedié a
triturar el material con tijeras estériles.

e Se agregaron 100 pl de Solucion Buffer ATL y 20 pl de Proteinasa K. Se
mezclo vigorosamente.

e Se incubaron las muestras a 56°C Overnight en Thermoblock o en estufa.
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Se agitaron las muestras en vortex por 15 segundos y se agregaron en el
tubo 200 pl de Solucion Buffer AL junto con 200 pl de Etanol absoluto. Luego
se agité nuevamente la mezcla por 15 segundos.
Se centrifug6é la mezcla a 14000 x g durante 10 segundos.
Se coloco el sobrenadante en una columna de microcentrifugacion DNeasy
colocada en un tubo colector de 2 ml y se centrifugd a 6500 x g durante un
minuto. Luego se descarto el tubo colector con el liquido incluido.
Se colocé la misma columna en un nuevo tubo colector de 2 ml, se agregaron
500 pl de Solucion Buffer AW1 y se centrifugd nuevamente a 6500 x g
durante un minuto. Se descarto el tubo colector con el liquido.
La columna se colocd en un nuevo tubo colector de 2 ml, se agregaron 500 pl
de Soluciéon Buffer AW2 y se centrifugd a 17000 x g durante 3 minutos. Se
descarto6 el tubo colector con el liquido.
Se coloco la columna en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, se
agregaron 50 ul de Solucidon Buffer AE y se centrifugd a 6500 x g durante un
minuto.

Finalmente se repitid el paso anterior una vez mas para un mayor

rendimiento.

El ADN extraido se conservo a -20°C para aplicaciones posteriores.

Cuantificacion y evaluacién de la calidad del ADN

La concentracion del ADN extraido se determind utilizando un espectrofotdmetro

NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La calidad del ADN extraido se determiné mediante electroforesis en gel de agarosa

siguiendo los siguientes pasos:

e Se prepar6 un gel de agarosa al 0,8% (w/v) en solucion buffer TAE (40 mM

Tris, 20 mM acido acético, 1 mM EDTA). Ademas, se anadieron 2 ul de

agente intercalante (GelRed® 10000X) a la solucion de agarosa
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Se mezclaron 2 pul de cada muestra de ADN con 3 pl de H,O estéril y 1 ul de
agente de carga (Gel Loading Dye, 6X). Finalmente se cargaron las mezclas
en los pocillos del gel.

El gel de agarosa se sometidé a una tension constante de 80 V durante 20
minutos para separar los fragmentos de ADN segun su tamafio.

Después de la electroforesis, el gel se expuso a una fuente de luz azul para

la visualizacion de los fragmentos de ADN.

Amplificacion por Polymerase Chain Reaction (PCR) del Cytb

La amplificacion por PCR del cytb fue realizada utilizando los siguientes primers:

CYTB7432F, 5-GGACG(AT)GG(AT)ATTTATTATGGATC (Monteiro et al.,
2003)
CYTB7433R, 5-GC(AT)CCAATTCA(AG)GTTA(AG)TAA (Monteiro et al.,
2003)

Preparacion de la mezcla de reaccion

En un tubo de PCR en hielo se agregaron los siguientes componentes:

1 pl de ADN (con concentraciones variables entre las muestras).

12,5 pl de Taq 2X Master Mix (20 mM Tris-HCI, 100 mM KCI, 3 mM MgCl,, 0,4
mM dNTPs, 10% Glycerol, 0,16% IGEPAL® CA-630, 0,1% Tween® 20, 50
units/ml Taqg DNA Polymerase, pH 8,6 a 25°C).

0,5 pl de MgCl, (25 mM).

0,7 ul de primer CYTB7432F (10pM).

0,7 ul de primer CYTB7433R (10pM).

H,O estéril para completar un volumen final de 25 pl.
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Termociclado

La amplificacién se llevd a cabo en un termociclador en condiciones que se detallan

en el siguiente programa:

e Desnaturalizacién inicial a 95°C durante 5 minutos.

e Ciclos de amplificacion (35):
o Desnaturalizacién a 95°C durante 30 segundos.
o Hibridacién de cebadores a 47°C durante 30 segundos.
o Extension a 72°C durante 60 segundos.

e Extension final a 72°C durante 10 minutos.

Con el fin de verificar y analizar los productos de la PCR, se sometio a las muestras

a una electroforesis en gel de agarosa siguiendo los siguientes pasos:

e Se prepar6 un gel de agarosa al 0,8% (w/v) con el mismo procedimiento que
el anterior, con 5 pl de muestra de producto de PCR.

e Ademas, se cargé en un pocillo un marcador de peso molecular
(Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder).

e EIl gel de agarosa se sometié a una tensién constante de 80 V durante 20
minutos para separar los fragmentos de ADN segun su tamafio.

e Después de la electroforesis, el gel se expuso a una fuente de luz azul para

la visualizacion de los fragmentos de ADN.

Secuenciacioén de los productos de PCR

Después de la verificacion de los productos de PCR, los fragmentos de ADN
amplificados se sometieron a secuenciacion utilizando la tecnologia de
secuenciacion de Sanger. Este proceso de secuenciacion se llevdé a cabo en la

empresa Macrogen, Inc. (Corea). Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron
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curadas manualmente mediante la observacion de los electroferogramas brindados

por la empresa a través del programa informatico FinchTV v1.4.0 (Geospiza, 2009).

Analisis filogenético y diversidad genética

Las secuencias curadas del gen cytb se alinearon utilizando el programa MAFFT
v.7.453 (Katoh y Standley, 2013). Los paquetes de R ape v.5.7-1 (Paradis y Schliep,
2019) y pegas v.1.2 (Paradis, 2010) se utilizaron para identificar los haplotipos
presentes en los datos. El paquete de R phangorn v.2.11.1 (Schliep et al., 2017) se
utilizé para determinar el modelo de sustitucidn nucleotidica que mejor se adapta a

los datos, basado en el criterio de informacion bayesiana (Schwarz, 1978)

Se definieron los diferentes grupos de individuos dentro del conjunto de datos
utilizando dos métodos: Hierarchical Bayesian Analysis of Population Structure
(HierBAPS) con el paquete de R rhierBAPS v.1.1.3 (Cheng et al., 2013), y un
analisis de delimitacion de especies Generalized Mixed Yule-Coalescent (GMYC)
(Pons et al., 2006) utilizando el paquete de R splits v1.0 (Ezard et al., 2021). La
entrada del analisis de GMYC es un arbol bayesiano ultramétrico y dicotomico. Para
generarlo se utilizo el programa BEAST v1.10 (Suchard et al., 2018), seleccionando
el modelo de sustitucion TN93 + G (distribucidon gamma) (Tamura y Nei, 1993). Se
realizé el analisis con el modelo de Yule y un reloj molecular estricto como priors, los
cuales suponen una tasa de natalidad de linaje constante para cada rama del arbol,
que define el patron de ramificacion. Las cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC)
se ejecutaron para 100 millones de generaciones y la convergencia se verifico

mediante el programa Tracer v1.7 (Rambaut et al., 2018).

