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RESUMEN

La malaria causada por Plasmodium falciparum continta siendo un problema de
salud publica en la Amazonia peruana, especialmente en la region de Loreto, donde
persiste la transmision a pesar de las multiples intervenciones de control. Este
estudio tuvo por objetivo caracterizar genéticamente poblaciones de P. falciparum
en nueve distritos de Loreto durante 2009-2020 mediante un panel de siete
microsatélites neutros. Se integraron datos de distintos contextos epidemioldgicos
(PAMAFRO, periodo post-PAMAFRO y Plan Malaria Cero) y se analizaron
genotipos multilocus para describir la diversidad espacial y la distribucion de

linajes multilocus entre distritos.

Se estandarizaron tamafos alélicos y se emplearon métricas de diversidad,
AMOVA, STRUCTURE, PCA vy redes de haplotipos (MSN) para explorar la
estructura genética. Para la identificacion de linajes se agruparon MLGs en
haplogrupos usando un criterio operativo (<2 loci de diferencia). De las 395

muestras originales, 380 completas fueron analizadas para definicidn de linajes.

El estudio evidencio heterogeneidad espacial en la diversidad genética y en la
estructura poblacional de P. falciparum en Loreto entre 2009 y 2020. Se
identificaron 35 linajes multilocus y se observd coexistencia de linajes
predominantes y linajes localizados. Las evidencias obtenidas fueron consistentes
con escenarios de transmision focal y circulacion restringida de genotipos en varios

focos.



Se concluye que el enfoque multilocus, tal y como las redes de haplotipos y
definicion operativa de linajes, resultd Gtil como herramienta descriptiva para la
vigilancia molecular exploratoria. Se recomienda integrar analisis multilocus en
marcos de vigilancia que incluyan metadatos epidemioldgicos estandarizados y la
evaluacion sistematica de marcadores de resistencia y variantes diagnosticas
(espaciales y temporales) para maximizar la utilidad operativa de la informacién

genética en contextos de control y eliminacion.

Palabras Clave: Plasmodium falciparum, diversidad genética, marcadores

microsatélites, linajes multilocus, vigilancia molecular



ABSTRACT

Malaria caused by Plasmodium falciparum remains a public health problem in the
Peruvian Amazon, particularly in the Loreto region, where transmission persists
despite multiple control interventions. This study aimed to genetically characterize P.
falciparum populations in nine districts of Loreto between 2009 and 2020 using a panel
of seven neutral microsatellite markers. Data from different epidemiological contexts
(PAMAFRO, post-PAMAFRO period, and the Plan Malaria Cero) were integrated,
and multilocus genotypes were analyzed to describe spatial patterns of genetic

diversity and the distribution of multilocus lineages across districts.

Allelic sizes were standardized, and genetic diversity metrics, AMOVA,
STRUCTURE, PCA, and haplotype networks (MSN) were applied to explore
population genetic structure. Lineages were identified by clustering multilocus
genotypes (MLGs) into haplogroups using an operational criterion (<2 loci of
difference). Of the 395 original samples, 380 complete genotypes were included in the

lineage definition.

The study revealed marked spatial heterogeneity in genetic diversity and population
structure of P. falciparum in Loreto between 2009 and 2020. A total of 35 multilocus
lineages were identified, with coexistence of predominant and localized lineages. The
observed patterns were consistent with scenarios of focal transmission and restricted

circulation of genotypes across multiple transmission foci.



In conclusion, the multilocus approach, including haplotype networks and operational
lineage definitions, proved to be a useful descriptive tool for exploratory molecular
surveillance. We recommend integrating multilocus analyses into surveillance
frameworks that incorporate standardized epidemiological metadata and systematic
evaluation of resistance markers and diagnostic variants, both spatially and temporally,
to maximize the operational value of genetic information in malaria control and

elimination settings.

Keywords: Plasmodium falciparum, genetic diversity, microsatellite markers,

mulitlocus lineages, molecular surveillance.



INTRODUCCION

La malaria es una de las enfermedades infecciosas mas mortales a nivel mundial,
particularmente en regiones tropicales y subtropicales. En el afio 2024 se
reportaron 282 millones de casos de malaria en 80 paises endémicos, con un
aumento significativo en los paises africanos (1). En América, cerca al 90 % de los
casos se concentran en la Amazonia, lo que ha impulsado a la implementacion de
diversas intervenciones de salud publica para reducir la incidencia de la

enfermedad (2).

En el Perd, la malaria es causada principalmente por Plasmodium vivax y
Plasmodium falciparum, siendo P. vivax la especie predominante (3). En los
ultimos afos, aproximadamente entre el 75 % y 85 % de los casos notificados a
nivel nacional han sido atribuidos a P. vivax, mientras que P. falciparum representa
entre el 15 % y 25 % restante (1,3). EI 95 % de los casos de malaria por P.
falciparum se encuentran en la regién amazénica (3). A pesar de su menor
proporcion relativa en el nimero de casos a nivel nacional, P. falciparum tiene
importancia debido a su asociacion con formas clinicas graves, mayor riesgo de
complicaciones y mortalidad, asi como por su potencial para desarrollar resistencia
a antimalaricos, lo que representa un desafio adicional en contextos de control y

eliminacion (4).

La malaria en el Per( ha tenido una historia fluctuante: tras una marcada reduccion
de casos en las décadas de 1950 y 1960, la enfermedad resurgio en la década de
1990, particularmente en la region de Loreto, fendbmeno asociado a la

reintroduccion del vector Anopheles darlingi y a la circulacion de cepas de P.
1



falciparum resistentes a tratamientos convencionales (5-7). Ante este escenario, se
implementaron diversas estrategias de control, entre ellas el Programa de Control
de Malaria en las Zonas Fronterizas de la Regién Andina (PAMAFRO, 2005—
2010), financiado por el Fondo Global, que fortalecio el diagnostico, tratamiento
oportuno y la distribucién de mosquiteros impregnados con insecticida, logrando
una reduccion importante de la incidencia en Loreto hacia 2010-2011 (8). Sin
embargo, la disminucion no fue sostenida; la falta de continuidad en las
intervenciones, sumada a eventos climaticos como las inundaciones de 2012,
favorecid un nuevo incremento de casos que alcanz6 uno de sus picos alrededor de

20142015 (7).

A partir de 2017, con la implementacion del Plan Malaria Cero, se registro
nuevamente una reduccion progresiva de los casos notificados en la region. No
obstante, la transmision no se elimin6 y Loreto continud concentrando casi el 90
% de los casos nacionales de malaria por P. falciparum hasta el afio 2020, segun
los reportes de la Sala Situacional del Centro Nacional de Epidemiologia,
Prevencidn y Control de Enfermedades (CDC-Pert) (9). La pandemia de COVID-
19 en 2020 impact6 la vigilancia epidemioldgica y el acceso a servicios de salud,
lo que pudo influir tanto en la notificacion como en la dindmica real de transmision.
En la actualidad, pese a la implementacion del Plan Nacional hacia la Eliminacién
de la Malaria 2022-2030, la enfermedad persiste principalmente en areas rurales y
alejadas donde la cobertura de las actividades del Programa de Malaria del MINSA
y las intervenciones del Plan nacional es limitada, lo que favorece la sostenibilidad
de focos de transmision en contextos con condiciones ecoldgicas propicias y

barreras de acceso a la atencion (9-11).
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En este escenario de transmision focalizada y heterogénea, comprender la
estructura genética espacial de P. falciparum resulta fundamental para fortalecer
las estrategias de eliminacion. La vigilancia molecular ha emergido como una
herramienta clave, ya que permite analizar la diversidad genética y la estructura
poblacional del parésito mediante marcadores moleculares (12). Este enfoque
facilita tanto la deteccion de mutaciones asociadas a la resistencia a los
medicamentos como la identificacion y el seguimiento de linajes que podrian
reflejar la presion selectiva ejercida por las intervenciones de control (13). En la
Amazonia peruana, estudios previos basados en microsatélites han evidenciado la
coexistencia de multiples linajes de P. falciparum, algunos de ellos con patrones

de expansion clonal sostenida en el tiempo (10).

El andlisis multilocus de haplotipos aporta una perspectiva complementaria a las
métricas resumen de diversidad al permitir identificar genotipos idénticos o
estrechamente relacionados e integrar informacion genética a nivel individual (14—
16). A diferencia de métricas agregadas como la heterocigosidad o el nimero de
alelos, el andlisis por haplotipos y haplogrupos facilita la identificacion de
genotipos recurrentes y la visualizacién de sus relaciones mediante redes o arboles
basados en distancias genéticas (14,17). No obstante, su interpretacion debe
realizarse considerando la recombinacion del parasito y las limitaciones del
muestreo, por lo que se plantea como una herramienta descriptiva y exploratoria
dentro de un marco analitico complementario (18,19). Los linajes multilocus son
indicadores clave para comprender los procesos de adaptacion del parasito y
orientar estrategias mas eficaces de control, particularmente en escenarios de

transmision heterogénea donde la expansion clonal y la persistencia localizada de
3



genotipos pueden ser detectadas mediante andlisis haplotipicos y redes basadas en

distancias genéticas (20-22).

Sin embargo, a pesar de estos avances, el conocimiento sobre la organizacion
espacial de los linajes en la region de Loreto sigue siendo limitado. La mayoria de
los estudios realizados en el pais se ha centrado en métricas clasicas de diversidad
genética o en la identificacion de clones predominantes, sin explorar de manera
sistematica la estructura y coexistencia de linajes multilocus entre distritos. En este
sentido, existe una brecha de conocimiento respecto a cémo se distribuyen
espacialmente los linajes multilocus de P. falciparum y cdmo estos pueden ser
descritos desde una perspectiva exploratoria utilizando marcadores microsatélites

neutros.

En consecuencia, caracterizar la organizacion espacial de estos linajes en Loreto
resulta necesario no solo para cerrar esta brecha de conocimiento, sino también para
generar evidencia que contribuya al fortalecimiento de la vigilancia molecular en
un escenario de eliminacion. Dado que, la identificacion de focos persistentes y la
deteccidn de posibles eventos de expansion clonal localizada adquieren especial
relevancia para orientar intervenciones mas focalizadas y sostenibles, en
concordancia con las metas del Plan Malaria Cero y los objetivos nacionales de

eliminacidn proyectados hacia 2030 (23,24).



Con base en ello, este trabajo evalua el aporte del enfoque multilocus-haplotipico
para caracterizar linajes predominantes y su distribucion espacial en P. falciparum
en la region de Loreto. El objetivo principal es caracterizar genéticamente a P.
falciparum en nueve distritos de Loreto (2009-2020) empleando un panel de
microsatélites neutros. A partir del andlisis de distancias genéticas, los genotipos
multilocus se agruparon en haplotipos y haplogrupos, identificados con cddigos
operativos (Al, B1, etc.). En este estudio utilizamos el término linaje en un sentido
operativo y epidemioldgico para designar un conjunto de genotipos multilocus
estrechamente relacionados que, por su alta similitud genética, probablemente
comparten un ancestro comun reciente y cuya circulacion puede reflejar procesos
de transmision local o expansion clonal. Este uso no implica la realizacion de una

reconstruccion filogenética formal ni la inferencia de relaciones evolutivas.



OBJETIVOS

Objetivo general:

e Caracterizar genéticamente a las poblaciones de Plasmodium falciparum en
nueve distritos de la region de Loreto, Pert, durante el periodo comprendido
entre 2009 y 2020, mediante el analisis de marcadores microsatélites

neutros.

Obijetivos especificos:

1. Analizar la diversidad genética y estructura poblacional espacial de P.
falciparum en nueve distritos de la region de Loreto, Per(, utilizando siete
marcadores microsatélites neutros.

2. ldentificar y describir la distribucién espacial de los linajes multilocus de
P. falciparum en nueve distritos de la region de Loreto, Pert, mediante el

analisis de haplotipos y haplogrupos multilocus.



3.1.

MARCO TEORICO

Epidemiologia de la Malaria

La malaria es considerada como una de las enfermedades infecciosas que
causa el mayor numero de muertes entre las enfermedades parasitarias (25). A
nivel mundial, se estima que en el afio 2024 hubo 282 millones de casos de
malaria en 80 paises donde la enfermedad es endémica, con un aumento de 9
millones de casos con respecto al afio 2023 (1). La mayor parte de este
aumento provino de los paises de Africa. Durante el afio 2025, se reportaron
32 887 casos de malaria en el Per( y 8 muertes por esta enfermedad, lo que
representa 10 270 casos mas en comparacion con el afio 2023. Del total, el

98,99 % se concentro en el departamento de Loreto (3).

En América, casi el 90 % de la malaria se reporta en la Amazonia, por lo que
se viene realizando intervenciones de salud publica para reducir los casos.
Durante las décadas de 1950 y 1960, el Per( reportaba una drastica reduccién
de la incidencia anual y se mantuvo asi hasta los afios 90 (26). Sin embargo,
en 1997, Loreto experimento la epidemia de malaria mas importante con el 34
% de los casos reportados causados por P. falciparum (26). Asimismo, se
observé un incremento de los casos por P. falciparum en Piura y Tumbes en
el marco del Fendmeno del Nifio de 1997-1998 en el Perd (27). El
resurgimiento de la malaria estuvo asociado a la reintroduccion de Anopheles
darlingi como vector de la malaria en la region amazonica y a la presencia de
cepas de P. falciparum resistentes a la cloroquina (CQ) y a la sulfadoxina-

7



pirimetamina (SP) (26).

Dado el resurgimiento de la malaria, se dio la busqueda de la implementacién
de iniciativas para reducir el nimero de casos de Malaria. En el afio 2002,
surgio el proyecto “Control de la Malaria en las Zonas Fronterizas de la Region
Andina: Un enfoque comunitario” (PAMAFRO) que tuvo como objetivo
disminuir en un periodo de cinco afios la mortalidad en un 70 % y la morbilidad
en un 50 % por malaria. PAMAFRO estuvo orientado al control de la malaria
en las areas con menos recursos econémicos de las zonas fronterizas de

Colombia, Ecuador, Pert y Venezuela entre los afios 2006 y 2010 (28).

El programa PAMAFRO implement6 intervenciones esporadicas en diferentes
zonas de la Amazonia peruana que redujeron el nimero de casos. Durante el
periodo de implementacion (2006-2011), la incidencia de P. vivax disminuy6
aproximadamente en 76% (de 42.8 a 10.1 casos por 1000 personas/afio),
mientras que P. falciparum mostré una reduccion cercana al 83% (de 14.3 a
2.5 casos por 1000 personas/afio) (8). PAMAFRO apoyd cuatro estrategias de
intervencion: 1) distribucién de mosquiteros con tratamiento de insecticidas
de larga duracion y Kits de insecticidas; 2) fortalecer el diagnostico de malaria
mediante la distribucién de Pruebas de Diagnoéstico Rapido (PDR) y nuevos
microscopios, manteniendo al mismo tiempo los microscopios existentes y
capacitando a microscopistas; 3) mejorar la gestion de casos de malaria
mediante la distribucion de medicamentos antimalaricos y la capacitacion de

trabajadores de la salud; y 4) promover la gestién ambiental comunitaria (8).