Con el programa IQ-TREE v.1.6.12 (Nguyen et al., 2015), se estimé el mejor modelo
de substitucidén nucleotidica ajustado a los datos. A partir del modelo de sustitucion
obtenido, se realiz6 una inferencia filogenética por el método de maxima

verosimilitud. El calculo del soporte estadistico de los nodos del arbol obtenido se
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realizé mediante 1000 pseudoréplicas de UltraFast bootstrap. También se estimaron

las tasas de sustituciones y frecuencias de bases.

El programa MrBayes v3.2.7 (Ronquis et al., 2012) fue utilizado para realizar una
inferencia bayesiana distinta a la obtenida con BEAST. Se eligio el modelo GTR + G
(Lanave et al., 1984) y se indicaron las tasas de sustituciones y frecuencias de
bases obtenidas con /Q-TREEE. Dos corridas de 4 cadenas de MCMC se corrieron

por un total de 5 millones de generaciones.

El paquete phangorn también se utilizé para elaborar una inferencia filogenética bajo
el modelo de maxima parsimonia. El soporte estadistico del arbol obtenido se

calculé mediante la generacion de 1000 pseudoréplicas.

Las librerias ape y pegas también se utilizaron para obtener distintos indices de
diversidad genética poblacional para todo el set de datos y para cada grupo
obtenido por GMYC. Se obtuvieron los sitios segregantes (S), diversidad
nucleotidica (pi) y diversidad haplotipica (Hd). Con estos paquetes también se
evaluo la hipétesis de neutralidad mutacional con los test de Tajima (Tajima, 1989) y
Ramos-Onsins—Rozas (Ramos-Onsins y Rozas, 2002). Se estimaron las distancias
genéticas segun el modelo de Kimura 2-parametros (K2-p) (Kimura, 1980) y la
distribucion gamma con el paquete ape y se calcularon las medias entre grupos

utilizando el paquete de R vegan v2.6.4 (Oksanen et al., 2022).

Con el fin de visualizar y analizar el patron de distribucién de los haplotipos, se
construyé una red de haplotipos utilizando la herramienta informatica PopART

(Leigh y Bryant, 2015) por el método Median Joining.

Finalmente, se emplearon los paquetes de R ggtree v.3.8.2 (Yu et al., 2017) y
ggplot2 v.3.4.3 (Wickham et al., 2011) para la visualizacién y edicion de los arboles
obtenidos y el mapa de calor de las distancias segun el modelo K2-p entre

haplotipos.
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Resultados

Jerarquizacion e inferencia bayesiana

La agrupacion de los haplotipos de cytb usando los modelos de GMYC y hierBAPS,
mostré resultados similares para los datos utilizados. Se logré definir 4 grupos
basados en GMYC y 5 grupos de nivel 1, con 11 subgrupos de nivel 2, obtenidos
con hierBAPS. Si bien los grupos en los distintos métodos fueron esencialmente los
mismos, el Grupo 2 definido por GMYC se encuentra dividido en dos grupos por el
método hierBAPS (Figura 11).

En el arbol filogenético realizado por BEAST (Figura 9) se distinguen 4 clados bien
soportados por las probabilidades posteriores (PP>0,95). El Grupo 1, es monofilético
y hermano al clado conformado por los otros 3 grupos. Esta compuesto
completamente por especimenes de T. sanguisuga provenientes del estado de
Florida. A su vez, este grupo presenta un subgrupo bien soportado de 8
especimenes de la regidén centro-norte de Florida, separado de otros 2 especimenes
de la zona centro-norte y 1 espécimen de la zona mas al sur. El resto de los grupos
son parte de un mismo clado, hermano al Grupo 1. El Grupo 2 presenta
principalmente especimenes de Louisiana, con algunos de Texas y ejemplares en
localidades mas al norte: Mississippi, Alabama, Tennessee y Virginia Occidental. El
Grupo 3 presenta principalmente individuos de Texas, algunos de Louisiana y el sur
de Mississippi. Este grupo también comprende al haplotipo con amplia distribucion
H31, el cual reune 4 especimenes, cada uno de Texas, Tennessee, Virginia y
Louisiana. Finalmente, el Grupo 4 tiene la caracteristica de tener muchos taxa, al
igual que el Grupo 2, con la diferencia sustancial de que solo se encuentra en
Texas. También, es el unico que ademas de ejemplares de T. sanguisuga, esta

integrado por especimenes identificados como T. indictiva (haplotipos H15, H16 y
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H18) y como T. sp. (haplotipos H17, H23 y H30), siendo el unico que contiene

ejemplares con una identificacion conflictiva.

A pesar de ser también una inferencia bayesiana, el arbol obtenido por MrBayes
(Figura 1, Anexo) fue diferente al obtenido por BEAST. En este arbol, el Grupo 1
también es monofilético (PP=1), pero se presenta como mas emparentado al Grupo
4, aunque con soporte no significativo (PP>0,70). EI Grupo 2 aparece como
hermano a los dos grupos mencionados, pero no significativamente (PP>0,77), no
obstante, es monofilético con un soporte significativo (PP>0,95). El Grupo 3 deja de
ser monofilético ya que, por un lado, el haplotipo H34 se separa del conjunto de
datos con un soporte significativo, y por otro, el resto de sus ramas forman una

politomia.
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Figura 9. Arbol filogenético bayesiano obtenido de un fragmento de citocromo b (cytb) de ejemplares
de T. sanguisuga, T. indictiva 'y T. sp. Los circulos negros indican nodos con probabilidad posterior
mayor a 0,95. Se indican los grupos delimitados por GMYC: Grupo 1 (rojo), Grupo 2 (verde oscuro),
Grupo 3 (amarillo) y Grupo 4 (anaranjado).
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Inferencia por maxima verosimilitud

El modelo de sustitucion nucleotidica al que mejor se ajustaron los datos es el
modelo de Tamura-Nei modelado por una distribucion Gamma discreta con un valor
alfa de 4 y presencia de sitios invariables (TrN+G(4)+1). A partir del modelo de
sustitucién obtenido, se generdé un arbol filogenético por el método de maxima
verosimilitud en el cual se mantienen los grupos de GMYC, sin embargo, los unicos
que se encuentran soportados significativamente (P>0,95) son el Grupo 1y el Grupo
2, mientras que el resto muestra conflictos y niveles de soporte mas bajos, en

especial el Grupo 3 (Figura 10).

El Grupo 1 es moncdfilético (P>0,99), pero se encuentra incluido dentro del Grupo 4,
volviendo a este ultimo parafilético. Asimismo, el Grupo 4 presenta un soporte
estadistico menor (0,81) y se encuentra subdividido en dos con una importante

concordancia con la jerarquizacion de nivel 2 de hierBAPS.

El Grupo 2 también es monofilético (P>0,99) y en lineas generales mantiene las
relaciones filogenéticas internas observadas en arbol generado por inferencia
bayesiana. Existen dos clados bien soportados que se diferencian de acuerdo a la
jerarquizacion de hierBAPS y un tercer clado con soporte mas bajo, aunque no

despreciable (0,89), que agrupa ejemplares del centro-norte de la regién estudiada.

El Grupo 3 es el que presenta el menor soporte estadistico de todos (0,36) y es
polifilético gracias a que se separa de un solo haplotipo, el H104, con un alto
soporte (0,98). Sin embargo, en la red de haplotipos, el H104 se posiciona dentro
del Grupo 3 (Figura 12)
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Figura 10. Arbol filogenético de maxima verosimilitud obtenido de un fragmento de citocromo b (cytb) de ejemplares de T.
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Inferencia por maxima parsimonia

El arbol filogenético generado por este método arrojé6 una topologia en la que
solamente tiene soporte significativo (P>0,95) el Grupo 1 como clado monofilético y
hermano al resto de grupos (Figura 2, Anexo). El Grupo 2 aparece separado a los
Grupos 3 y 4, y hermano a éstos con un soporte menor (0,92). El Grupo 3 como
grupo monofilético presenta un soporte todavia menor (0,90). Por ultimo, el Grupo 4
presenta el menor soporte de todos (0,81). El nodo que une el Grupo 3 al Grupo 4

tiene un soporte de menor a 0,5).

Diversidad genética

En este trabajo, se obtuvo un total de 41 fragmentos de 453 pb del gen cytb de
ejemplares de T. sanguisuga. Un total de 116 sitios fueron segregantes (25,61%). El
conjunto de datos mostré un mayor enriquecimiento A+T (62,96%), una tendencia
normal en genomas mitocondriales de insectos. Fueron encontrados un total de 107
haplotipos en 143 individuos, y la diversidad haplotipica (Hd), la cual indica la
probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar sean diferentes, para todo el
conjunto de datos fue alta (0,992). Por otra parte, la diversidad nucleotidica (pi), la
cual mide las diferencias en la secuencia de nucledtidos entre todas las parejas
posibles de secuencias en en el conjunto, fue baja (0,046) (Tabla 1). En el Grupo 1
fue encontrando un haplotipo por cada individuo. Con una Hd de 1, es el grupo con
el valor mas alto y la segunda pi mas alta (0,021), aunque es el grupo cuyo
muestreo es el mas bajo (11 individuos). El Grupo 4 es el segundo mas diverso en
cuanto a Hd (0,987), con 37 haplotipos en 48 individuos. Ademas, tiene la pi mas
baja, junto con el Grupo 3 (0,016). Este ultimo obtuvo también la Hd mas baja
(0,929), con 18 haplotipos en 27 individuos, siendo el menos diverso en diversidad
genética de acuerdo a estos valores. Luego, el Grupo 2 obtuvo una Hd de 0,979,
con 41 haplotipos en 57 individuos; y una pi de 0,023, siendo la mas alta del
conjunto (Tabla 1). El haplotipo mas frecuente fue H31, con 7 individuos y presencia

en los estados de Texas, Tennessee, Virginia Occidental y Louisiana. Curiosamente,
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el haplotipo H18 esta presente en dos especimenes de las presuntamente

diferenciadas especies de T. sanguisuga y T. indictiva.

Al realizar el Test de Neutralidad de Tajima, el valor D es muy cercano a cero (0,003)
para todo el conjunto, con un p-valor asociado de 0,998 (Tabla 1). Este p-valor es
mayor que 0,05, indicando que no hay evidencia significativa para rechazar la
hipétesis nula de neutralidad. Los D obtenidos en los Grupos 1 (-0,75), 2 (-1,05), 3
(-0,48) y 4 (-1,26) tampoco arrojaron valores significativos para ninguna de las
distribuciones. Con respecto al Test de Neutralidad de Ramos-Onzins y Rozas, se
obtuvo un valor de 0,089 para todo el conjunto, con un p-valor de 0,63, impidiendo
rechazar la hipétesis nula de neutralidad. Dentro de los grupos, el unico que tuvo un

p-valor significativo (0,048) fue el Grupo 1 con un R2 de 0,11 (Tabla 1).

Tabla 1. Datos y valores estadisticos genéticos obtenidos a partir de un fragmento del citocromo b
(cytb) de los grupos de GMYC obtenidos en nuestro conjunto de datos.

N S Nh Hd T D D P-val R2 R2 P-val
Grupo1 11 33 11 1,000 0,021 -0,749 0,454 0,112 0,048
Grupo 2 57 69 41 0,979 0,023 -1,005 0,294 0,071 0,180
Grupo 3 27 33 18 0,929 0,016 -0,475 0,635 0,097 0,229
Grupo 4 48 49 37 0,987 0,016 -1,256 0,209 0,064 0,118
Total 143 116 107 0,992 0,046 0,003 0,998 0,088 0,630

N: cantidad de individuos. S: sitios segregantes. Nh: cantidad de haplotipos. Hd: diversidad haplotipica.
m: diversidad nucleotidica. D: Valor del Test de Neutralidad de Tajima. D P-val: p-valor del test de
Tajima R2: Valor del Test de Neutralidad de Ramos-Onsins—Rozas. R2 P-val: p-valor del test R2.

Los valores de distancia K2-p entre el Grupo 1 y los demas fueron superiores al
7,5% en todos los casos. (Figura 11, Tabla 2). Ademas, al considerar el Grupo 1
contra todo el conjunto de datos, la distancia fue de 8,311,1% (Tabla 2, Anexo). Los
Grupos 2, 3 y 4 presentaron valores mas moderados de distancias promedio entre si
(5,0£0,6% < K2-p < 6,61£0,9%). La distancia intra-grupo mas alta fue la del Grupo 2
(2,7£1,0%), mientras que la mas baja fue la del Grupo 4 (1,6+£0,9%), aunque muy
cercana a la del Grupo 3 (1,7+£0,9%) (Tabla 2). Es notable observar que el haplotipo
H1 presenta valores de distancia K2-p superiores al 10% en muchos casos, sobre

todo con el Grupo 2 (Figura 11)
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Figura 11. Mapa de calor de las distancias genéticas basadas en el modelo de Kimura 2-p, entre los
haplotipos encontrados en un fragmento del citocromo b (cytb) en nuestro grupo de datos. En rojo se
indican las distancias mas cercanas a 0 y en azul las que son iguales o mayores al 10%. Los grupos
de GMYC se sefialan mediante barras negras. Solo algunos de los 107 haplotipos se encuentran
etiquetados, con el fin de que se puedan observar en la figura.