Tras el fin del programa PAMAFRO en Per(, el Ministerio de Salud del Perd no
pudo mantener el mismo nivel de apoyo econémico y el nimero de casos aumento
a niveles similares al periodo previo a la intervencion de PAMAFRO. Aunque las
actividades de control no desaparecieron por completo, se redujeron la cobertura,
la focalizacion territorial y la capacidad de respuesta activa, pasando de una
estrategia intensiva y espacialmente dirigida a un modelo rutinario integrado al
sistema regular de salud (8). Ademas, en el 2012, se dieron lluvias inusualmente
intensas que provocaron inundaciones que resultaron en que los casos se
quintuplicaran entre 2010 y 2015 (7). Entre 2015y 2016 se registraron algunos
de los valores més altos de la década, lo que evidencio la fragilidad de los avances
logrados previamente cuando las intervenciones no se sostienen de manera
continua (9,26). Por lo que, en el afio 2017, el MINSA aprueba como politica de
salud, la eliminacién de la malaria, con lo cual se prioriza politica y
econdmicamente la lucha contra esta enfermedad. A partir del 2018, se

implementa el Plan Malaria Cero 2017-2021 en la region de Loreto.

El Plan Malaria Cero se desarrollo en tres fases, con el objetivo de implementar
un programa de eliminacion de la malaria en la region amazénica con enfoque
comunitario e intercultural. Durante la primera fase (tres primeros afnos) se replico
estrategias similares a PAMAFRO. Las intervenciones se estratificaron por
comunidades, priorizando aquellas con muy alta y alta endemia, principalmente
las mas cercanas a la ciudad de Iquitos durante el primer afio, para posteriormente
extenderse a localidades mas alejadas. La segunda fase se enfocd en laeliminacion
de los reservorios de malaria, mientras que la tercera fase estuvo orientada a las

zonas con transmision residual, donde fue necesario aplicar métodos de
9



3.2.

diagnostico mas especificos y sensibles para la deteccion de malaria (11). Hasta
el afio 2020, se logro la disminucion de los casos en un 75 %, sobre todo en
poblaciones rurales alejadas y de frontera. Sin embargo, debido a la pandemia del
SARS-CoV-2 hubo una disminucién de las intervenciones de control, lo cual se
reflejé en un aumento de los casos de malaria por P. falciparum en Amazonas y

de malaria en general en el departamento de Junin (11).

De acuerdo con el contexto, y considerando la necesidad de consolidar los
avances alcanzados y evitar nuevos retrocesos, el Estado peruano formulé el
Plan Nacional hacia la Eliminacion de la Malaria en el Peri 2022—-2030 (24),
alineado con las metas establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud
para la eliminacion de la malaria al afio 2030 (23). A nivel mundial, se esperaba
alcanzar la reduccién de la incidencia y la tasa de mortalidad de la malaria en un
40 % hacia el afio 2020. Sin embargo, en el afio 2020 se logré una reduccion
aproximada al 3 % de la incidencia mundial y el 18 % de la tasa de mortalidad.
Aun asi, se alcanzo en el afio 2020 la eliminacion de la malaria en 10 paises de
la meta de al menos 35 paises libres de malaria y se evitdé por completo el

restablecimiento de la malaria en todos los paises exentos de la enfermedad (29).

Etiologia de la Malaria

Hasta la fecha, se han descrito formalmente mas de 200 especies de Plasmodium
y cada especie infecta a una determinada variedad de hospederos. Las especies de
Plasmodium que infectan naturalmente a los humanos y causan malaria en la
mayor parte del mundo se limitan a cinco: P. falciparum, P. vivax, P. malarie, P.
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3.3.

ovale y P. knowlesi. Este ultimo, se mantiene naturalmente en los monos macacos
y causa malaria zoondtica principalmente en el sudeste asiatico (30). De estas
especies, P. falciparum y P. vivax son responsables del 95 % de las infecciones
de malaria en humanos (31). P. falciparum es la causa mas severa de malaria y

representa el 95 % de todas las muertes por malaria (32).

En Loreto, PerQ, se concentra mas del 90 % de los casos de malaria del pais,
donde predomina ampliamente P. vivax, el cual representa aproximadamente
entre el 75 % y 85 % de los casos reportados, mientras que P. falciparum
contribuye con alrededor del 15 % a 25 % de los casos (3,9). No obstante, P.
falciparum se asocia con mayor riesgo de complicaciones y casos graves, por lo

gue mantiene una importancia clinica y epidemioldgica significativa en la regién

).

Ciclo de vida de P. falciparum

El ciclo de vida de Plasmodium es similar en todas las especies del parasito.
La transmision de los parasitos ocurre por la picadura de los mosquitos hembra
del género Anopheles. Cuando el mosquito infectado se alimenta de sangre
humana, inocula esporozoitos en la piel. Estos esporozoitos inoculados viajan
al torrente sanguineo, donde son transportados al higado. En las células
hepaticas completan un ciclo de esquizogonia en siete dias, creciendo y
dividiéndose en merozoitos exoeritrocitarios. Aunque en algunas especies
como P. vivax y P. ovale, pueden darse formas latentes, llamadas hipnozoitos.

Después de las modificaciones en la fase hepatica, hasta 40 000 merozoitos
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son liberados al torrente sanguineo. En el interior de los globulos rojos
circulantes (RBC), el parasito sufre modificaciones adicionales, dando lugar a
gametocitos (Figura 1) (33). Un subconjunto de parésitos abandona la
circulacion periférica e ingresan al espacio extravascular de la médula dsea,
donde los gametocitos maduran y progresan a través de las etapas I-V en el
transcurso de ocho a diez dias. En la etapa V, los gametocitos vuelven a entrar
en la circulacion periférica, en la que se vuelven competentes para infectar a
los mosquitos. Una vez ingeridos por un mosquito, dentro del intestino medio,
se da la fertilizacion y da como resultado la formacion de un cigoto, que sufre
meiosis y se convierte en un oocineto que penetra la pared intestinal del
mosquito. El oocineto forma un ooquiste dentro del cual el parasito se replica
asexualmente, formando varios esporozoitos. Tras la ruptura del ooquiste,
estos esporozoitos migran a las glandulas salivales del mosquito, donde

pueden transmitirse al humano durante la ingesta de sangre (Figura 1) (34).

12
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Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium falciparum (34).

Genética poblacional de P. falciparum

La genética poblacional de P. falciparum estudia la distribucién y los cambios
en la frecuencia de los alelos dentro y entre poblaciones del parasito en el
espacio y el tiempo. El analisis espacial permite evaluar la diferenciacién
genética entre localidades geogréaficas, mientras que el analisis temporal
permite inferir procesos dindmicos asociados a fluctuaciones en la
transmision, cuellos de botella poblacionales y expansion clonal (34). Este
campo de estudio se centra en comprender cdmo las fuerzas evolutivas (como
la seleccion natural, la deriva genética, la mutacion, la migracion y el
apareamiento no aleatorio) afectan la diversidad genética y la estructura de las

poblaciones del parasito. Esta informacion es relevante porque algunas
13



poblaciones del parasito podrian tener mayor o menor susceptibilidad a un
determinado tipo de medicamento. Por lo que, esta informacion se utiliza para
ensayos de eficacia de medicamentos contra la malaria y la posibilidad de
implementar estrategias de control basadas en intervenciones o vacunas

modernas (27).

En este contexto, el uso de marcadores genéticos neutros resulta importante
para estudiar la estructura y dindamica poblacional sin el sesgo introducido por
la seleccion natural. A diferencia de los loci asociados a resistencia
farmacoldgica o antigenos bajo presion inmune, los marcadores neutros
reflejan principalmente procesos demograficos y de transmision, permitiendo
estimar con mayor precision la diferenciacion genética entre focos, el flujo
génico entre comunidades y los niveles de conectividad epidemioldgica
(14,35). Asimismo, el andlisis temporal de estos marcadores facilita la
identificacion de cuellos de botella poblacionales, expansién clonal o

reintroduccion de linajes tras intervenciones de control (36)

A nivel mundial, P. falciparum exhibe caracteristicas genéticas que estan
correlacionadas con los niveles de endemicidad e intensidad de transmision.
La répida disminucién de la prevalencia y de la transmisién puede conducir a
una estructura poblacional mas fragmentada con un mayor aislamiento
genético entre focos endémicos, mientras que la disminucién de los niveles de
flujo genético puede limitar la propagacion de la resistencia entre poblaciones,
pero también aumentar la tasa de evolucion de multiples fenotipos de

resistencia, debido a la presion selectiva local y la falta de diversidad genética
14



(37,38).

La tasa de transmision de P. falciparum y la migracién de habitantes humanos
infectados afectan la variacion y la estructura genética de la poblacion de este
parésito. Ademas, la inmunidad del hospedero local, tanto en los mosquitos
como en los humanos es un factor que afecta la diversidad genética y la
estructura de las poblaciones de P. falciparum. En Sudamérica, se ha
observado una baja diversidad genética del parasito y altos niveles de
diferenciacion geografica; a diferencia, de los observado en el Africa, donde
hay una alta diversidad genética del parésito y bajos niveles de diferenciacién

geogréfica (37).

3.5.  Poblaciones genéticas de P. falciparum en el Peru

La estructura de la poblacion es el resultado de varios procesos evolutivos en la
naturaleza, incluida la endogamia y el aislamiento geogréafico. La estructura
genética es detectable en escalas de tiempo y espacio determinadas por las tasas
de mutacion del tipo de locus. Se requieren maltiples marcadores genéticos
como los microsatélites y polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) para
conocer la estructura genética de una poblacion. Los microsatélites tienen una
tasa de mutacion mas alta que los SNPs, lo que permite la deteccion de eventos
recientes que hayan influenciado en las poblaciones genéticas del parasito como
expansion clonal, cuellos de botella y cambios temporales (39). Si bien, la
tecnologia de secuenciacion que permiten analizar los SNPs proporcionan

estimaciones de la diversidad genética de todo el genoma de P. falciparum y
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son adecuados para inferir procesos evolutivos de larga escala, el uso de los
microsatélites sigue siendo uno de los métodos mas eficientes para obtener datos
de diversidad genética en poblaciones de P. falciparum para fines

epidemioldgicos (40).

Los loci microsatélites que contienen repeticiones de secuencias simples y
polimorficos son marcadores genéticos altamente informativos. EI ~11 % del
genoma de P. falciparum es representado por los microsatélites, de los cuales
son predominantes las repeticiones de dinucledtidos (TA)n o trinucle6tidos
(TAA)nque puede aumentar las posibilidades de deslizamiento de la polimerasa
(41,42). Estos elementos se distribuyen con una frecuencia promedio de un
locus microsatélite cada 2-3 kb. La tasa de mutacion por microsatélite es de
1.59 x 107 por locus por generacion (intervalo de confianza 95 %: 6.98 x 10°
— 3.7 x 10*) y suele ser principalmente mediante el modelo SMM, Stepwise
Mutation Model (14,43). Las tasas de mutacidn de microsatélites en organismos
eucariotas varian ampliamente, generalmente entre 10 y 102 por locus por
generacidn, aunque depende de varios factores (44,45). En este contexto, la tasa
estimada para P. falciparum se encuentra en el rango alto reportado para
eucariotas, lo que respalda el uso de microsatélites como marcadores sensibles

para detectar eventos evolutivos recientes

Para los analisis genéticos, se seleccionaron siete loci microsatélites (TAL,
Polya, PfPK2, TA109, p2490, C2M34 y C3M69) (Tabla 1), ampliamente
distribuidos a lo largo del genoma. Diversos estudios han demostrado que

subconjuntos reducidos de microsatélites altamente polimorficos son capaces
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de recuperar patrones de diversidad genética, clonalidad y estructura
poblacional comparables a los obtenidos con paneles mas extensos de
marcadores en P. falciparum. En ese contexto, los siete loci seleccionados
presentan un poder de discriminacion adecuado para diferenciar genotipos
multilocus y evaluar la dindmica poblacional del parésito en contextos

epidemioldgicos (14,15,46).

Dos loci (TAL1y TA109) se localizan en el cromosoma 6, pero distanciados por
méas de 100 kb (equivalentes a ~10 cM en un cruce genético experimental).
Estudios previos han demostrado que, a estas distancias gendmicas, los loci
microsatélites en P. falciparum tienden a comportarse como independientes
debido a las altas tasas de recombinacion y al bajo desequilibrio de ligamiento
observado en poblaciones naturales (14,18,47).

Asimismo, se ha observado que, en regiones geograficas con baja transmision
de malaria, predominan poblaciones con un fuerte desequilibrio de ligamiento,
baja diversidad genética y alta diferenciacion poblacional. En contraste, en
regiones con alta transmision, se presenta un equilibrio de ligamiento, alta
diversidad genética y baja diferenciacion entre poblaciones (10). Estos
hallazgos sugieren que la estructura genética de P. falciparum esta
estrechamente relacionada a la intensidad de transmision y al nivel de

prevalencia de la enfermedad, mas que a factores geograficos propiamente.

Las estrategias de eliminacion de P. falciparum y las condiciones que favorecen
el entrecruzamiento entre linajes afectan a la estructura de poblaciones de

parasitos (15). Griffing et al (2011) realizaron estudios genéticos poblacionales
17



de malaria realizados a partir de la caracterizacion de 07 marcadores
microsatélites neutros (Tal, Polya, PfPk2, TA109, 2490, C2M34, C3M69)
(Tabla 1) en la Amazonia y en la costa norte peruana a partir de muestras de
1990-2000. En este estudio, se identificd una subestructura clonal en todos los
sitios de recoleccion en el interior del Amazonas (clones A, B, C,DYyE) y se
encontrd una Unica expansion de un clon en la costa norte (clon E); este podria
ser el resultado de la expansion a partir de poblaciones estancadas o migrantes
en la era posterior a la erradicacion que se inici6 a principios de 1900 (15). Los
analisis genéticos de los linajes clonales evidenciaron perfiles diferenciados de
mutaciones en genes asociados a resistencia a antimalaricos, tales como Pfcrt,
Pfmdrl, Pfdhps y Pfdhfr, lo que sugiere trayectorias evolutivas distintas entre

los clones identificados (15).

Tabla 1. Panel de marcadores desarrollados por Malaria Branch, Division of
Parasitic Disease and Malaria of the Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) (48)

Loci Cromosoma N° acceso de Motivo de
Genbank repeticion
TA1l 6 AF010507.1 (AAT)79
Polya. 4 L18785.1 (AAT)s-13
PfPk2 12 X63648.1 (AAT)s-15
TA109 6 AF010508.1 (AAT)ss
2490 10 G37790.1 (AAT)6s
C2M34 2 G37995.1 (TA)n
C3M69 3 G37915.2 (TA)n

Bacon et al. (2009) agruparon la informacion de genotipificacion de
microsatélites en haplotipos y haplogrupos. Los haplotipos se definieron como

combinaciones multilocus que diferian en dos o menos loci respecto a un

18



haplotipo de referencia. Los haplogrupos, en cambio, se establecieron cuando
la variacion era mayor a dos loci, agrupando asi conjuntos de haplotipos

relacionados en haplogrupos (17).

Branch et al (2011) realizaron un andlisis de diversidad genética y estructura
poblacional en muestras colectadas en el 2003 para conocer el impacto de las

infecciones policlonales en zonas de baja transmision (16). Se analizaron 14

microsatélites; que incluyeron a algunos previamente considerados por Griffing
et al (2011) (15). En este estudio, se demostrd que la diversidad genética puede
incrementar aun incluso en zonas de baja transmision. La expansion de clones
recombinados dentro de una poblacién local podria aumentar la susceptibilidad
del hospedero a la infeccion y también brindar méas oportunidades para la

evolucion de la resistencia a los medicamentos.

Akinyi et al (2013) compararon la estructura poblacional de los parasitos
recolectados en dos periodos distintos: 1998-2001 y 2003-2005 (49). Los
resultados mostraron que la diversidad genética fue mayor en las muestras de
2003-2005 en comparacion con las de 1998-2001. Ambos grupos de muestras
fueron analizados utilizando los mismos microsatélites neutros, pero se
encontraron ocho linajes en lugar de los cinco linajes que habian sido
identificados previamente en la Amazonia peruana por Griffing et al. (2011)
(15). Solo el linaje D persistié después del periodo 1998-2001, mientras que los

demas linajes fueron el resultado de hibridaciones entre diferentes grupos (49).

Bendezu et al (2022) reportaron la presencia de ocho linajes de P. falciparum a
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partir de muestras recolectadas en la Amazonia peruana durante 2009-2010
(50). En este estudio, se obtuvo los tamafios de los 07 marcadores microsatélites
neutros para cada uno de los ocho linajes de las muestras colectadas (Tabla 1)
(50). Ademas, este estudio dio a conocer algunos haplotipos con delecion en los
genes pfhrp2/phrp3, en especial el linaje Bvi, que se encuentran ampliamente

dispersos en la region de la Amazonia peruana (50).

En el brote de casos de malaria por P. falciparum en Tumbes, entre el afio 2010
y el afio 2012, se identificd la variante predominante Byi. Los genotipos de los
parésitos de Tumbes fueron idénticos a algunos genotipos recolectados en
Bendezu et al (2022) (51). La variante Byi, se parece mucho al clon B, que es
un linaje identificado inicialmente durante 1999-2006. El clon B fue introducido
en Loreto desde Brasil antes de la epidemia de malaria en la década de 1990. El
parasito de Tumbes no tenia ninguna relacién con el clon E, que fue el Gnico
clon anteriormente encontrado en la costa norte; por lo que se determiné que el
brote de malaria por P. falciparum en Tumbes fue causado por la introduccion
de una poblacion de parésitos provenientes de Loreto (51).

3.6.  Vigilancia molecular de la malaria por P. falciparum

La vigilancia molecular es un objetivo de los programas nacionales de control
de la malaria. Los datos gendmicos complementan la informacién
epidemioldgica de prevalencia e incidencia para el control y eliminacion de la
malaria. La vigilancia molecular de la malaria consiste en la recoleccion de
muestras, secuenciacion, analisis bioinformatico, anlisis estadistico,

presentacion de informes y comunicaciéon con las agencias de salud publica
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para informar las respuestas basadas en datos (52). Se espera que a partir de
esta informacion se tomen medidas para las intervenciones que conduzcan a

una reduccion de la transmision de la malaria (21).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) destaca la vigilancia molecular
como una herramienta esencial en la lucha contra la malaria, particularmente

para abordar la resistencia a los medicamentos y mejorar las estrategias de

control (4). Entre las actividades que recomienda dentro de la vigilancia
molecular se encuentra el analisis genético de las poblaciones de paréasitos para
facilitar el origen geografico del parésito, y esto se consigue mediante el
conocimiento de la diversidad genética y de la estructura poblacional del

paréasito.

Existe diferentes enfoques para evaluar la reduccion de la transmision de la

malaria. En la tabla 2, se presentan los criterios moleculares utilizados

enfocados en la diversidad genética y en la estructura poblacional del parasito.
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Tabla 2. Criterios moleculares para evaluar la reduccion en la transmision de

la malaria (Adaptado de (34)).

Métrica Expectativa Limitaciones
. . . Disminuye con la ) ., ,
Prevalencia de infecciones L y Sensible a la resolucidén del método de
e 1o s disminucidn de la ) Y
multiclénicas . genotipado y loci utilizados.
transmision.

No se puede medir en infecciones
multiclonicas y depende de la variacion
en los loci genotipados.

Desequilibrio de ligamiento Aumenta y refleja una
mayor tasa de endogamia.

Prevalencia de infecciones con
genotipos idénticos o
relacionados no recombinantes

No apto en entornos con alta prevalencia

Aumenta y refleja una
de infecciones multiclonicas.

mayor tasa de endogamia

Sensible al sesgo de muestreo (p. €j., los
alelos de baja frecuencia requieren
esfuerzos de muestreo poco realistas).

Disminuye y refleja una
reduccion en el tamafo

Numero de alelos
efectivo de la poblacion.

Disminuye y refleja una
reduccion en el tamafio Requiere una disminucion sostenida de

Heterocigosidad . . ., L
& efectivo de la poblacion. la transmision para disminuir.

Sensible a los procesos demograficos
(por ejemplo, migracion) y al método
Tamaiio efectivo de la poblacion utilizado para estimarlos.
Disminuciones después de una

(Ne) Disminuye
reduccion sostenida de la poblacion de
parasitos por debajo del tamafio minimo
de poblacion natural

La informacion generada por los estudios de genética de poblaciones de P.

falciparum aporta a la vigilancia molecular de la malaria. La comprension de la
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estructura genética de la poblacion de P. falciparum permite predecir la rapidez
a la que se originaran nuevas variantes o propagaran las variantes existentes con
mayor aptitud dentro y entre poblaciones (37). Asimismo, el seguimiento de los
marcadores genéticos neutros en poblaciones de P. falciparum permite
caracterizar la estructura poblacional, la conectividad entre focos de transmision
y la dindmica de dispersion de linajes parasitarios, y asi puede complementar
estudios de resistencia a antimalaricos, al permitir rastrear la expansion y
dispersion de linajes parasitarios que en otros contextos han sido asociados a
perfiles especificos de resistencia. En conjunto, esta informacion puede apoyar las
estrategias de control y eliminacion de la malaria al facilitar la identificacién de
casos importados frente a infecciones autoctonas, asi como la inferencia del

origen de casos reintroducidos en &reas previamente libres de transmision (53).

La identificacion y caracterizacion de linajes de P. falciparum permite
comprender los patrones de transmision del parésito. El analisis de linajes
posibilita detectar la persistencia de variantes en el tiempo, distribucion
geografica y su asociacion con otras caracteristicas epidemiologicas como

intensidad de transmision, presencia de coinfecciones o genotipos resistentes a

farmacos. En este contexto, la caracterizacion de linajes parasitarios proporciona
evidencia indirecta sobre la eficacia de las intervenciones de control y eliminacion
de la malaria, al reflejar cambios en la diversidad y estructura genética de las

poblaciones a lo largo del tiempo (22).

La genotipificacion de P. falciparum mediante microsatélites puede proporcionar
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informacion sobre la relacion entre los genotipos del parésito y la presentacion de
sintomas en las infecciones de malaria. En un estudio realizado en Brasil, Martha
Rosimeire et al. (2007) compararon a personas sintométicas y asintomaticas
infectadas con malaria, utilizando un conjunto de 11 microsatélites neutros para
determinar los genotipos del parésito (54). Dado que estos microsatélites no estan
sujetos a seleccion natural y presentan tasas de mutacion elevadas, y se localizan
en regiones cromosdmicas con baja tasa de recombinacion, en areas de baja
transmision es mas probable que se conserven junto con los genotipos de P.
falciparum. Esta persistencia de haplotipos multilocus puede facilitar la
exploracion de asociaciones entre determinados linajes parasitarios y
caracteristicas clinicas de la infeccion, aun cuando los microsatélites no estén
directamente involucrados en la determinacion funcional de dichos fenotipos.

(54).
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V.

METODOLOGIA

4.1. Recopilacién de datos

El presente estudio, aprobado por el Comité de ética de UPCH (Cddigo SIDISI
214673), comenzd con la recopilacion de datos genéticos y metadatos de proyectos
previos aprobados por el Comité de ética de UPCH (Codigo SIDISI 55587,
101518, 102725) y por el Comité de ética de NAMRU- SOUTH (protocolo
NMRCD.2007.0004) (50,55,56) (Tabla 3). Cada base de datos contenia
identificadores de muestra, marcadores microsatélites y variables descriptivas (afio
de recoleccion y ubicacién geogréfica), ademas de variables relacionadas a la

infeccion (nivel de densidad parasitaria y presencia o ausencia de sintomas).

En los estudios originales las muestras infectadas por P. falciparum fueron
colectadas mediante deteccion activa (DAC) y pasiva de casos (DPC) y
confirmadas por microscopia o PCR (50,55,56). Los datos genéticos corresponden
a genotipificaciones previas realizadas con un panel de 7 microsatélites
desarrollados en el Malaria Branch, Division of Parasitic Diseases and Malaria del
Centro de Control de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) de EE.UU (48).
La genotipificacion se realizo en los proyectos originales (50,55,56) mediante
andlisis de fragmentos capilares, y los cromatogramas fueron procesados con el
software Microsatellite Analysis (Applied Biosystems). En dichos estudios, las
muestras con al menos un alelo secundario en cualquier marcador se consideraron
como policlonal. Los alelos adicionales fueron aquellos picos en el
electroferograma que alcanzaron al menos el 30 % de la altura del pico mas alto, lo

cual ayudo a diferenciar a ruido o artefactos (57).
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En el presente estudio los datos fueron explorados utilizando herramientas
descriptivas, identificando valores ausentes y posibles inconsistencias, garantizando
su calidad y coherencia antes de los andlisis genéticos. Para los andlisis de diversidad
y estructura genética, se incluyeron unicamente las muestras que contaban con
informacién completa en al menos 6 de los 7 loci microsatélites. Este criterio
asegura que cada muestra aporte informacién suficiente sobre la variabilidad
genética de la poblacion, evitando que la presencia de mdltiples loci faltantes
introduzca sesgo o disminuya la robustez de las métricas de diversidad. Ademas, se
consideraron las muestras provenientes de distritos en los cuales se obtuvo un

namero representativo para realizar analisis de diversidad genética (Tabla 3) (58).
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Tabla 3. Datos recopilados de los estudios previos para analisis de diversidad

genética
Intervalo de afios de n Distrito Provincia Tipo de
muestreo
19 Alto Nanay
9 Mazan Maynas
11 Requena Requena Activa
2009-2010 I %a;gl‘;i‘: Maynas
(PAMAFRO)
28 San Juan Maynas
Bautista y
) Alto
12 Yurimaguas Amazonas
96 Punchana Pasiva
San Juan
2011-2017 ? Bautista Maynas
(Post-PAMAFRO) 64 Iquitos
4 Nauta Loreto
10 Nauta Loreto Activa
9 Iquitos
19 Punchana Mavnas
2018-2020 ; San Juan yn Pasiva
(Plan Malaria Cero) Bautista
76 Trompeteros Loreto
10 Mazan Maynas .
11 Trompeteros Loreto Activa
Total 395

Sin embargo, para la identificacion de linajes (haplogrupos) mediante perfiles de
microsatélites y analisis de agrupamiento (distancias genéticas), es fundamental
contar con datos completos en todos los loci evaluados (10). Por este motivo, se
eliminaron 15 muestras que tenian datos faltantes en al menos uno de los siete loci
microsatélites considerados (TAl, TA109, PolyA, PfPk2, p2490, C2M34,
C3M69), quedando un total de 380 muestras completas para la identificaciéon de

estructura poblacional y de haplogrupos (Tabla 4)
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Tabla 4. Resumen de los datos de muestras completas para identificacion de linajes

(haplogrupos)
Intervalo de _
afios de n Distrito Provincia Tipo de
muestreo
17 Alto Nanay
7 Mazén Maynas
11 Requena Requena Activa
2009-2010 1 tan uan Maynas
(PAMAFRO)
28 San Juan Maynas
Bautista y
) Alto
11 Yurimaguas Amazonas
96 Punchana Pasiva
2011-2017 9 %an Juan Maynas
autista
(Post- 64 Iquitos
PAMAFRO) 4 Nauta Loreto
10 Nauta Loreto Activa
9 Iquitos
2018-2020 19 Punchana Maynas '
) San Juan Pasiva
(Plan Malaria 7 Bauti
Cero) autista
74 Trompeteros Loreto
6 Mazan Maynas .
7 Trompeteros Loreto Activa
Total 380

Dado que las muestras disponibles provinieron de distintos distritos y afios de

coleccidn, los analisis se estratificaron por distrito de la region de Loreto (Figura

2) y por intervalo de afios de muestreo. Las aproximaciones temporales en la

estructura poblacional de P. falciparum se realizaron Unicamente en aquellos

distritos con muestreos repetidos en diferentes intervalos de tiempo. En este

contexto, San Juan Bautista fue el Gnico distrito que presentd muestras en los tres

intervalos de tiempo evaluados, con tamafios muestrales suficientes y continuidad

temporal, por lo que fue seleccionado para este tipo de analisis.
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En el caso de distritos de coleccion con datos disponibles en uno o dos intervalos de
tiempo, los resultados se interpretardn como descripciones espaciales de la
diversidad genética en ese momento, sin extrapolar tendencias temporales. De esta
manera, se maximizard la informacion obtenida, disponible, reconociendo
explicitamente las limitaciones inherentes al disefio de muestreo retrospectivo y no

sistematico.

Dado el carécter retrospectivo y no sistematico del muestreo, las agrupaciones
temporales empleadas en este estudio (2009-2010; 2011-2017; 2018-2020) fueron
definidas exclusivamente con fines descriptivos para representar distintos
contextos epidemioldgicos presentes durante el periodo de estudio (2009-2020).
Estas agrupaciones facilitan la presentacion y comprension de la informacion
disponible, pero no deben interpretarse como un disefio longitudinal ni como un
andlisis de efecto/causalidad de intervenciones (PAMAFRO, Post-PAMAFRO,
Plan Malaria Cero respectivamente) (Tabla 5). Cuando se realizan comparaciones
entre intervalos, se adoptara un enfoque exploratorio y razonado, enfatizando las
limitaciones impuestas por el muestreo, el tamafio de muestra y la heterogeneidad

temporal y espacial.
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4.2. Asignacion del tamafio de alelos de los microsatélites

La genotipificacion realizada por los tres proyectos utilizé la misma cepa control
de P. falciparum 3D7 y obtuvieron los mismos tamarfios de alelos en el panel de 7
microsatélites mediante electroforesis capilar (Tabla 6). En el presente estudio, se
trabajo con los tamafios alélicos previamente asignados en las bases de datos

originales, sin realizar un nuevo analisis de los cromatogramas.