37



Tabla 2. Distancia genética media (%), segun el modelo K2-p, entre los grupos definidos utilizando
GMYC.

1 2 3 4
Grupo 1 2,241,3 - - -
Grupo 2 8,8+1,1 2,7¢1,0 - -
Grupo 3 8,8+1,0 5,9+0,7 1,7+0,9 -
Grupo 4 7,7£0,6 6,6+0,9 5,0£0,6 1,610,9

Red de haplotipos

La topologia de la red de haplotipos observada refleja de manera consistente los
resultados obtenidos tanto en el analisis filogenético de maxima verosimilitud como
en el analisis bayesiano y el GMYC (Figura 12). En esta estructura, el Grupo 1 es el
mas alejado, con un total de 22 pasos mutacionales con el grupo mas cercano: el
Grupo 4. Dentro del Grupo 1, los haplotipos H71 y H72 presentan 12 pasos
mutacionales con respecto al mas cercano (H75). Por su parte, el haplotipo H1
suma otros 12 pasos mutacionales con respecto a H71. Los pasos mutacionales
entre estos haplotipos y el nucleo del grupo son de una magnitud similar a los
observados entre el Grupo 3 y el Grupo 4. Contrastando con esta estructura, el
Grupo 4 presenta escasos pasos mutacionales entre sus haplotipos y se separa del
Grupo 3 por 13 pasos. En cuanto al Grupo 2, se distingue por presentar la mayor
estructuracién en la red. Este grupo se fragmenta principalmente en dos subgrupos,
cuyos haplotipos agrupados coinciden con la jerarquia identificada por hierBAPS.
Los 5 pasos mutacionales entre estos subgrupos son menores a los observados
entre haplotipos especificos de otros grupos, como H34 en el Grupo 3 (10), H15 (14)
en el Grupo 4. Es importante destacar que la jerarquizacion de hierBAPS en este

caso no se distingue de la obtenida mediante GMYC.
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Figura 12. Red de haplotipos elaborada en PopART por el método Median-Joining para los 107
haplotipos encontrados a partir de un fragmento de citocromo b (cytb) de ejemplares de T.
sanguisuga, T. indictiva'y T. sp. Los haplotipos estan coloreados segun el estado del cual provienen:
Florida (celeste) Alabama (azul claro), Mississippi (azul oscuro), Louisiana (anaranjado claro), Texas
(anaranjado oscuro), Virginia (fuxia), Tennessee (rosa). Los grupos de GMYC se indican con bordes
de colores: Grupo 1 (rojo), Grupo 2 (verde oscuro), Grupo 3 (amarillo), Grupo 4 (anaranjado). Las
marcas en los vértices indican pasos mutacionales: 22 entre Grupo 1 y Grupo 4, 13 entre Grupo 4 y
Grupo 3 y 15 entre Grupo 3 y Grupo 2. Los pequefios circulos negros representan haplotipos
faltantes.
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Discusion

Hemos hablado cémo histéricamente T. sanguisuga y T. indictiva han sido objeto de
controversia con respecto a su identificacion como especies separadas (Lent y
Wygodzinsky, 1979). A partir de nuestros resultados, observamos que T. sanguisuga
es parafilética con respecto a los individuos identificados como T. indictiva'y T. sp..
Este ultimo resultado se encuentra en concordancia con lo observado en
investigaciones anteriores, donde utilizando el marcador mitocondrial cytb, tampoco
se logré diferenciar genéticamente las especies T. sanguisuga y T. indictiva
(Curtis-Robles et al, 2018; Kjos et al., 2013). La especie T. indictiva presenta una
distribucion que abarca los estados mexicanos de Sonora y Chihuahua, y los
estados de Arizona, Nuevo México y Texas (Lent y Wygodzinsky, 1979), siendo este
ultimo estado el lugar donde se solapa su distribucion con la de T. sanguisuga. Se
trata de dos especies muy similares cuya identificacion se basa principalmente en
diferencias en los patrones cromaticos y sutiles diferencias en el tamafio general del
cuerpo (Lent y Wygodzinsky, 1979). Curiosamente, no se han realizado
descripciones de la genitalia masculina de estas especies para establecer
diferencias. La principal diferencia morfologica entre las especies es su coloracion,
siendo ambas de un color oscuro con tonos cercanos al negro, pero T. sanguisuga
presenta marcas anaranjadas en el conexivo y los hemiélitros mas conspicuas que
T. indictiva (Figuras 3y 4).

La variabilidad morfoldgica intraespecifica a menudo afecta a caracteristicas
comunmente utilizadas en la taxonomia clasica en triatominos, como los patrones
de coloraciéon (Abad-Franch et al., 2009; Pavan et al., 2015), el tamano y la forma de
los cuerpos, cabezas y alas (Schachter-Broide et al., 2004; Hernandez et al., 2011;
Nattero et al., 2013; Sandoval et al., 2015). Las variaciones cromaticas dentro de
una especie o0 entre especies hermanas pueden ser resultado de plasticidad
adaptativa, lo que puede complicar la clasificacion taxondmica. Por ejemplo, la
existencia de formas melanicas ha sido observada dentro de otras especies de
triatominos como T. infestans (Noireau et al., 1997), Rhodnius stali (Dujardin et al.,
2009), Rhodnius nasutus (Dias et al., 2014) y Triatoma mexicana (Rivas et al.,

2021). El descubrimiento de linajes cripticos con capacidades vectoriales diferentes
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y también variantes cromaticas de una misma especie en diferentes microambientes
fueron algunos de los mayores logros en la taxonomia de triatominos a principios de
la década del 2000 (Pavan et al, 2021). Dada la notable plasticidad fenotipica
presente en Triatominae y la existencia de variantes cromaticas en otras especies, y
considerando los resultados filogenéticos de nuestro trabajo, creemos que existen
errores en la identificacién de T. indictiva y T. sanguisuga en el estado de Texas. A
raiz de eso, sugerimos llevar a cabo una exhaustiva revisidbn taxonomica de T.
indictiva en toda su distribucion, haciendo hincapié en las diferencias con T.
sanguisuga en su region de simpatria, dentro del estado de Texas. Ademas, se
enfatiza la necesidad de realizar multiples estudios genéticos adicionales con el fin

de obtener evidencia soélida sobre la relacion entre estas especies.