Sin embargo, debido a diferencias en la resolucion instrumental, condiciones de
corrida capilar y criterios de Ilamado alélico entre estudios, algunos tamafios
alélicos presentaron variaciones decimales minimas (por ejemplo, 152.3, 152.7,
153.1 pb) que no reflejan diferencias biologicas reales, sino variacion técnica. Por

ello, se realizé un proceso de estandarizacion alélica.

La homogenizacion de los tamafios alélicos de los marcadores microsatélites se
efectud ajustando los valores decimales al entero mas cercano compatible con el

motivo de repeticion de cada microsatélite (di-, tri- o tetranucleétido) (Tabla 1).

Tabla 6. Tamafio de alelos del panel de 7 microsatélites de la cepa control P.
falciparum 3D7

Loci Tamaifio del aleloen la

cepa control 3D7 (pb)
TAl 183
Polya 155
PfPk2 168
TA109 172
2490 80
C2M34 259
C3M69 174
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4.3. Analisis de desequilibrio de ligamiento y patrones reproductivos
El analisis de desequilibrio de ligamiento (LD) se realizo para inferir los patrones
de reproduccion en las poblaciones de P. falciparum de Loreto, adaptando la
metodologia a las caracteristicas epidemioldgicas de la region amazonica peruana.
Los datos genotipicos de los siete microsatélites polimérficos se convirtieron en
objetos genind del paquete adegenet (59) especificando la haploidia como
caracteristica de los estadios eritrociticos del parasito. Primero, se calculd el indice
de asociacion estandarizado (fd) sobre el conjunto completo de muestras (datos
"raw") usando la funcion ia() del paquete poppr (60,61) con 999 permutaciones
para evaluar la significancia estadistica bajo la hipétesis nula de aleatoriedad (Ho:
td = 0). Después, se aplicod correccion por clones mediante la funcién
clonecorrect(), que retiene solo un representante de cada haplotipo multilocus
unico, y se recalcul6 rd sobre los datos corregidos tomando como umbral que el
tamafio muestral sea > 5. Se considerd este umbral adaptado a contextos de alta
clonalidad epidémica donde la correccion puede reducir drasticamente el namero

de muestras.
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La interpretacion integro cuatro criterios:

A. Significancia del LD raw

B. Magnitud de la reduccion del indice la tras correccidn por clones
(fold change = la_raw / la_cc)

C. Significancia del LD post-correccion

D. Porcentaje de clonalidad calculado como

(N samples —Ncc X 100)
N samples

Siguiendo criterios de robustez estadistica en genética de poblaciones (62) , se
analizaron Unicamente grupos con n>10. Debido a la estructura clonal epidémica
caracteristica de P. falciparum en la Amazonia peruana, se realiz6 una correccion
por clones (clone-correction) para distinguir entre el LD derivado de la expansién
clonal y el derivado de la autofecundacion (63). En los andlisis corregidos, se
establecié un umbral de nec>5 genotipos Unicos para permitir la convergencia de
las pruebas de permutacion (999 repeticiones). Los resultados se visualizaron
mediante graficos de barras comparativos (raw vs. clone-corrected) con

anotaciones de significancia estadistica (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

El LD fue interpretado como un indicador indirecto de patrones reproductivos,
reconociendo que en P. falciparum, puede reflejar expansion clonal,
autofecundacion o procesos demograficos, y no necesariamente estructura

poblacional espacial (10).
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Tabla 7. Guia de interpretacion basada en los resultados de LD raw y clone-
corrected, % clonalidad y D (64).

Categoria Criterios Interpretacion % Clonalidad
aproximado
Clonalidad epidémica LD significativo en Expansion de clones Alta (>50 %)
raw, NO epidémicos;
significativo post- recombinacion genera
clone-correct panmixia relativa
Clonalidad epidémica LD significativo en Linajes clonales Alta (>50 %)
+ autofecundacion ambos (raw y post- epidémicos +
clone-correct), D  autofecundacion residual
post-CC > 0.1
Autofecundacion LD significativo en Autofecundacion Moderada (20—
predominante / raw pero reduccion predominante o 50 %)
estructura poblacional <2X tras clone- estructura poblacional
correct parcial
Panmixia relativa D post-clone- Recombinacion Baja (<20 %)
correct cercano a0 predominante; poca
clonacion residual
Sin LD significativo Ningun LD Recombinacion activa; Variable
significativo poblacidn aleatoria (generalmente
baja)

4.4. Andlisis de diversidad genética

Las poblaciones se definieron segun intervalos de afios de muestreo (2009-2010;
2011-2017; 2018-2020) con caracter descriptivo. Esta definicion facilita comparar
conjuntos de muestras recogidas en contextos epidemiologicos distintos, pero no
se emplea para sostener inferencias causales sobre el impacto de las intervenciones
de control y eliminacion de la malaria. Posteriormente, las muestras se agruparon
por sitios de muestreo correspondientes a nueve distritos de la region de Loreto
(Alto Nanay, Mazan, Requena, San Juan Bautista, Yurimaguas, Punchana, Iquitos,
Nauta y Trompeteros), permitiendo explorar principalmente la variacion espacial
de la diversidad genética. La variacion temporal se evalu6 Unicamente en el distrito

de San Juan Bautista, debido a su continuidad muestral en los tres intervalos
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definidos, y se presenta como un analisis exploratorio.

Se generaron tablas de frecuencias alélicas por locus y poblacion, lo que facilit6 la
identificacion de patrones de diversidad alélica y permitio calcular indicadores de
diversidad genética (Heterocigosidad, nUmero de genotipos multilocus tnicos MLG
observados en la poblacién e indice de diversidad de Simpson) y diversidad alélica

(ndmero de alelos por locus y frecuencia alélica) utilizando poppr (60,61).

Se debe distinguir entre diversidad alélica, heterocigosidad esperada y diversidad
de genotipos multilocus, ya que cada una captura distintos aspectos de la estructura
genética poblacional. En contextos de baja transmision, estas métricas pueden
desacoplarse, reflejando procesos como expansion clonal, cuellos de botella o

reintroduccion, por lo que deben interpretarse de manera conjunta y no aislada.

Para evaluar la diferenciacidn genética entre poblaciones por cada intervalo de afios
de muestreo, se estimd el estadistico Fst utilizando el estimador de Weir y
Cockerham (1984) del paquete hierfstat (65). La significancia estadistica de los
valores de FST se evaludé mediante pruebas de permutacién (1000 permutaciones).
Los valores de diferenciacion genética fueron clasificados en categorias cualitativas
con el fin de facilitar su interpretacion biologica. Para ello, se establecieron cuatro
rangos basados en umbrales comunmente utilizados en estudios de genética de
poblaciones: muy baja diferenciacion (Fst < 0.05), diferenciacion moderada (0.05
< Fst < 0.15), diferenciacion elevada (0.15 < Fst < (0.25) y diferenciacion muy

elevada (Fst > 0.25) (66).

Adicionalmente, se realiz6 un analisis exploratorio de diferenciacidn genética (Fst)
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por afio dentro en los distritos que tuvieron muestras en dos 0 mas intervalos de
tiempo con el objetivo de evaluar la estabilidad genética de las poblaciones locales
en el tiempo. Este analisis permitié determinar si los distritos podian considerarse
homogéneas a lo largo del tiempo y, por tanto, si era metodolégicamente adecuado
agruparlos sin considerar el intervalo de afios de muestreo. Este andlisis no tuvo un
enfoque longitudinal, debido a la heterogeneidad del muestreo y a las diferencias

en tamanos muestrales entre afnos.

4.5. Andlisis de estructura genética poblacional
La estructura genética poblacional se evalu6 mediante tres aproximaciones
complementarias: A) analisis de varianza molecular (AMOVA) para cuantificar la
particion jerarquica de la varianza genética, B) analisis bayesiano mediante
STRUCTURE para identificar linajes ancestrales, y C) analisis de componentes

principales (PCA) para visualizacion multivariada no supervisada.

4.5.1. Anélisis de varianza molecular (AMOVA)

Se realiz6 un AMOVA (67) implementado en el paquete poppr (50,51) para
descomponer la varianza genética total en componentes jerarquicos: entre los
intervalos de afios de muestreo, entre distritos dentro de periodos, y dentro de
distritos. Se calculd una matriz de distancias euclidianas sobre alelos
estandarizados y se ejecutdé el AMOVA con poppr.amova() usando la férmula
~intervalo/distrito. La significancia estadistica se evalu0 mediante 999
permutaciones aleatorias. La interpretacion siguié los criterios de Wright
(1978): ® = 0-0.05 (diferenciacion despreciable), 0.05-0.15 (moderada), 0.15-

0.25 (sustancial), >0.25 (muy alta) (66). Valores significativos (p < 0.05)
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indican estructura genética no explicable por deriva aleatoria.

4.5.2. Andlisis bayesiano mediante STRUCTURE

El anélisis de agrupamiento se realiz6 con STRUCTURE v2.3.4 (67), que
implementa un algoritmo bayesiano Cadena de Markov Montecarlo (MCMC)
para inferir subpoblaciones y asignar individuos probabilisticamente a clisteres
ancestrales. Los siete microsatélites se analizaron independientemente por
periodo epidemioldgico usando un modelo de admixture con frecuencias
alélicas correlacionadas, realizando 20 réplicas independientes paraK =2 aK =

6, con burn-in de 50,000 iteraciones y 150,000 iteraciones MCMC.

El K éptimo se determind mediante el método de Evanno (68) y se generaron
graficos para K = 2 (estructura general) y K = 4 0 K = 3 (subestructura fina)
para una visualizacion mas detallada, ya que representaban configuraciones

relevantes bioldgicamente o estadisticamente informativas (Figura 3).

Si la poblacién de P. falciparum presenta reproduccién clonal parcial y
desequilibrio de ligamiento, los resultados de STRUCTURE deben
interpretarse Unicamente como una herramienta exploratoria de asignacion

genética, y no como evidencia formal de subpoblaciones panmicticas (67).
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4.5.3. Andlisis de componentes principales (PCA)

Se realiz6 un PCA por cada periodo de tiempo. Los datos se estandarizaron para
que todos los loci contribuyan equitativamente. EI PCA se ejecutd con prcomp()
mediante descomposicion por valores singulares (SVD) sobre la matriz de
covarianza estandarizada.

Los individuos se proyectaron en el espacio bidimensional PC1-PC2,
codificando cada punto segun el afio de coleccion (color) y el distrito de
procedencia (forma del simbolo). La interpretacion consideré como criterio la
separacién afo/distrito (magnitud de diferenciacién), y la varianza explicada
total (69). Este analisis valida independientemente los patrones detectados por
AMOVA y STRUCTURE. El PCA se emple6 como herramienta descriptiva

complementaria, sin asumir agrupamientos poblacionales discretos.
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4.6. Identificacion de linajes predominantes mediante redes de haplotipos
Los linajes predominantes de P. falciparum se definieron a partir de la agrupacion
de genotipos multilocus que compartian un perfil genético idéntico o diferian en
no mas de dos loci de los siete loci analizados. Este criterio se establecio
considerando la proximidad genética observada en estudios de estructura
poblacional del parésito, donde pequefias diferencias entre loci suelen
corresponder a variantes de un mismo linaje (15,49,50,70). El criterio de
agrupacion de genotipos multilocus (<2 loci de diferencia) se basé en la
aproximacion propuesta por Bacon et al. (2009) y adaptada a los datos del
presente estudio para reflejar relaciones genéticas cercanas entre haplotipos (17).
El haplogrupo fundador se definié como aquel mas antiguo y mas diverso dentro

de la poblacién analizada (71).

Para explorar las relaciones genéticas entre los haplogrupos, se calculé una matriz
de disimilitud basada en diferencias alélicas. A partir de esta matriz, se genero
una red minima de conexiones entre MLGs mediante el algoritmo de minimum
spanning network (MSN), usando el paquete R poppr (60,61). El algoritmo MSN
es usualmente aplicado a datos multilocus derivados de microsatélites, al conectar
genotipos de forma que la distancia genetica total sea minima y no requiere
supuestos de modelos de sustitucion nucleotidica (72). Esta red conecta los nodos
(haplotipos) de forma que la distancia genética total sea minima, lo que facilita

visualizar las relaciones evolutivas y de transmision entre linajes.
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De forma complementaria, se construyd un arbol filogenético mediante el
algoritmo Neighbor-Joining, una técnica de agrupamiento jerarquico que genera
arboles sin raices basados en matrices de distancia genética. Para ello, se utiliz6
el paquete ape en R (73). Neighbor-Joining permite representar relaciones
filogenéticas en estudios poblacionales que emplean marcadores neutros, ya que
no asume una tasa de evolucion constante (modelo no ultramétrico) (74),
permitiendo una representacién mas realista de la historia evolutiva de los linajes

de P. falciparum en la region.

41



V.