En este analisis realizado a partir de un fragmento de cytb de T. sanguisuga se
descubriéo que existe una amplia diversidad genética dentro de esta especie. Esta
alta diversidad es evidente en el descubrimiento de 107 haplotipos en tan solo 143
individuos para un fragmento de 453 pb (dando una diversidad haplotipica cercana a
1, Hd = 0,992). Nuestro resultado es similar a la encontrado por De la Rua y
colaboradores (2011) (Hd = 0,978) y superior a la diversidad encontrada en especies
en las que fueron analizadas mas poblaciones y/o muestras (Monteiro et al., 2004;
Giordano et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2008; Almeida et al., 2008). A partir de los
datos moleculares, pudimos reconocer cuatro grupos bien diferenciados entre si a lo
largo del sudeste estadounidense (Grupo 1-4). La delimitacion de grupos dentro del
conjunto total de secuencias, obtenida por dos métodos informaticos diferentes
(GMYC versus hierBAPS), fue bastante similar. Estos métodos presentaron una
unica diferencia: el Grupo 2 delimitado por GMYC se divide en dos segun el criterio
de hierBAPS. Teniendo en cuenta esta diferencia, los grupos fueron nombrados en
base al analisis de GMYC, puesto que es el mas conservador. Las distintas
inferencias filogenéticas realizadas no mostraron concordancia entre si, y esta falta
de acuerdo se atribuye en gran medida a las diferencias en la construccion de los
algoritmos utilizados en cada método. Por ejemplo, a diferencia de las inferencias
por maxima verosimilitud, las inferencias bayesianas incorporan la variable de los
priors en la elaboracion de los patrones de ramificacion, lo cual influye en las
hipétesis resultantes. Incluso dentro de las inferencias bayesianas, los programas

utilizados exploran estos priors de manera diferente. Por otro lado, el método de
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inferencia de maxima parsimonia se distingue por no depender de un modelo
evolutivo para determinar las relaciones entre los taxa. En lugar de buscar la
hipétesis mas probable, este método determina aquella que presenta el menor
numero de cambios posibles.

Aunque estos métodos pueden generar discrepancias en los resultados, como en
nuestro caso, estas diferencias tienden a disminuir a medida que se incorporan mas
genes e individuos al analisis (Brooks et al., 2007). En este contexto, los resultados
obtenidos nos instan a intensificar nuestros esfuerzos en el analisis y considerar la
inclusion de un mayor numero de datos para mejorar la robustez y la coherencia de

nuestras inferencias.

El Grupo 1 es el mas alejado genéticamente a otros grupos y el unico que contiene
individuos del estado de Florida y que ademas no abarca ejemplares de otras
localidades (Figura 9, Tabla 2). Es el grupo con mayor diversidad haplotipica (Tabla
1), habiendo un haplotipo por cada individuo, aunque este resultado probablemente
se deba a la baja cantidad de individuos analizados dentro del mismo; es esperable
que al incorporar mas individuos la diversidad haplotipica disminuya. En vista de los
diferentes arboles filogenéticos obtenidos, la unica concordancia entre sus distintas
topologias, es que el Grupo 1 es monofilético con un soporte significativo. Este
grupo solamente fue considerado como un clado separado al resto en el arbol
bayesiano generado por BEAST (Figura 10) y en el arbol de maxima parsimonia
(Figura 1, Anexo). En el arbol de maxima verosimilitud (Figura 11) y en el arbol
bayesiano generado por MrBayes (Figura 2, Anexo), el Grupo 1 aparece mas
emparentado al Grupo 4 que al resto de grupos. Estos dos resultados estan en
concordancia con la red de haplotipos (Figura 12) y las distancias genéticas K2-p
(Tabla 2, Figura 9). Este grupo es el que presenta las distancias genéticas K2-p
medias mas altas con respecto al cada uno de los otros grupos (Tabla 2) y al
observar la distancia media entre el Grupo 1 y todo el resto de del conjunto de datos
(Tabla 1, Anexo), vemos que se supera el umbral de 7,5% propuesto para la
delimitacion de especies en Triatominos (Monteiro et al., 2004). Resultados similares
se han obtenido en estudios de sistematica molecular en diferentes especies de
triatominos (Monteiro et al., 2003; Diaz et al., 2014; Kieran et al., 2020; Abad-Franch
et al., 2021; Monteiro et al., 2013; Nattero et al., 2016; Panzera et al., 2015; Pfeiler
et al., 2006; Pita et al., 2021; Campos-Soto et al., 2020). Ademas, en algunos casos,
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abordajes similares han evidenciado la presencia de linajes que posteriormente
fueron descritos como nuevas especies (Da Rosa et al., 2012; Souza et al., 2016;
Dorn et al., 2018; Lima-Corddn et al., 2019; Alevi et al., 2020; Gil-Santana et al.,
2022).

El Grupo 2, es monofilético y esta soportado en todos los arboles filogenéticos, con
excepcion del arbol de maxima parsimonia (Figura 1, Anexo). Su relacién con otros
grupos no es clara. En el analisis del arbol de maxima verosimilitud (Figura 11),
identificamos el Uunico nodo con respaldo estadistico que agrupa a este grupo con
otro, especificamente el Grupo 4, que a su vez incluye al Grupo 1. Por otra parte, la
red de haplotipos y las distancias genéticas K2-p indican que se encuentra mas
préximo al Grupo 3. Su distancia genética K2-p media intra-grupo fue la mas alta
(2,7+£1,0). Esto puede verse reflejado en la red de haplotipos, donde podemos
observar que hay haplotipos que se encuentran alejados entre si por mas de 30
pasos mutacionales (por ejemplo: H35 de H66 y H67). En este grupo, casi todos los
haplotipos son de Louisiana, pero en todos los arboles, la red de haplotipos y las
jerarquizaciones (GMYC y hierBAPS), se abarca un clado que reune unos pocos
haplotipos de estados mas al norte como Tennessee (H78), Virginia (H79, H80),
Alabama (H81) y Mississippi (H83) (Figura 12). Dado el gran sesgo que existe hacia
el condado de Orleans (Louisiana) en este grupo, es importante incorporar
ejemplares de localidades al norte de éste, para lograr una mejor comprension de
las relaciones entre sus taxa. Dentro del Grupo 2 encontramos los haplotipos
obtenidos en el estudio de De la Rua y colaboradores (2011), con excepcion de los
incluidos en el Grupo | (H31-34), los cuales fueron agrupados en el Grupo 3 por
GMYC. Podemos ver que dentro del estado de Louisiana, mas concretamente en la
region que rodea a la ciudad de Nueva Orleans, coexisten distintos linajes de T.
sanguisuga. Los Grupos |IA y IIB definidos por De la Rua y colaboradores (2011) se
encuentran dentro del Grupo 2. La divisidén entre los mismos se mantiene, y coincide
con la jerarquizacion de nivel 1 obtenida por hierBAPS, el cual separa al Grupo 2 de
GYMC en dos subgrupos (Figura 11). Nuestro trabajo logra confirmar la propuesta
de De la Rua y colaboradores (2011) con respecto a la existencia de su Grupo Il
como tal y agregamos informacion valiosa con respecto a su historia evolutiva

gracias a la incorporacion de un mayor numero de ejemplares de T. sanguisuga, con
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una distribucion mas amplia y con diferentes metodologias de inferencia

filogenéticas.