RESULTADOS

5.1. Distribucidn de infecciones monoclonales y policlonales de P. falciparum (2009-

2020)

Durante el periodo PAMAFRO, se analizaron un total de 80 muestras, todas ellas
clasificadas como infecciones monoclonales (100 %). En el periodo Post-
PAMAFRO, de las 183 muestras analizadas, el 97,2 % (173) correspondieron a
infecciones monoclonales y el 2,8 % (10 muestras agrupadas en 5 infecciones
policlonales) a infecciones policlonales. En el conjunto de muestras
correspondientes al periodo Plan Malaria Cero, se observd un incremento
estadisticamente significativo en la proporciéon de infecciones policlonales, de
acuerdo con la prueba exacta de Fisher (p = 7.46 x 101%). En este periodo, el 75,5
% (80) fueron monoclonales, mientras que el 24,5 % (52 muestras agrupadas en 26
infecciones policlonales) correspondieron a infecciones policlonales (Tabla 8).
Tabla 8. Resumen del nimero y proporcién de muestras por tipo de infeccidn

segun intervalo de afios de muestreo (2009-2020)

Intervalo de afios Tipo de infeccion Numero de muestras %

de muestreo

2009-2010 Monoclonal 80 100
(PAMAFRO)
Post-PAMAFRO Monoclonal 173 97.2
(2011-2017) Policlonal 5 2.8
Plan Malaria Cero Monoclonal 80 75.5
(2018-2020) Policlonal 26 24.5
TOTAL 395
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5.2. Variacion en el numero y la frecuencia alélica de los microsatélites de P. falciparum
El andlisis de los loci microsatélites en las muestras recolectadas durante los
intervalos de afios 2009-2010 (PAMAFRO), 2011-2017 (Post-PAMAFRO) y 2018—
2020 (Plan Malaria Cero) permitio describir diferencias en el nimero de alelos y en
sus frecuencias, las cuales reflejan la heterogeneidad genética observada entre los

conjuntos de muestras analizados (Tabla 9).

e C2M34: En 2009-2010, se identificaron 7 alelos, siendo el alelo mas
frecuente el de tamafio de 237 pb (0,35). En 2011-2017, se observaron 5
alelos, con una frecuencia de 0,04 para el alelo de tamafio 239 pb. En 2018-
2020, se identificaron 4 alelos, y el alelo de tamafio 229 pb mostré una
frecuencia de 0,68.

e (C3M69: En 2009-2010 se detectaron 6 alelos. En los periodos 2011-2017
y 2018-2020 se observaron 2 alelos. Los alelos de 124 pb y 134 pb
estuvieron presentes como los méas frecuentes dentro de los tres periodos
evaluados.

o pfPk2: Este locus present6 4 alelos en 20092010 y 3 alelos en los periodos
2011-2017 y 2018-2020. Los alelos de 165 pb, 171 pb y 174 pb fueron los
que mostraron las mayores frecuencias a lo largo de los tres intervalos
temporales.

e PolyA: En los tres periodos analizados se identificaron 3 alelos. Los alelos
de tamafio 182 pb y 184 pb mostraron las mayores frecuencias en los dos

altimos periodos.
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TAL: Este locus presento 3 alelos en cada uno de los periodos evaluados.
El alelo de 180 pb tuvo una frecuencia mas alta en el primer periodo,
mientras que el alelo de 171 pb mostré mayor frecuencia en los periodos
posteriores.

TA109: El nimero de alelos se mantuvo constante en los tres periodos
analizados. El alelo de 160 pb present6 su mayor frecuencia en el periodo
2018-2020, mientras que el alelo de 163 pb registré una menor frecuencia
en ese mismo periodo.

p2490: En 2009-2010 se observaron mas alelos que en los periodos
siguientes. El alelo de 74 pb solo estuvo presente dentro del primer

intervalo temporal evaluado.
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Tabla 9. Frecuencia de alelos mas representativos por loci microsatélite en los

distintos intervalos de afios de muestreo

PAMAFRO Post-PAMAFRO Plan Malaria Cero
numero ndumero numero
locus de alelo frecuencia de alelo frecuencia de alelo frecuencia
alelos alelos alelos
237 0.35 229 0.76 229 0.68
C2M34 7 231 0.29 5 235 0.16 4 235 0.27
239 0.17 239 0.04 241 0.03
134 0.65 134 0.98 134 0.63
C3M69 6 124 0.15 2 124 0.02 2 124 0.37
122 0.10 0.02
165 0.53 171 0.71 171 0.52
pfPk2 4 174 0.25 3 165 0.28 3 165 0.39
171 0.21 174 0.01 174 0.09
182 0.68 184 0.92 182 0.59
PolyA 3 164 0.16 3 182 0.08 3 184 0.27
161 0.15 167 0.01 164 0.14
180 0.50 171 0.73 171 0.81
TA1 3 171 0.27 3 180 0.23 3 180 0.18
177 0.23 174 0.04 174 0.01
165 0.38 163 0.98 163 0.65
TA109 3 162 0.34 3 154 0.01 3 160 0.32
159 0.29 160 0.01 199 0.03
80 0.84 83 0.75 80 0.69
p2490 3 83 0.15 2 80 0.25 2 83 0.31
74 0.01

Se detectaron alelos de tamafio Unico en los loci C2M34, C3M69, TA109 y p2490,
correspondientes a muestras provenientes de los distritos de San Juan Bautista,
Mazan, Punchana y Requena (Anexo 1). Se identificaron los siguientes alelos
Unicos por poblacion: el alelo 233 pb del locus C2M34 en Requena, el alelo 247
pb del locus C2M34 en San Juan Bautista, el alelo 138 pb del locus C3M69 en
Mazan, el alelo 152 pb del locus C3M69 en San Juan Bautista, el alelo 154 pb del

locus TA109 en Punchana y el alelo 74 pb del locus p2490 en Mazan.
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5.3.Variacion en la diversidad genética de P. falciparum

Se evalud la diversidad genética de P. falciparum en nueve distritos de la region
Loreto incluidas en este estudio durante los intervalos de afios de muestreo
utilizando genotipos multilocus (MLG) y estimadores de diversidad (eMLG, indice
de Shannon H, indice de Stoddart y Taylor, indice de dominancia de Simpson y
heterocigosidad esperada Hexp) (Tabla 10). La diversidad genética de P.
falciparum mostré variabilidad entre distritos y entre conjuntos de muestras
correspondientes a distintos periodos, evidenciando una marcada heterogeneidad

espacial.

Durante el periodo PAMAFRO, se analizaron 80 muestras distribuidas en cinco
distritos de coleccién. EI nmero de genotipos multilocus (MLG) observados vario
entre 4 y 9 por distrito, siendo San Juan Bautista el distrito con mayor diversidad
observada (MLG = 9), mientras que Yurimaguas presentd menor diversidad (MLG
=4). Los valores de eMLG oscilaron entre 3.50 (Yurimaguas) y 6.00 (Mazén), con
errores estandar bajos (SE 0.00- 0.58), lo que indica estimaciones confiables de
diversidad. EIl indice de Shannon (H) mostré valores mas elevados en San Juan
Bautista (H = 1.86) y Mazén (H = 1.58), reflejando una mayor diversidad
genotipica y una distribucion mas equitativa de los MLGs en estos distritos,
mientras que Yurimaguas presentd el valor mas bajo (H = 0.84), lo que sugiere la
dominancia de un namero reducido de genotipos. De manera concordante, el
numero efectivo de genotipos fue mayor en San Juan Bautista (G = 5.04) y menor
en Yurimaguas (G = 1.71), evidenciando diferencias en la estructura genética entre
distritos. Esta tendencia se vio reforzada por los valores de dominancia, que

indicaron una mayor concentracion de genotipos en Yurimaguas (A = 0.42) y una

46



distribucion mas equitativa en San Juan Bautista (A = 0.80) y Mazan (A= 0.74). La
heterocigosidad esperada mostré valores moderados en todos los sitios, con un
maximo en San Juan Bautista (Hexp = 0.55), lo que sugiere variacion en la

diversidad genética acumulada entre distritos.

En el periodo Post-PAMAFRO, se analizaron 183 muestras de cuatro distritos de
coleccion. La diversidad observada (MLG) fue relativamente homogénea,
oscilando entre 3 y 12. Punchana presentd el mayor niumero de MLG observados
(MLG = 12), mientras que San Juan Bautista registré el menor (MLG=3). Los
valores de Shannon fueron moderados y similares entre sitios (H = 0.96-1.38), lo
que indica una diversidad genotipica intermedia con una distribucion parcialmente
equitativa de los MLGs. En concordancia, el nimero efectivo de genotipos fue bajo
a moderado (G = 1.92-3.06), lo que sugiere que, pese a la presencia de multiples
genotipos, algunos dominaron en frecuencia dentro de ciertas poblaciones locales.
Esta dominancia moderada fue consistente con los valores observados del indice
de Simpson (A = 0.48-0.67). La heterocigosidad esperada fue baja a moderada
(0.11-0.30), indicando una variabilidad alélica limitada en algunos distritos,

especialmente en San Juan Bautista.

Durante el periodo Plan Malaria Cero, se analizaron 132 muestras de cinco distritos
de coleccion. Trompeteros presentd el mayor nimero de MLG observados (MLG
= 32), mientras que lquitos mostrd la menor diversidad (MLG = 1). Los valores de
eMLG variaron entre 1.00 y 7.21, con errores estandar relativamente bajos, lo que

indica estabilidad en las estimaciones de diversidad. Se evidenci6 marcada
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heterogeneidad entre distritos, con valores elevados del indice de Shannon en
Trompeteros (H = 2.83), reflejando una alta diversidad genotipica y una
distribucion relativamente equitativa de los MLGs. En contraste, Iquitos presentd
un valor nulo (H = 0.00), indicando la dominancia de un unico genotipo. De manera
consistente, el nimero efectivo de genotipos (G) fue elevado en Trompeteros,
mientras que se observo valores reducidos de este indice en otros distritos reflejan
una estructura genética dominada por pocos MLGs. Los valores del indice de
dominancia corroboraron este patron, donde valores elevados reflejan baja
dominancia clonal, como en Trompeteros (A = 0.90). La heterocigosidad esperada
se mantuvo moderada, mostrando que, a pesar de la reduccion de casos durante el

Plan Malaria Cero, persiste la diversidad genética en los MLG de P. falciparum.

Finalmente, en los distritos con muestreo en mas de un periodo, se describieron
patrones de variacion espacial con una aproximacion temporal estrictamente
descriptiva. En San Juan Bautista, la diversidad genética fue elevada durante
PAMAFRO (Hexp = 0.55; MLG =9; G = 5.04; H = 1.86; A = 0.80), mientras que
en el periodo Post-PAMAFRO se registré una disminucion marcada de estos
indices (Hexp = 0.11; MLG = 3; G =2.45; H = 0.96; A = 0.59), lo que permite una
aproximacion descriptiva a la variacion temporal local, sin constituir evidencia de
una dinamica poblacional continua. En Mazéan, la diversidad genética se mantuvo
en valores moderados entre los periodos evaluados. No obstante, dada la limitada
cobertura temporal, estos resultados se interpretan de manera descriptiva y no como

evidencia de un cambio temporal poblacional (Tabla 10)
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Intervalo

Tabla 10. Coeficientes de diversidad genética por cada distrito de coleccion en cada

periodo de intervencion.

de aiios de ~ Sitio de Coleccién N MLG eMLG SE H G 4 Hep
muestreo

Mazan 9 6 6.00 000 1.58 3806 074 | 0.34

QS San Juan Bautista 29 9 5.49 1.01 1.86 504 080 | 0.5

E Requena 11 4 391 029 1.17 2,69 063 | 0.12

EQ Yurimaguas 12 4 350 058 0.84 171 042 | 0.17

A Alto nanay 19 5 357 081 1.13 242 059 | 0.10
Subtotal 80 23 7.05 1.18 2.63 10.03 0.90 | 0.57

S Punchana 96 12 3.89 1.11 138 234 057 | 0.21

N E Iquitos 64 8 324 098 1.07 192 048 | 025
é E San Juan Bautista 9 3.00 0.00 096 245 0.59 | 0.11
N Nauta 14 435 064 133 3.06 067 | 0.30
Subtotal 183 20 4.31 124 1.65 262 0.62 | 0.26

Iquitos 9 1 1.00  0.00 0.00 1.00 0 0.00

San Juan Bautista 7 2 2.00 0.00 0.41 1.32 024 0.16

§ '§ o Punchana 19 4 258 082 0.61 139 028 0.15
R § S Mazan 10 5 500 000 123 250 060 0.03
Trompeteros 87 32 7.21 128 283 987 090 042

Subtotal 132 42 7.15 1.29 291 983 090 047

N: nimero de muestras, MLG: nimero de genotipos multilocus Unicos observados
en la poblacién, eMLG: namero esperado de genotipos multilocus Unicos bajo el
supuesto de una distribucion uniforme de alelos, SE: error estandar asociado con
la estimacion de eMLG, H (indice de diversidad de Shannon-Wiener): mide la
diversidad genética integrando tanto el numero de genotipos multilocus como su
distribucion de frecuencias, G (indice G de Stoddart y Taylor): nimero efectivo de
genotipos multilocus, A (lambda) : indice de dominancia de Simpson, Hexp: Diversidad
genética de Nei (heterocigosidad esperada).
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5.4.Patrones de desequilibrio de ligamiento y clonalidad epidémica en poblaciones
de P. falciparum

A nivel de periodos de tiempo, se detectaron valores elevados y estadisticamente
significativos de rd en los analisis sin correccion por clonacion durante el periodo
PAMAFRO (rd = 0.375, p < 0.01) y el periodo Post-PAMAFRO (fd = 0.371, p <
0.01), indicando desequilibrio de ligamiento. Sin embargo, tras aplicar la correccion
por clonacion, los valores de td disminuyeron (PAMAFRO: td = 0.173; Post-
PAMAFRO: td = 0.070; p <0.01), lo que sugiere que el LD podria ser explicado por

clonalidad epidémica (Figura 4A).

Durante el periodo Plan Malaria Cero, los valores de td fueron los més bajos entre
los periodos previos evaluados, tanto antes como después de la correccidon por
clonacion (rd = 0.145 y ¥d = 0.031, respectivamente; p < 0.01), lo que es compatible
con una menor influencia de la clonalidad epidémica en los conjuntos de muestras
analizadas, sin que ello permita inferir procesos reproductivos poblacionales a escala

temporal (Figura 4A).

El analisis por distrito dentro de cada intervalo de afios de muestreo revelo
heterogeneidad espacial en los patrones de LD. En San Juan Bautista, Iquitos y
Punchana mostraron valores elevados de td en los analisis sin correccion por
clonacion (rd > 0.5, p <0.01), de los cuales en Punchana se redujo marcadamente tras
la correccion por clonacion. Por el contrario, distritos como Alto Nanay, Nauta y
Trompeteros presentaron valores de td cercanos a cero después de la correccion por

clonacion (Figura 4B y Anexo 02).
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Figura 4. Desequilibrio de ligamiento (¥d) en poblaciones de P.falciparum antes
y después de la correccion por clonacion. A) LD por cada intervalo de afios de
muestreo, B) LD por cada distrito dentro de periodo de intervencion.
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5.5. Patrones de diferenciacion genética de P. falciparum

Con el fin de describir la diferenciacion genética espacial entre poblaciones de P.
falciparum, se estimaron valores de Fst entre distritos para cada conjunto de
muestras analizado (Figura 5). Este andlisis se realizé considerando la presencia de

genotipos clonales y posibles brotes locales.

Durante el conjunto de muestras correspondientes al periodo PAMAFRO, se
observaron valores de Fst de moderados a muy elevados entre varios pares de
distritos, destacando la alta diferenciacion entre Alto Nanay—Yurimaguas y
Requena-Yurimaguas, lo que sugiere una circulacion limitada de genotipos y la

posible presencia de focos geogréaficos genéticamente diferenciados (Figura 5A).

En el conjunto de muestras del periodo Post- PAMAFRO, los valores de Fst fueron
bajos o no significativos entre los distritos de lquitos, Punchana y San Juan Bautista,
mientras que Nauta mantuvo una diferenciacion moderada respecto a estos distritos
(Figura 5B). Este patron podria indicar mayor conectividad genética urbana, en
contraste con localidades que presentan una estructura genética mas diferenciada,
reflejando la heterogeneidad espacial en la composicion genética de las

poblaciones analizadas.