El Grupo 3 solamente esta soportado como clado en el arbol bayesiano de BEAST
(Figura 9). En el resto de los arboles no tiene soporte y, ademas, en el arbol de
maxima verosimilitud (Figura 10) y en el arbol bayesiano de MrBayes (Figura 1,
Anexo) esta dividido en diferentes clados, siendo polifilético. En estos ultimos 2
arboles, hubo haplotipos que formaron un unico clado con un soporte significativo,
separado del resto del conjunto de datos: el H34 en el bayesiano y H104 en el de
maxima verosimilitud. Estos resultados pueden apreciarse en la red de haplotipos,
en la cual no se encuentra clara la relacion de estos haplotipos con el resto del
grupo ya que se da a través de haplotipos hipotéticos y con cantidades de pasos

similares a los obtenidos entre linajes (11 para H104 y 13 para H34) (Figura 12).

Cuando observamos al Grupo 4, vemos que la existencia de este grupo como tal
estd soportada estadisticamente unicamente en el arbol bayesiano generado por
BEAST. Si bien los Grupos 2 y 3 presentan ejemplares de Texas, este es el unico
que es endémico de dicho estado. Con respecto a la clasificacién de este grupo en
nuestras inferencias filogenéticas, en el arbol calculado por maxima verosimilitud
resultdé parafilético con respecto al Grupo 1 (Figura 10), presentando el mayor
conflicto frente a los agrupamientos por GMYC y hierBAPS. La relacién con otros
grupos tampoco es clara, aunque la distancia genética K2-p media (Tabla 1) y la red
de haplotipos (Figura 12) indican que este grupo se encuentra mas cercano al
Grupo 1, las inferencias filogenéticas no permiten concluir estos resultados. Por otra
parte, como ya mencionamos, vemos en todos los resultados que dentro de este
grupo existe un agrupamiento de haplotipos identificados como T. indictiva (H15,
H16 y H28), haplotipos que contienen tanto secuencias de T. sanguisuga como de T.
indictiva (H18 y H19) y haplotipos cuyos ejemplares no pudieron ser distinguidos
entre T. sanguisugay T. indictiva (H17, H23 y H30) (incluidos en el trabajo de Kjos et
al., 2013), y 40 haplotipos identificados como T. sanguisuga. A pesar de esto, es el
grupo con la distancia genética media mas baja a nivel interno (Tabla 1, Figura 11).
Como mencionamos antes, estos resultados concuerdan con otros trabajos en los
que se estudid a T. sanguisuga y T. indictiva (Curtis-Robles et al, 2018; Kjos et al.,
2013).
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Para aceptar la hipotesis de que el Grupo 1 es una especie diferente a la de los
Grupos 2, 3 y 4, hacen falta numerosos estudios adicionales, con diferentes
enfoques, que acompafen los resultados obtenidos en este trabajo. Si bien los
resultados de distancias genéticas K2-p del cytb entre el Grupo 1y los otros grupos
logran superar el umbral interespecie propuesto por Monteiro y colaboradores
(2004) y las inferencias filogenéticas muestran una monofilia del Grupo 1, una
verdadera comprensién de las relaciones filogenéticas entre los distintos linajes, nos
obliga a incorporar marcadores moleculares adicionales, marcadores morfolégicos y
aumentar los esfuerzos de muestreo. No obstante, resulta un buen ejercicio previo
pensar cuales serian las posibles causas que respalden un proceso de especiacion
de este grupo. Segun Monteiro y colaboradores (2018), la mayoria de los estudios
que se centran en la existencia de especies cripticas de triatominos utilizando
marcadores moleculares a menudo se han basado en dos conceptos de especies: el
Concepto Bioldgico de Especies (Mayr, 1963) y el Concepto Filogenético de
Especies (Cracraft, 1989).

La especiacidon alopatrica parece ser la regla para la mayoria de los Reduviidae
(Monteiro et al., 2018). La misma ocurre cuando una poblacion ancestral se divide
en al menos dos poblaciones hijas geograficamente aisladas; en las que el flujo
génico entre las mismas esta ausente o es irrelevante. Por lo tanto, estas
poblaciones acumulan mutaciones de manera independiente, desarrollan cierto
grado de divergencia genética y pueden llegar a estar genéticamente aisladas. Una
especiacion alopatrica completa puede ocurrir si las poblaciones de especies
incipientes desarrollan barreras pre o postcigéticas para la reproduccion (Mayr,
1978). Actualmente, no existen barreras geograficas evidentes entre las poblaciones
del Grupo 1y el resto de los grupos, pero es posible que haya existido una barrera
ancestral que desaparecio, seguida por la dispersion de las poblaciones divergentes
y el origen de un contacto secundario entre ellas. Si bien una especiacién alopatrica
ancestral y un actual contacto secundario es plausible, debido a nuestro
desconocimiento sobre barreras geograficas ancestrales entre las poblaciones
dentro del Grupo 1 y las poblaciones que integran el resto de los grupos, podemos
considerar modelos de especiacion diferentes al alopatrico.

Tradicionalmente, los modos de especiacion parapatrica y simpatrica fueron mas

controvertidos entre los bidlogos moleculares, ya que se consideraba que el flujo
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génico entre especies dificulta la divergencia poblacional (Jiggins, 2006); no
obstante, hoy en dia ésto ha cambiado y se acepta que es comun la especiacion
con flujo génico (Smajda y Butlin, 2011; Nosil y Flaxman, 2011). En un escenario de
bajo flujo génico, es posible que las poblaciones diverjan mediante la fijacién de
mutaciones adaptativas a través de la seleccion positiva (Barrett et al., 2008; Nosil y
Flaxman, 2011) o simplemente a través de la deriva genética en poblaciones
pequefias. En estos casos, la seleccion natural puede superar la homogeneizacién
del genoma (impulsada por el flujo génico y la recombinacién) al mantener
reservorios genéticos aislados sin la necesidad de barreras geograficas (Turelli et
al., 2001). La especiacién parapatrica se puede explicar como una poblacion
ancestral que se convierte en dos especies hijas que ocupan rangos contiguos,
mientras que la especiacion simpatrica ocurre cuando los rangos geograficos de las
especies hijas se superponen. En ambos casos, parece que la especiacion esta
influenciada por la seleccion disruptiva, como consecuencia de favorecer la
evolucion de especies especializadas sobre las generalistas mediante la particion de
nichos o la preferencia de microhabitats (Pavan et al., 2021).