En las muestras del periodo Plan Malaria Cero, se mantuvo una diferenciacion
moderada entre Trompeteros y los distritos urbanos evaluados (Figura 5C), lo que
indica la persistencia de diferencias genéticas espaciales entre poblaciones, sin que ello

permita inferir cambios poblacionales de caracter temporal o efectos asociados a
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intervenciones de control, dado que los distritos muestreados difieren entre periodos.

De manera complementaria, se estimaron valores de Fst entre muestras recolectadas
en distintos afios dentro de un mismo distrito (Figura 6). Este analisis mostro
diferenciacion genética de moderada a elevada en distritos como Mazan, Nauta,
Punchana y San Juan Bautista, lo que evidencia variaciones en la composicion genética
local entre conjuntos de muestras recolectadas en diferentes momentos. No obstante,
estas diferencias deben interpretarse con cautela, ya que los afios comparados

corresponden a muestreos no continuos y con tamarios muestrales desiguales.

Entre los distritos evaluados, San Juan Bautista fue el Gnico que contd con muestras
disponibles en los tres periodos analizados, lo que permitié realizar una aproximacion
descriptiva a la variacion temporal local en la estructura genética de P. falciparum.
Aun en este caso, los resultados no constituyen evidencia de una dinamica poblacional
continua, sino que reflejan cambios en la composicion genética observada entre
conjuntos de muestras. En los demés distritos, como Mazén, la cobertura temporal
limitada impidi6 una evaluacion temporal robusta, por lo que los analisis se
mantuvieron estrictamente a nivel descriptivo y agrupados por periodos de muestreo,

evitando interpretaciones potencialmente sesgadas.
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Figura 5. Diferenciacion genetica por Fst por cada distrito de coleccién de acuerdo
con cada intervalo de afios de muestreo definidos previamente. A) 2009-2010
(PAMAFRO), B) 2011-2017 (Post-PAMAFRO), C) 2018-2020 (Plan Malaria

Cero)
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Figura 6. Diferenciacion genética por Fst por cada distrito de coleccién de acuerdo
con el afio de coleccién de la muestra (*** p <0.001, ** p<0.01, *p<0.05, ns= no

significativo)

5.6. Variacion en la estructura poblacional de P. falciparum inferida mediante
AMOVA

Se evaluo la estructura genética de P. falciparum con el objetivo de describir la

distribucion de la variacién genética entre y dentro de poblaciones para cada

conjunto de muestras analizado. La evaluacién de la diferenciacion poblacional

mediante el Analisis de varianza Molecular (AMOVA) sugiri6 que las poblaciones

del paréasito presentan una estructuracion genética tanto a nivel geografico como

temporal (Tabla 11). Durante el periodo PAMAFRO, el 53 % de la variacion

genética total se explica por diferencias entre poblaciones (p < 0.001) lo cual

indica que,

una marcada estructuracion genética espacial entre los distritos
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analizados en este conjunto de muestras. Una proporcion considerable de la
variacion genética se explico también dentro de las poblaciones, evidenciando la
coexistencia de diversidad intrapoblacional junto con diferenciacion entre

localidades.

La variacion atribuible a las diferencias entre poblaciones de P. falciparum
disminuy6 notablemente en los distritos durante el periodo de Post-PAMAFRO
(Tabla 11), donde el 21 % de la variacion genética total se debe a diferencias entre
localidades. Este resultado describe una estructura genética espacial menos
marcada entre los distritos evaluados en este conjunto de muestras, en comparacion
con el periodo previo, lo que refleja diferencias en la composicién genética

observada entre poblaciones.

Durante el periodo correspondiente al Plan Malaria Cero, el AMOVA mostro
nuevamente una estructura genética relativamente marcada entre poblaciones,
donde el 49 % de la variacion genética total se explica entre poblaciones. Es
importante destacar que las poblaciones analizadas corresponden a distritos
diferentes a los muestreados durante PAMAFRO y Post-PAMAFRO, por lo que la

comparacion temporal debe interpretarse con cautela.

En todos los conjuntos de muestras analizados, una fraccion importante de la
variacién genética permanecié dentro de las poblaciones, lo que evidencia la
coexistencia de diversidad dentro de cada poblacion junto con diferenciacion
espacial entre distritos, patron consistente con los resultados obtenidos mediante

los analisis de Fst, desequilibrio de ligamiento y estructura poblacional
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De manera complementaria, se realiz6 un AMOVA especifico para el distrito de

San Juan Bautista, Unico distrito con muestras disponibles en los tres periodos

evaluados (Anexo 03). En este andlisis, el 50 % de la variacion genética total se

explicé por diferencias entre periodos (p < 0.001), lo que permite una aproximacion

descriptiva a la variacion temporal local en la estructura genética de P. falciparum.

Tabla 11. Analisis de varianza molecular (AMOVA) por intervalo de afios de muestreo

Componente SSD MSD GL Componente Valor Estadistico Coeficiente
de Varianza P Phi de Varianza

o Entre 15543 38.86 4 2.42 0 0.53 15.16
g poblaciones
%n (pop)
< Dentro de las 159.78 2.13 75 2.13 NA NA NA
& poblaciones

(Error)

Total 31522 399 79 NA NA NA NA

Entre 51.66 1722 3 0.43 0 0.21 36.25
g poblaciones
= (pop)
% Dentrodelas 28348 1.58 179 1.58 NA NA NA
R poblaciones
E (Error)

Total 335.15 1.84 182 NA NA NA NA
° Entre 155.83 3896 4 2.09 0 0.49 17.55
3 poblaciones
@)
s (pop)
} S
TC: Dentro de las 279.63 220 127 2.20 NA NA NA
s poblaciones
g (Error)
A Total 43546 332 131 NA NA NA NA
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5.7.Coexistencia de clusteres dominantes y mezcla genética en la estructura
poblacional de P. falciparum

El andlisis de STRUCTURE permitio describir la composicion genética de las
poblaciones de P. falciparum en los distritos evaluados, evidenciando la
coexistencia de clUsteres genéticos dominantes y sefiales de mezcla genética dentro
de cada conjunto de muestras analizado. Dada la presencia de clonalidad, los
resultados se interpretan desde una perspectiva descriptiva y exploratoria, sin

asumir poblaciones discretas ni continuidad temporal entre conjuntos de muestras.

Durante los afios que corresponden a PAMAFRO, el modelo con K =2 mostr6 una
asignacion predominante de los individuos a uno de los cllsteres, con un numero
reducido de individuos con sefiales de mezcla genética. Al considerar K = 4, se
detectdé una subestructuracion adicional, con la presencia de cllsteres
secundarios, lo que indica que, dentro de estos distritos, coexistian agrupamientos

genéticos diferenciados, aunque con predominio de ciertos componentes genéticos.

En el periodo Post-PAMAFRO, el modelo con K = 2 evidencié nuevamente la
dominancia de un claster a lo largo del tiempo, aunque con fluctuaciones en su
frecuencia relativa. Sin embargo, al evaluar K = 4, se observd una mayor
heterogeneidad genética, con multiples clusteres coexistiendo y un aumento en la
proporcion de individuos con ancestria compartida. Este patron sugiere una mayor
mezcla genética dentro de los distritos evaluados en este periodo, sin que ello

implique continuidad directa con los patrones observados en periodos previos.

En el periodo de Plan Malaria Cero, el andlisis con K = 2 mostré6 cambios en la
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dominancia relativa de los clusteres, mientras que el modelo con K =3 revel6 una
reorganizacion de la estructura genética, caracterizada por la alternancia de
clasteres predominantes y la presencia de individuos con composicion genética
mixta. Estos resultados reflejan una heterogeneidad genética espacial considerable

entre los distritos evaluados en este conjunto de muestras.

En conjunto, los resultados de STRUCTURE muestran que la estructura genética
observada en cada intervalo de afios de muestreo esta influenciada por los distritos
muestreados, por lo que las comparaciones temporales deben interpretarse con
cautela. No obstante, la presencia recurrente de clisteres dominantes dentro de cada
periodo, junto con episodios de mezcla genética, es coherente con los patrones
detectados mediante AMOVA, Fsty LD, reforzando la evidencia de una estructura
genética espacialmente heterogénea y variable en el tiempo en las poblaciones de

P. falciparum.

Estos patrones deben interpretarse como agrupamientos genéticos descriptivos,
dado que el programa STRUCTURE asume ausencia de clonalidad, supuesto que
no se cumplen plenamente en todos los conjuntos de muestras analizados. En este
estudio, los valores de D observados durante los periodos PAMAFRO y Post-
PAMAFRO, y su reduccion tras la correccién por clonacion, indican que los
patrones detectados por STRUCTURE podrian estar influenciados por la
sobrerrepresentacion de linajes clonales y por la heterogeneidad espacial del
muestreo. En este contexto, los cllsteres inferidos no deben interpretarse como
poblaciones discretas, sino como agrupamientos genéticos descriptivos, cuya

variacion es consistente con los resultados obtenidos mediante AMOVA, Fst y

59



PAMAFRO

Post-PAMAFRO

Plan Malaria Cero

analisis de desequilibrio de ligamiento.

Pf-MS (K = 2) B Cluster! Bl Cluster2

=¥

JLETS

2008 2010

PT-MS (K = 4) M Ciuster! B Cluster2 Bl Cluster3 Bl Clusterd

2009 2010

Pf-MS (K = 2) M Clusterl Bl Clusterz

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Pf-MS (K =4) M Clusier! B Cluste

r2 M Cluster B Clusterd

2011 2012 2013 2014 205 206 2017

Pf-mMS (K = 2) W Cluster1 Bl Cluster?

=)

leak

Jeal

=)

2018 2019 2020

Pf-MS (K = 3) B Clusterl Bl Cluster2 Bl Cluster3

lBaﬁ-

£=)

zo18 2019 2020

Figura 7. Cambios en la estructura genética de Plasmodium falciparum inferidos por
STRUCTURE (K = 2-4). Cada barra representa un aislado individual, ordenado por afio
dentro de cada intervalo de afios de muestreo, y los colores indican la proporcion de ancestria
asignada a cada cluster
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5.8.Variacion en la estructura genética de las poblaciones P. falciparum segin PCA
El analisis de componentes principales (PCA) se realizé de manera independiente
para cada intervalo de afios de muestreo, con el objetivo de describir la estructura
genetica dentro de cada conjunto de datos. El andlisis de PCA mostrd patrones
diferenciados de estructura genética entre periodos, los cuales son concordantes
con los resultados obtenidos mediante STRUCTURE, aunque con variaciones

atribuibles a los distritos muestreados en cada intervalo de tiempo.

Durante el periodo PAMAFRO, los dos primeros componentes explicaron una
proporcién considerable de la variacion genética (PC1 = 45.1 %, PC2 = 24.4 %),
mostrando una dispersion de los individuos en el espacio multivariado, con
agrupamientos parcialmente asociados a distritos y afios (Figura 8A). Este patron
indicaria la estructura genética espacial marcada y con dominancia de ciertos
agrupamientos genéticos descritos mediante el analisis de STRUCTURE para este

conjunto de muestras (Figura 7A)

En el periodo Post-PAMAFRO, el PCA reveld una distribucién mas continua y
solapada de los individuos, a pesar de que los dos primeros componentes
explicaron una proporcién similar de la variacion genética (PC1 = 48 %, PC2 =
24.5 %). La ausencia de agrupamientos bien definidos y el alto solapamiento entre
distritos sugieren una menor diferenciacion genética espacial (Figura 8B). Este
patrén es coherente con la disminucién de la estructura genética observada
mediante STRUCTURE, asi como con los menores valores de diferenciacion
observados previamente mediante AMOVA vy Fst (Figura 7A, Tabla 11 y Figura

5B).
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Por el contrario, en el periodo Plan Malaria, el PCA volvié a mostrar una mayor
dispersion y diferenciacion de los individuos en el espacio genético (PC1 = 44.3
%, PC2 = 23 %), con agrupamientos parciales asociados a ciertos distritos y afios,
aunqgue sin una separacion completamente definida (Figura 8C). Dado que este
conjunto de datos incluye distritos distintos a los evaluados previamente, estos
patrones deben interpretarse con cautela; sin embargo, la reaparicion de una
estructura mas marcada es concordante con los resultados de STRUCTURE, que
evidencian la coexistencia de mdltiples cllsteres y una mayor heterogeneidad

genética en este conjunto de poblaciones (Figura 7C).

El PCA realizado especificamente para el distrito de San Juan Bautista (Anexo 04)
no evidencié una separacion clara de los individuos por periodo, sino una
superposicién parcial entre los conjuntos de muestras PAMAFRO, Post-
PAMAFRO y Plan Malaria Cero. Este patron indica que la poblacion local de P.
falciparum presenta heterogeneidad dentro de cada periodo y una reorganizacion
parcial de los genotipos entre conjuntos de muestras. La dispersién en los
componentes principales del PCA sugiere la coexistencia y posible reemplazo local
de linajes, mas que una transicion genética progresiva entre periodos, y podria estar
influenciada por la asimetria en los tamafios muestrales entre conjuntos de

muestras.

En conjunto, el analisis de PCA respalda los resultados obtenidos mediante
STRUCTURE, AMOVA vy Fst, al mostrar que la estructura genética de P.

falciparum en Loreto tiene una heterogeneidad espacial, con variaciones
62



observadas entre conjuntos de muestras que deben interpretarse de manera

contextual y exploratoria, de acuerdo con las limitaciones del disefio del estudio.
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Figura 8. Analisis de PCA de microsatélites por intervalo de afios de muestreo en poblaciones de P.
falciparum A) PAMAFRO, B) Post-PAMAFRO, C) Plan Malaria Cero. Cada punto representa un aislado
individual de P. falciparum, proyectado sobre los dos primeros componentes principales (PC1y PC2).
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5.9. Coexistencia y distribucién de linajes multilocus de P. falciparum

Tras la caracterizacion de la diversidad genética, se realiz6 un analisis de redes de
haplotipos multilocus a partir de los genotipos individuales con el fin de visualizar
relaciones por distancia genética entre haplotipos y describir su frecuencia y
distribucion geografica dentro de los conjuntos de muestras analizados. Esta
aproximacion permitié agrupar genotipos en haplogrupos multilocus, que se
emplean aqui como unidades descriptivas para vigilancia molecular y no como

clados filogenéticos formales.

A partir de la red multilocus se identificaron 35 haplogrupos presentes en los
distintos conjuntos de muestras (Figura 9). Algunos de estos grupos como C1, D1,
El, F1, H1, K1, L1, M1, S1y T1 aparecieron recurrentemente en los conjuntos de
muestras Post-PAMAFRO y Plan Malaria Cero, lo que indica persistencia
observada de ciertos haplogrupos en los datos disponibles. Otros haplogrupos, tales
como G1, J1, N1y U1 se registraron de forma mas restringida en espacio o tiempo
dentro de los muestreos realizados. Estas observaciones describen patrones de
coexistencia, recurrenciay presencia localizada de linajes multilocus en los distritos
analizados, y deben interpretarse considerando la cobertura geografica y temporal

no homogénea de las colecciones.

64



Porcentaje (%)

PAMAFRO POST-PAMAFRO PLAN MALARIA CERO

Al
A3
Ad
B1
C1
D1
E1
F1
G1
H1
"
J1
K1

Distrito de coleccién

Figura 9. Distribucién de linajes por distrito y por intervalo de afios de muestreo

En el conjunto de muestras correspondientes a PAMAFRO (Figura 10), se
identificaron 8 linajes diferentes, entre los cuales Al fue el mas frecuente (n=37)
concentrandose principalmente en Alto Nanay y San Juan Bautista. Otros linajes
como 01 (n=10) y Q1 (n=12) fueron observados en Requena y Yurimaguas (Anexo
05A y 06), respectivamente, sugiriendo una distribucion geogréafica especifica. En
este conjunto, la distribucién de haplogrupos estuvo asociada a distritos rurales y
semiurbanos, lo que se refleja en la composicion genética observada para esas

localidades.
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Figura 10. Red de haplogrupos del periodo de PAMAFRO
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En el periodo Post-PAMAFRO (Figura 11), se identificaron 12 linajes multilocus,
evidenciando la composicion de linajes distinta a lo observada durante el periodo
PAMAFRO. En este periodo, el haplogrupo T1 fue predominante (n = 122), con
fuerte representacion en Iquitos (n=46) y Punchana (n=71), y presencia en San Juan
Bautista (n=5). La concentracion elevada de T1 en determinados sitios describe un
patron de dominancia local de un haplogrupo en los muestreos disponibles, sin que

ello permita afirmar causalidades sobre origen 0 mecanismos subyacentes.

Tamario del nodo
(# individuos)

Figura 11. Red de haplogrupos del periodo de Post-PAMAFRO
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En el conjunto de muestras del periodo Plan Malaria Cero (Figura 12), se
registraron 15 linajes, destacando nuevamente T1 (n=31), ahora con fuerte
presenciaen San Juan Bautista y Punchana, mientras que aparecieron nuevos linajes
como U1, J1, G1, N1 y A3, con distribucion casi exclusiva en el distrito de
Trompeteros (Anexo 05C y 06). La alta diversidad observada en Trompeteros en
este conjunto de muestras puede reflejar una mayor heterogeneidad local en las
colecciones analizadas. No obstante, es importante considerar que la diversidad
localizada observada podria estar influenciada por la representatividad de la
muestra. La menor cobertura muestral en otras regiones podria generar un sesgo

que sobrevalore la diversidad observada en Trompeteros.
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Figura 12. Red de haplogrupos del periodo de Plan Malaria Cero
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En conjunto, la red de haplotipos multilocus ofrece una representacion integradora
de la variabilidad genética y permite identificar linajes utiles para la vigilancia. Los
patrones observados en las redes, coexistencia de haplogrupos dominantes,
recurrencia de algunos grupos y presencia localizada de otros permiten reforzar la
idea de una estructura genética espacialmente heterogénea de las poblaciones de P.

falciparum en los nueve distritos de la region de Loreto evaluados.
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VI.

DISCUSION

Este estudio integro informacion de genotipificacion por microsatélites neutros de
infecciones de P. falciparum con el objetivo de describir la estructura genética y la
distribucion espacial de los linajes multilocus en Loreto, utilizando muestras
recolectadas en distintos contextos epidemioldgicos entre los afios 2009 y 2020. A
través de un enfoque exploratorio y descriptivo, se evidencié una heterogeneidad
genética marcada entre distritos, asi como variacion en la composicion de linajes
multilocus y en la diversidad genética observada entre los conjuntos de muestras

analizados.

Si bien los conjuntos de muestras corresponden a periodos que coinciden con los
diferentes programas de intervencion desplegados en Loreto [PAMAFRO (2009-
2010), Post-PAMAFRO (2011-2017) y Plan Malaria Cero (2018-2020)], las
diferencias en distritos muestreados, cobertura geografica y tamafios muestrales
limitan la posibilidad de evaluar efectos causales directos de dichas intervenciones.
En este sentido, los resultados deben interpretarse como descripciones de
escenarios genéticos asociados a distintos contextos espaciales y operativos, mas
gue como evidencia de cambios poblacionales inducidos por intervenciones
especificas. En este marco, el principal aporte del estudio es la aplicacién del
analisis de haplotipos y haplogrupos multilocus como una aproximacion
integradora para la vigilancia molecular de caracter exploratorio, que complementa
los enfoques previamente utilizados en el pais basados en métricas clasicas de

diversidad genética.
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6.1. Aumento de infecciones policlonales y heterogeneidad espacial en la transmision
de P. falciparum

En este estudio se observd una variacion en la proporcion de infecciones
policlonales entre los conjuntos de muestras analizados. No se detectaron
infecciones policlonales en el conjunto de muestras colectadas durante el tiempo
que coincidi6 con PAMAFRO, mientras que en los conjuntos de muestras
colectadas después de PAMAFRO vy durante el despliegue del Plan Malaria Cero
se registraron proporciones mayores; en particular, en este Gltimo conjunto la
proporcion de infecciones policlonales alcanzé el 24,5 %. Si bien este patron
difiere de algunos reportes a escala regional, es consistente con estudios focales
que han documentado una marcada heterogeneidad espacial en la complejidad de

la infeccion entre localidades amazoénica (75).

No obstante, debido a que las zonas muestreadas y los tamafios muestrales no
fueron homogéneos entre los conjuntos analizados, esta variacion debe
interpretarse con cautela. En este sentido, la mayor proporcion de infecciones
policlonales observada en el conjunto de Plan Malaria Cero podria reflejar
diferencias espaciales en la intensidad de transmision entre localidades, mas que
un incremento temporal, dado que la complejidad de la infeccion esta influenciada
por condiciones locales de transmision, como la frecuencia de inoculaciones
infecciosas y la coexistencia de multiples linajes genéticos en una misma area (76).
Cabe indicar que esto tiene coherencia con que una proporcion importante de las
muestras de este conjunto proviene del distrito de Trompeteros, donde se observo

una elevada diversidad genética y la circulacion simultanea de multiples linajes
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multilocus (56), lo que incrementa la probabilidad de infecciones con mas de un
genotipo independientemente del intervalo temporal de muestreo.

La deteccion de infecciones policlonales en el conjunto Post-PAMAFRO evidencia
la coexistencia de multiples genotipos dentro de una misma infeccion, un patrén
que ha sido asociado epidemioldgicamente a contextos de transmision activa y que
puede favorecer eventos de recombinacion genética entre linajes (19). Sin
embargo, de acuerdo con el disefio del estudio, la presencia de infecciones
policlonales se interpreta como un indicador indirecto de posibles procesos locales
de transmision, cuya distribucion entre localidades permite describir la
heterogeneidad espacial en la transmision, mas que como evidencia de cambios

temporales sostenidos o de efectos directos de intervenciones de control (76).

6.2.La diversidad genética de P. falciparum no es homogénea dentro de cada
periodo, sino que presenta una estructuracion espacial.

Los resultados muestran diferencias en los niveles estimados de diversidad
genética de P. falciparum entre los periodos analizados (Tabla 10). No obstante,
dado que los distritos muestreados difieren entre PAMAFRO, Post-PAMAFRO y
Plan Malaria Cero, estas diferencias no fueron interpretadas como cambios
temporales directos en la diversidad genética. En este contexto, los valores globales
de diversidad reflejan principalmente la composicion genética de los distritos
incluidos en cada periodo, mas que procesos temporales de reduccién o incremento

de la diversidad genética.

Al analizar la diversidad genética a escala espacial dentro de cada periodo, se

observo una marcada heterogeneidad entre distritos (Tabla 10). Durante el periodo
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PAMAFRO, se observaron niveles elevados de diversidad genética en algunos
distritos, evidenciados por valores altos de heterocigosidad esperada (Hexp) y
diversidad genotipica. En particular, San Juan Bautista presentd los valores mas
altos de diversidad genética, mientras que distritos como Yurimaguas y Requena

mostraron valores considerablemente mas bajos.

En el periodo Post-PAMAFRO, los valores globales de heterocigosidad esperada
fueron menores, lo que sugiere una mayor dominancia de ciertos genotipos
multilocus en los distritos muestreados durante este periodo. No obstante, la
diversidad genética continué mostrando variacion entre distritos, con Punchana y
Nauta presentando niveles de diversidad relativamente mas altos en comparacion
con San Juan Bautista e lquitos, lo que indica que la estructura genética no fue

homogénea a escala local.

Los cambios temporales se restringieron al distrito de San Juan Bautista, el Unico
distrito con muestreo en los tres periodos de intervencion (Tabla 10). En el cual, se
pudo evidenciar que la diversidad genética de P. falciparum no es homogénea en
el tiempo dentro de una misma localidad. San Juan Bautista mostro una reduccion
marcada de la diversidad genética entre PAMAFRO y Post-PAMAFRO. Este
patron refuerza la heterogeneidad espacio y temporal de las poblaciones
observadas y respalda la interpretacion de que los distritos no son genéticamente
estables en el tiempo (Figura 6), lo que justifica el analisis por cada periodo de

intervencion mas que por agrupamientos espaciales generales.
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Las comparaciones temporales se restringieron al distrito de San Juan Bautista por
ser el Unico distrito con muestras en los tres periodos de intervencion. Aunque otros
distritos contaron con muestras en dos periodos, no se incluyeron en analisis
temporales de estructura genética debido a que esta limitacion se ve acentuada por
la ausencia de un tercer punto temporal, lo que podria generar interpretaciones aun
mas sesgadas. Por ello, estos distritos se analizaron Gnicamente desde un enfoque
espacial descriptivo. El analisis se organiz6 por conveniencia en periodos de
tiempo que coinciden con las intervenciones desplegadas en Loreto méas que como
una evaluacion longitudinal estricta. En este contexto, la comparacion temporal se
interpreta como exploratoria, orientada a describir variaciones en la diversidad
genética bajo distintos escenarios de intervencion, y no como evidencia de

dindmicas evolutivas continuas.

Durante el periodo Plan Malaria Cero, los valores de diversidad genética
observados reflejan nuevamente una marcada heterogeneidad espacial. Algunos
distritos presentaron altos niveles de diversidad genotipica y baja dominancia
clonal, compatibles con la co-circulacion de mudltiples linajes genéticamente
diferenciados, mientras que otros mostraron una estructura genética dominada por
pocos genotipos. Sin embargo, el 66 % de las muestras de Plan Malaria Cero
pertenecen a Trompeteros, por lo que los valores globales de diversidad deben

interpretarse considerando el posible efecto de la representatividad muestral.

En conjunto, los resultados indican que la diversidad genética de P. falciparum en

los nueve distritos evaluados de la region de Loreto presentan una marcada
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heterogeneidad espacial. Los patrones observados a lo largo del tiempo solo pueden
interpretarse de manera robusta cuando se analizan a escala local, dentro de distritos
con muestreo comparable entre periodos. A esta escala, los cambios en la diversidad
genética pueden reflejar procesos de mezcla genética y co-circulacion de linajes,
potencialmente influenciados por la conectividad entre focos de transmision, la
movilidad humana y la heterogeneidad ecoldgica entre localidades, tal como ha sido
descrito en estudios longitudinales realizados en la Amazonia peruana (16), pero la

confirmacion de estos mecanismos requiere muestreos sistematicos.

6.3.Clonalidad epidémica y desequilibrio de ligamiento en contextos de baja
transmision de P. falciparum

A nivel de los conjuntos de muestras correspondientes a los distintos periodos de
tiempo, se observo el desequilibrio de ligamiento significativo en los analisis sin
correccion por clonacion, seguido de una reduccidn sustancial tras la correccion
por clones (Figura 4A). Este patron es compatible con un escenario de clonalidad
epidémica, donde pocos genotipos multilocus se encuentran sobrerrepresentados
en determinados muestreos, lo cual puede observarse durante brotes locales o en
contextos de transmision reducida (14,77). Por tanto, la presencia de LD elevada
antes de la correccion sugiere que parte de la asociacion no aleatoria entre loci
fue explicada por la expansion de linajes clonales en los conjuntos de muestras

(Tabla 7).

La ausencia de valores elevados de LD tras correccion por clones no constituye
evidencia directa de recombinacion frecuente, sino de la ausencia de dominancia

clonal. En contextos de baja transmision, las infecciones suelen darse por uno o
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pocos genotipos multilocus, lo que limita la diversidad alélica presente en el
mosquito vector. En estas condiciones, aunque la recombinacion sexual ocurre,
esta se produce mayoritariamente entre gametos genéticamente idénticos o
estrechamente relacionados, generando una recombinacion que no produce
nuevas combinaciones alélicas detectables y mantiene asociaciones no aleatorias

entre loci (15,16,78).

En este sentido, los resultados obtenidos durante PAMAFRO y, en menor medida,
Post-PAMAFRO, se alinean con estudios previos que describen la persistencia
temporal de linajes clonales en el Perd, tal y como el estudio de Villena et al. (10)
donde mediante un analisis genomico identificaron tres subpoblaciones
diferenciadas (linajes Bvl, Clonet D y tipo Acre-Loreto). En particular, la
expansion local del linaje Bvl en Loreto desde 2011, correspondiente al periodo
Post-PAMAFRO, sugiere la persistencia espacial de linajes genéticamente
homogéneos mas que una ausencia completa de recombinacion, en concordancia
con un escenario de diversidad genética limitada y estructura espacial marcada

(10).

La estructura genética relevante en los distritos evaluados durante el periodo de
Plan Malaria Cero podria mostrar que, incluso bajo estrategias de eliminacion,
pueden persistir focos genéticamente diferenciados en areas rurales o de dificil
acceso como es el caso de Trompeteros. Esta persistencia de linajes locales debe
interpretarse considerando que las intervenciones no se implementaron de manera
homogénea ni sostenida en todas las comunidades, ya sea por limitaciones

logisticas, presupuestales o geogréficas, lo que ha generado una diversidad de
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escenarios epidemiologicos dentro de la regién Loreto (11,79,80). Un estudio
previo realizado por Cabrera et al. (56) identificd a Trompeteros como una zona
con marcada estructuracion espacial y posiblemente a brotes focales o
transmision localizada (56). Sin embargo, dado que los distritos y tamafios
muestrales difieren respecto a PAMAFRO, estos resultados se interpretan como
una caracterizacion espacial especifica y no como evidencia directa de un cambio

temporal inducido por las intervenciones.