Una potencial especiacion ecologica en T. sanguisuga es posible y requiere evaluar
los aspectos comportamentales de sus distintas poblaciones. Los triatominos se
relacionan con sus microhabitats y hospedadores principalmente de dos maneras.
Por un lado, los triatominos especialistas de nido, que se comportan en gran medida
como forrajeros "quedarse y esperar" (del inglés sit-and-wait), asociados con los
nidos de hospedadores especificos en los que se alimentan preferentemente. Por
otra parte, los triatominos oportunistas, activos en la busqueda hospedadores bajo
un forrajeo generalista, ocupan de manera estable y se reproducen en microhabitats
discretos (por ejemplo, un afloramiento rocoso, un arbol o una corona de palma) y
se alimentan de hospederos potencialmente diversos independientemente de si los
mismos realmente anidan alli (Abad-Franch y Gurgel-Gongalves, 2021). T.
sanguisuga muestra un comportamiento mixto en su relaciéon con hospederos y/o
microhabitats; las poblaciones occidentales (de las llanuras secas del centro-sur de
los Estados Unidos y el mezquital semiarido de Tamaulipas, México) estan
considerablemente asociadas con los nidos del roedor Neotoma micropus, mientras
que las poblaciones orientales (del sureste mas humedo de los Estados Unidos)
infestan los nidos de Neotoma floridana pero también se encuentran en arboles

huecos o muertos (con ardillas, mapaches y zarigleyas), cavidades de raices (con
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armadillos) y palmas del género Sabal (con ranas arboreas). Tanto las poblaciones
occidentales como orientales de T. sanguisuga también pueden encontrarse con
ratones de algodon Sigmodon sp. y entre rocas (Abad-Franch et al., 2021).

En T sanguisuga, se ha encontrado una alta variabilidad ecologica. Diversos
estudios realizados en distintas localidades han observado que esta especie
presenta diferentes nichos asociados a la dieta (Kjos et al., 2013; Waleckx et al.,
2014; Dumonteil et al., 2020; Beatty et al., 2022). No obstante, los estudios son
escasos y no brindan evidencias directas que respalden la especiacion parapatrica
basada en preferencias de microhabitat y hospedero en el caso de T. sanguisuga. A
pesar de esto, la variabilidad observada en las ingestas sugiere la posibilidad de un
proceso evolutivo que podria contribuir a la divergencia genética del Grupo 1. En
este contexto, resaltamos la imperante necesidad de realizar estudios mas
exhaustivos que permitan obtener conclusiones robustas sobre las preferencias de

hospederos y microhabitats en diversas poblaciones de T. sanguisuga.

La clasificacién e identificacion de grupos de organismos ha sido un eje importante a
través del cual ha avanzado la investigacion en ciencias biolégicas. Con respecto a
los triatominos, una acertada clasificacion parece ser especialmente relevante si se
desean realizar estudios epidemioldgicos certeros que permitan elaborar programas
de monitoreo y erradicacién de la enfermedad de Chagas (Abad-Franch y Monteiro,
2005). El control de la enfermedad de Chagas depende fundamentalmente del
manejo integrado de sus vectores. Los programas de control vectorial pueden ser
mejorados significativamente con un mayor conocimiento sobre la biologia de los
vectores. Entre otros aspectos, la correcta identificacion de las especies y/o
poblaciones es crucial para lograr identificar aquellas que requieren un mayor
esfuerzo en el manejo, para asi aumentar la eficiencia en la eliminacién de la
transmision de T. cruzi en humanos (Gourbiére et al., 2012). La importancia de la
transmision por vectores genera una necesidad constante de desarrollar y optimizar
estrategias de control de vectores para mantenerse al ritmo de los escenarios
epidemioldgicos en constante cambio. Es por eso que es tan importante profundizar
en el conocimiento de la estructura poblacional y el flujo génico de los triatominos,
junto con la deteccion de taxones cripticos (similares morfoldgicamente pero
genéticamente diferentes) que podrian exhibir capacidades vectoriales diferentes

(Stevens y Dorn, 2017). La importancia de este trabajo parte del objetivo de
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identificar la variacidon genética de una especie muy escasamente estudiada como T.
sanguisuga. Este nivel de diversidad genética y estructuracién poblacional
encontradas nunca habian sido reportadas para esta especie tan ampliamente
distribuida en el continente norteamericano. El grado de divergencia detectada en
una poblacion del estado de Florida, con respecto al resto de los grupos
caracterizados, nos permite pensar en la posibilidad de estar frente a una especie
hermana de T. sanguisuga. Una nueva especie de triatomino puede ser capaz de
presentar capacidades vectoriales propias que la diferencien de T. sanguisuga,
obligando a disefar nuevas, o redisefiar, estrategias de control vectorial en Estados

Unidos.
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Conclusiones

Nuestros resultados revelan una alta diversidad genética dentro de la especie T.
sanguisuga, con distancias genéticas superiores al umbral para la designacion de

diferentes especies de triatominos.

T. sanguisuga presenta una fuerte estructuracién poblacional, con cuatro grupos
claramente diferenciados entre si. La estructuracion no se encuentra determinada
por factores geograficos evidentes, por lo que deben considerarse factores

ecologicos alternativos que expliquen la divergencia.

Los resultados de este trabajo indican que T. sanguisuga y T. indictiva presentan
relaciones filogenéticas que las agrupa como una misma especie. A partir de esto,
debera evaluarse la precisién de la identificacion morfolégica de las secuencias de

GenBank identificadas como T. indictiva.

49



Perspectivas

Incorporar mas individuos provenientes tanto de las mismas localidades
utilizadas en este estudio, como de nuevos sitios de muestreo. Reducir el
espacio entre las colectas puede ayudarnos a obtener un panorama mas

completo de la variabilidad de los linajes obtenidos.

Realizar analisis filogenéticos adicionales con marcadores genéticos con
distintas tasas evolutivas, ya sean mitocondriales como el citocromo oxidasa |
(coi), o nucleares como el Espaciador Transcripto Interno (ITS), con el fin de
aumentar la sefial filogenética del analisis y permitir resoluciones no
ambiguas. También realizar estudios de variabilidad genética a nivel
gendémico, mediante la determinacion de SNPs, utilizando técnicas de “Next
Generation Sequencing” como RAD-Seq que permitan identificar eventos de

introgresion o hibridacién interespecifica.

Llevar a cabo estudios citogenéticos con marcadores tradicionalmente
utilizados en triatominos, como la distribucion de heterocromatina constitutiva
o la posicion del cistron ribosomal 45S, para identificar variaciones

cromosoémicas especificas entre las poblaciones en estudio.

Implementar analisis morfométricos de los ejemplares colectados en distintas
localidades, acompafados de una minuciosa caracterizacion ecologica de los
mismos, con énfasis en detectar preferencias de microhabitat y/o hospedero,
para la realizacion de analisis multivariados de variables moleculares,

citogenéticas, morfoldgicas y ecoldgicas.