Cuando se evalu0 a nivel de distrital dentro de cada periodo (Figura 4B), en San
Juan Bautista, Iquitos y Punchana, el patron fue consistente con la presencia de
linajes clonales epidémicos acompafiados de autofecundacion residual entendida
como la reproduccién sexual entre gametos genéticamente idénticos o
estrechamente relacionados dentro del mosquito vector, lo que limita la
recombinacion efectiva y mantiene asociaciones alélicas no aleatorias (14,81). En
contraste, distritos como Alto Nanay (PAMAFRO), Nauta (Post-PAMAFRO) y
Trompeteros (Plan Malaria Cero) mostraron td cercanos a cero después de la
correccion por clonacion, lo que sugiere una menor influencia de la clonacion en

los conjuntos de muestras de esos sitios.

No obstante, los valores elevados de LD observados en estos distritos también
pueden verse influenciados por bajos niveles de diversidad genética, como se
observa particularmente en Punchana e Iquitos durante Post-PAMAFRO, donde
los indices de diversidad (H, G y Hexp) fueron reducidos y el nimero efectivo de
MLGs fue limitado. En estos contextos, la baja variabilidad genética puede inflar

artificialmente las estimaciones de LD, aun en ausencia de clonacién (31). Aun
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asi, la reduccion consistente de td tras la correccion por clonacidn, junto con su
concordancia con los indices de diversidad genética y el nimero efectivo de MLG
respalda que los patrones observados reflejan procesos bioldgicos subyacentes y

no Unicamente limitaciones derivadas de la resolucion del panel.

Entre los enfoques utilizados, los analisis de desequilibrio de ligamiento, las
evaluaciones de clonalidad y el PCA aportan evidencias robustas al estudio para
caracterizar la estructura genética en estos conjuntos de muestras, dado que
dependen en menor grado de supuestos de panmixia. Por otro lado, los resultados
de STRUCTURE se presentan Unicamente como apoyo exploratorio,
reconociendo sus supuestos (ausencia de clonacién y equilibrio de ligamiento)

que no se cumplen completamente en todos los conjuntos de muestras analizados.

6.4. Estructura genética compatible con escenarios de baja transmision,
transmisidn focal y circulacion restringida de genotipos

Los patrones de estructura genética observados en este estudio son consistentes con
lo descrito para poblaciones de P. falciparum en regiones de baja transmision en
Sudamérica, donde se ha documentado una alta diferenciacion genética espacial y
una diversidad relativamente limitada en comparacion con regiones de alta
transmision como Africa subsahariana (14,16). Durante el periodo PAMAFRO,
esta estructuracion se evidencié por una proporcion significativa de varianza
molecular atribuible a la diferenciacion entre distritos en el analisis AMOVA
(Tabla 11), valores de Fst moderados a altos entre pares de distritos (Figura 5), y
valores elevados de desequilibrio de ligamiento multilocus sin correccién por
clonacion (D = 0.375, p < 0.01; Figura 4A). En conjunto, estos resultados son
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compatibles con escenarios de transmision focal y circulacion restringida de
genotipos en determinados focos, tal como se descrito previamente en la Amazonia
peruana (15,49).
6.5.Persistencia y emergencia localizada de linajes multilocus de P. falciparum

Se identificaron 35 linajes multilocus (haplogrupos) a lo largo de los tres periodos
que coincidieron con los programas de control y eliminacion. En el conjunto de
muestras del 2009-2010 (PAMAFRO), el linaje Al fue el mas frecuente, lo que
sugiere que se habria reducido la diversidad genética del parésito y favorecido la
persistencia de unos pocos linajes o haplogrupos (82). En contraste, en las muestras
correspondientes al 2011-2017 (Post-PAMAFRO), el linaje T1 fue el mas frecuente

y continu6 presente en el periodo 2018-2020 (Plan Malaria Cero).

La presencia recurrente del linaje T1 en méas de un periodo indica su recurrencia
temporal en distintos conjuntos de muestras. Sin embargo, debido a que las
muestras analizadas no provienen de las mismas ubicaciones geogréaficas ni
corresponden a un muestreo longitudinal sistematico, no es posible atribuir estos
patrones a procesos demograficos especificos, como cuellos de botella
poblacionales, los cuales requieren disefios de muestreo temporalmente
comparables para su inferencia (14,83). Por ello, estas observaciones se presentan
como descripciones de la composicion multilocus registrada en los distintos
conjuntos de muestras, y no como inferencias sobre mecanismos causales de

cambio poblacional.

En este sentido, la identificacion de linajes como U1, N1, A3, G1 y J1, con una

distribucion casi exclusiva en Trompeteros durante el periodo Plan Malaria Cero es
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consistente con lo reportado en estudios previos que describe la emergencia de
linajes genéticamente diferenciados en poblaciones de P. falciparum en la
Amazonia peruana. Dichos estudios sefialan que estos patrones pueden originarse
a partir de focos espaciales de diversidad genética asociados a la expansion local
de determinados linajes o la introduccion puntual de nuevos linajes, sin que ello
implique necesariamente procesos demogréaficos de escala regional (15,16,49,50).
No obstante, tal como ha sido sefialado en la literatura, estos patrones pueden verse
amplificados por una cobertura muestral heterogénea entre localidades, por lo que
la aparente concentracién de linajes como U1, N1, A3, G1 y J1 en Trompeteros

debe interpretarse con cautela y en el contexto del disefio de muestreo empleado.

A diferencia de estudios previos realizados en el Perd, que se han enfocado
principalmente en la identificacion de clones predominantes o en cambios
temporales globales, el enfoque multilocus aplicado en este estudio permitid
describir la organizacion espacial de los linajes de P. falciparum entre distritos,
evidenciando escenarios compatibles con transmision focal y circulacién

restringida de genotipos en distintos contextos epidemioldgicos.

6.6.Implicancias para la vigilancia molecular y la eliminacion de la malaria

Los resultados obtenidos respaldan las recomendaciones de la Organizacién
Mundial de la Salud sobre el uso de la vigilancia molecular para complementar la
vigilancia epidemioldgica tradicional. La OMS resalta que el analisis genético de
las poblaciones parasitarias permite identificar focos de transmision residual,

distinguir entre transmision local e importada y evaluar la conectividad entre
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poblaciones, informacion que no siempre es capturada por los sistemas
convencionales de notificacion de casos (4,84). De acuerdo con ello, se puede
corroborar que el andlisis genético aporta evidencia descriptiva util para la
identificacion de focos de transmision residual, la diferenciacion entre transmision
local e importada y la evaluacion de la conectividad genética entre poblaciones,
aspectos que con frecuencia no quedan suficientemente representados en los

sistemas convencionales de notificacion de casos.

En el presente estudio, la deteccion de sefiales de clonalidad epidémica, la
diferenciacion genética espacial y la recurrencia observada de determinados
haplogrupos multilocus son elementos que, integrados con datos epidemioldgicos
y de vigilancia rutinaria, podrian orientar la priorizacion de areas para muestreos
focales o intervenciones de investigacién. Asimismo, los linajes multilocus se
presentan como una alternativa practica para resumir informacién multilocus y
facilitar comparaciones descriptivas entre conjuntos de muestras, mas que como
evidencia directa de la efectividad de medidas de control, debido a la

heterogeneidad del muestreo empleado.

6.7.Limitaciones y consideraciones finales

Finalmente, es importante resaltar que muchos estudios comparables en la region
amazonica enfrentan limitaciones similares de muestreo, incluyendo tamarios
muestrales heterogéneos y cobertura espacial incompleta de la region de Loreto y
variacion en los sitios muestreados entre diferentes periodos de tiempo (15,50). Aun

asi, la consistencia de los patrones observados con los estudios previos sugiere que los
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resultados presentados constituyen una aproximacion descriptiva relevante sobre la

estructura genética de P. falciparum en ciertos distritos de la region de Loreto.
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VII.

CONCLUSIONES
El analisis de marcadores microsatélites neutros permitio caracterizar la estructura
genética de P. falciparum en distritos de cuatro provincias de la region de Loreto entre
2009 y 2020, mostrando una poblacion genéticamente estructurada, con
diferenciacion genética espacial variable y patrones compatibles con clonalidad
epidémica. Estos resultados son consistentes con escenarios de baja transmision

descritos previamente para poblaciones de P. falciparum en la Amazonia peruana.

La diversidad genética de P. falciparum mostré variaciones entre los intervalos de
afios de muestreo incluidos en el estudio y que coincidieron con PAMAFRO, Post-
PAMAFRO y Plan Malaria Cero, observandose una reduccion posterior a las
intervenciones intensivas y una recuperacion parcial en el periodo mas reciente. No
obstante, estas variaciones deben interpretarse principalmente como reflejo de
diferencias espaciotemporales y del disefio de muestreo, mas que como cambios

longitudinales directos atribuibles a las intervenciones de control.

La deteccion de desequilibrio de ligamiento significativo antes de la correccion por
clones, seguido de su reduccion sustancial tras dicha correccion, es consistente con
la presencia de clonalidad epidémica en ciertos sitios y conjuntos de muestras.
Estos resultados indicaron la sobrerrepresentacion local de algunos genotipos
multilocus en determinados muestreos, sin que la ausencia de LD tras correccion

constituya, por si sola, prueba de recombinacidn extensa a gran escala.

La construccion de redes de haplotipos multilocus y la definicién operativa de

linajes permitieron identificar 35 linajes multilocus en los conjuntos analizados y
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fueron utiles como herramienta descriptiva para visualizar coexistencia,
recurrencia y distribucion localizada de linajes. La presencia recurrente de algunos
haplogrupos y la concentracion localizada de otros describieron patrones
observados en los datos, los cuales requieren interpretacion cautelosa por las
limitaciones del muestreo. La identificacion de los procesos subyacentes a estos
patrones como cuellos de botella demograficos, introducciones puntuales o
procesos selectivos requeriria muestreos longitudinales estandarizados y el uso de

datos genomicos de mayor resolucién para su confirmacion.

A pesar de las limitaciones asociadas al muestreo heterogéneo y no sistematico, los
patrones observados son consistentes con la literatura regional y constituyen una
aproximacion descriptiva sobre la diversidad genética y estructura poblacional de

P. falciparum en Loreto.

En conjunto, este estudio aporta una integracion metodolégica que enfatiza el uso
de haplotipos y haplogrupos multilocus como unidades operativas para la
descripcion de la estructura genética espacial de P. falciparum en Loreto. Este
enfoque permitio complementar los analisis tradicionales de diversidad y estructura
poblacional, permitiendo integrar los linajes predominantes y su distribucion
espacial en escenarios de baja transmision. Desde esta perspectiva, el analisis
multilocus-haplotipico resalta como una herramienta descriptiva atil para la
vigilancia molecular exploratoria, particularmente en contextos caracterizados por

transmision focal y muestreo heterogéneo.
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VIII.

RECOMENDACIONES

Para futuros estudios, se recomienda ampliar la representatividad espacial y
temporal de las muestras de Loreto, asegurando ademas que los tamafios
muestrales entre distritos e intervalos de afios de muestreo que sean comparables y
proporcionales a la distribucion real de la poblacion y de los casos de malaria. Este
enfoque permitiria reducir potenciales sesgos de seleccién y mejorar la inferencia
poblacional. Asimismo, la ampliacion del tamafio muestral y la aplicacion de
modelos estadisticos multivariados permitiran controlar con mayor rigor factores de
confusion como la edad, el sexo y la exposicion previa a infecciones por P.

falciparum, fortaleciendo asi la robustez de los hallazgos.

Asimismo, resulta pertinente llevar a cabo investigaciones que evallen los perfiles
de resistencia a farmacos mediante el andlisis de mutaciones en Pfdhfr, Pfdhps,
Pfcrty Pfmdrl por linaje de P. falciparum. La caracterizacion de los linajes a partir
de estos perfiles permitira compararlos a lo largo del tiempo independientemente
de la nomenclatura utilizada por distintos autores, facilitando asi el estudio de su
dinamica evolutiva y la identificacion de patrones de resistencia. Ademas de
promover la inclusion de andlisis multilocus como parte de la vigilancia molecular

para priorizar areas para muestreos focales.

La integracion de estos enfoques genéticos y epidemioldgicos contribuird a una
caracterizacion mas precisa de la dindmica de la malaria en la Amazonia y al disefio
de estrategias de vigilancia y control mas efectivas basadas en evidencia molecular

y en el conocimiento de los linajes circulantes.
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X. ANEXos

Anexo 01. Frecuencia de alelos mas representativos por loci
microsatélite y por distrito de coleccion.

Distrito C2M34 C3M69 PfPk2 PolyA TAl1 TAL109 p2490
Alto nanay 239 134 165 182 180 165 80
237 162
Iquitos 223 124 165 167 171 160 80
229 134 171 184 174 163 83
235 174 180
239
241
Mazén 229 134 162 164 171 159 74
237 138 165 182 180 162 80
239 171 163 83
245 165
199
Nauta 229 124 165 182 171 160 80
235 134 171 180 163 83
Punchana 223 134 165 184 171 154 80
229 171 174 163 83
235 174 180
239
Requena 231 132 171 182 171 162 83
233 134 165
San Juan Bautista 225 122 165 161 171 159 79
229 124 171 164 174 162 80
231 134 174 182 177 163 83
237 152 184 180 165
239
245
247
Trompeteros 229 124 165 164 171 160 80
235 134 171 182 180 163 83
241 174 199
Yurimaguas 231 122 171 161 171 159 79
124 174 182 177 162 80
132 83

93



Clonalidad (%)

Clonalidad (%)

Anexo 02. Porcentaje de clonalidad por intervalo de afios de muestreo y por
distrito dentro de cada intervalo de afios de muestreo

Porcentaje de Clonalidad por Periodo
% de clones removidos después de clone-correction | n=muestras totales, MLG=haplotipos Unicos, CC=muestras post-correccion
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Anexo 03. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de San Juan Bautista a lo largo de los

intervalos de afios de muestreo

Componente SSD MSD GL Componente  Valor P Estadistico Coeficiente
de Varianza Phi de
Varianza
Entre 72.02 36.01 2 2.83 0 0.50 11.71
poblaciones
(pop)
Dentro de 120.11 2.86 42 2.86 NA NA NA
las
poblaciones
(Error)
Total 192.13 4.37 44 NA NA NA NA

Anexo 04. Andlisis de PCA de microsatélites de las poblaciones de P. falciparum en San Juan

Bautista
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Anexo 05. Red de haplogrupos por distrito durante cada intervalo de afios de
muestreo. A) PAMAFRO, B) Post-PAMAFRO, C) Plan Malaria Cero

A) PAMAFRO

Distrito

B 3an Juan Bautista

5 Mazan

= Alto nanay
Requena

" Yurimaguas

B) Post-PAMAFRO

Distrito
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= |guitos

= Nauta

" San Juan Bautista
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C) Plan Malaria Cero

Distrito

Trompeteros
Punchana

San Juan Bautista
Mazan

lquitos
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Anexo 06. Distribucion de haplogrupos por distrito de coleccion y por intervalo de muestreo incluidos en el estudio
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Anexo 07. Arbol Neighbor-Joining que representa las relaciones filogenéticas entre los

haplogrupos

Arbol NJ de haplotipos: ramas por afio, etiquetas por haplogrupo
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