Generar cruzamientos experimentales entre adultos del Grupo 1 con adultos
de los grupos restantes y entre adultos de T. sanguisuga y adultos de T.
indictiva. En caso de obtener descendencia, ejecutar analisis citogenéticos de
la meiosis en los hibridos resultantes, para determinar si existen mecanismos

de aislamiento reproductivo.
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Anexos
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Figura 1, Anexo. Arbol filogenético bayesiano obtenido en el programa MrBayes a partir de un
fragmento de citocromo b (cytb) de ejemplares de T. sanguisuga, T. indictiva y T. sp. Los circulos
negros indican nodos con probabilidad posterior mayor a 0,95. Se indican los grupos delimitados por
GMYC: Grupo 1 (rojo), Grupo 2 (verde oscuro), Grupo 3 (amarillo) y Grupo 4 (anaranjado).
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Figura 2, Anexo. Arbol filogenético de maxima parsimonia obtenido de un fragmento de citocromo b
(cytb) de ejemplares de T. sanguisuga, T. indictiva 'y T. sp. Los circulos negros indican nodos con
soporte de bootstrap mayor a 0,95. Se indican los grupos delimitados por GMYC: Grupo 1 (rojo),
Grupo 2 (verde oscuro), Grupo 3 (amarillo) y Grupo 4 (anaranjado).
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Tabla 1, Anexo. Distribucion geografica de secuencias utilizadas. Se indica el estado de Estados
Unidos. Condado dentro de cada estado. Identificacion morfolégica de la especie capturada. Numero
de identificacion de la colecta; si fue tomado de GenBank, se indica el accession number. Haplotipo
del citocromo b (cytb). Grupo asignado por delimitaciéon GMYC.

Estado

Alabama
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana

Louisiana

Condado

Blount
Alachua
Alachua
Alachua
Alachua
Highlands
Lafayette
Lafayette
Levy
Levy
Putnam
Union
Iberville
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans

Orleans

Identificacion
morfoldgica

T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga

T. sanguisuga

Individuo

9291

9301

9302

9309

9310
NC_050329
9306

9307

9303

9304

9305

9308
HQ141304
HQ141280
HQ141281
HQ141282
HQ141283
HQ141284
HQ141285
HQ141286
HQ141287
HQ141288
HQ141289
HQ141290
HQ141291
HQ141292
HQ141293
HQ141294
HQ141295
HQ141296
HQ141297
HQ141298

Haplotipo
cytb
H_81

H_77
H_76
H_69
H_68
H 1

H_72
H_71
H_75
H_74
H_73
H_70
H_44
H_67
H_66
H_65
H_65
H_64
H 63
H_62
H_61
H_60
H_59
H_58
H_57
H_56
H_55
H_54
H_53
H_52
H_51
H_50

Grupo
GMYC
2

N N N N N N DN DN DNDNDDDNDDNDNDDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDDNDN-_L2A A& A A A a a a a a A
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Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Louisiana
Mississippi
Mississippi
Tennessee
Tennessee
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas

Texas

Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Orleans
Jackson
Union
Hamilton
White
Grayson
Desconocido
Desconocido
Burleson
Collin
Fannin
Fort Bend
Grimes
Harris
McLennan
Montgomery
Robertson
San Saba

Somervell

T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga

T. sanguisuga

HQ141299
HQ141300
HQ141301
HQ141302
HQ141303
HQ141305
HQ141306
HQ141307
HQ141308
HQ141309
HQ141310
HQ141311
HQ141312
HQ141313
HQ141314
HQ141315
HQ141316
HQ141317
9289
9290
9297
9293
9264
9009
KY305702
9270
9284
9263
9278
9262
9273
9280
9285
9267
9283
9268

H_49
H_48
H_47
H_46
H_45
H_43
H_42
H_41
H_40
H_39
H_38
H_37
H_36
H_35
H 34
H_33
H_32
H_31
H_83
H_82
H_78
H_31
H_102
H_105
H_24
H_20
H_86
H_103
H_91
H_20
H_95
H_89
H_85
H_99
H_87
H_98

W W W W W W W W wwwNDNDNDOWDNDNWWWWDNDDNDDNDDNDNDDNDDNDDNDDNDNDNDNDNDDNDDNDDNDND
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Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas

Texas

Upshur
Waller
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Atascosa
Blanco
Caldwell
Caldwell
Caldwell
Comal
Comal
Comal
Fayette
Guadalupe
Guadalupe
Guadalupe
Guadalupe
Guadalupe
Guadalupe
Hamilton
Hays

Hays

Hays

Hays

Hays

Hays

Hays

Hays
Kendall
Lampasas
Lavaca
Lee
Lubbock
Stephens

Travis

T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sp.

T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sp.

T. sp.

T. sp.

T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga

T. sanguisuga

9282

9275

9010

9003
KY305719
KY305708
KY305698
MT702374
MT702375
MT702376
KF188643
KF188652
KF188654
9272
MT702367
MT702368
MT702371
MT702377
MT702380
MT702381
KY305721
KY305689
MT702362
MT702363
MT702364
MT702365
MT702366
MT702369
MT702370
9274

9279

9265

9288

9266

9269

9281

H_31
H_93
H_104
H_107
H_20
H 22
H_25
H 6
H 6
H 5
H_30
H_30
H_30
H_96
H 2
H_10
H 7
H_4
H 3
H 2
H_18
H_29
H 14
H 13
H_11
H 12
H_11
H 9
H 8
H_94
H_90
H_101
H_84
H_100
H_97
H_88
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Texas Uvalde T. sanguisuga KY305693
Texas Uvalde T. sanguisuga KY305695
Texas Uvalde T. sanguisuga KY305696
Texas Williamson T. sanguisuga KY305717
Texas Wilson T. sanguisuga 9276

Texas Desconocido T sanguisuga 9007

Texas Desconocido T. sanguisuga 9294

Texas Desconocido T indictiva KY305690
Texas Desconocido T indictiva KY305691
Texas Desconocido T. sp. KY305706
Texas Desconocido T indictiva KY305720
Texas Desconocido T sp. KY305722
Texas Desconocido T indictiva KY305724
Texas Desconocido T indictiva KY305730
Texas Desconocido T indictiva KY305731
Texas Desconocido T .indictiva KY305732
Texas Desconocido T indictiva KY305733
Virginia Henrico T. sanguisuga 9296

Virginia Montgomery  T. sanguisuga 9292

\(gicr:gzgfntal Monongalia T. sanguisuga 9295

H_26
H_27
H_26
H 21
H_92
H_106
H_19
H_28
H_18
H_23
H_19
H 17
H_16
H_15
H 15
H_15
H_15
H_79
H_80

H_31

N N DB DM DM DM DA DD DDA DD DB D

w

Tabla 2, Anexo. Distancia genética media (%), segun el modelo
K2-p, entre el Grupo 1 definido utilizando GMYC vy el resto del

conjunto de datos.

1 R
Grupo 1 2,241,3 -
Resto 8,3+1,1 4.6+2,2
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