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RESUMEN

La malaria, principalmente causada por Plasmodium vivax, es un problema de salud publica
en Per0, especialmente en las regiones de Loreto y Amazonas. Las zonas rurales aisladas
presentan mayores riesgos por limitaciones en diagnoéstico y tratamiento. Loreto mantiene la
mayor prevalencia, mientras que Amazonas presentd un incremento desde 2014,
posiblemente por introduccion desde Loreto. Actualmente existe limitada informacion sobre
la interaccion entre poblaciones de P. vivax en ambas regiones; la vigilancia molecular es

clave para entender su dindmica y estructura poblacional.

Se analizé la variabilidad y flujo genético de P. vivax en las provincias endémicas de las
regiones de Loreto (Maynas, Datem del Marafion y Ramoén Castilla) y Amazonas (Rio
Santiago). Utilizando secuencias gendmicas de nueva generacion (NGS) y genoma completo
(WGS) de bases de datos publicas y no publicadas (Loreto=334, Amazonas=68), se
identificaron 802 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) bialélicos en los segmentos
amplificados por el ensayo Pv Ampliseq v2 Peru, un panel NGS para el analisis de genética

poblacional de P. vivax en Peru.

La poblacién de P. vivax en Amazonas exhibié menor diversidad genética (He=0,06) que
Loreto (He=0,3). Los valores de Fst indicaron alta diferenciacién entre las regiones
(Fst=0,27), destacando Condorcanqui y Ramon Castilla con respecto a otras provincias
(Fst=0,3-0,73). Los analisis de estructuracion poblacional revelaron ambas provincias como
grupos genéticos distintos. La conectividad genetica de P. vivax es limitada entre Amazonas
y Loreto, el bajo parentesco genético y valores reducidos de la cuantificacion de la

conectividad evidencian un flujo génico asimétrico, posiblemente por un evento de



introduccion mediado por movilizaciones humanas desde Loreto hacia Amazonas, seguido
de la persistencia de linajes clonales en zonas aisladas de transmision residual. Estos
resultados resaltan la importancia de implementar estrategias de control diferenciadas por
region y la necesidad de una vigilancia molecular continua para la deteccion de brotes y

propagacion entre regiones.

PALABRAS CLAVE

Conectividad, malaria, Plasmodium vivax, SNP, Amazonas, Loreto.



ABSTRACT

Malaria, primarily caused by Plasmodium vivax, is a public health problem in Peru,
especially in Loreto and Amazonas regions. Hard-to-reach rural areas face greater risks due
to limitations in diagnosis and treatment. Loreto maintains the highest prevalence, while
prevalence in Amazonas has shown an increase since 2014, possibly due to introduction from
Loreto. Currently, there is limited information on the interaction between P. vivax
populations in both regions; molecular surveillance is key to understand population dynamics

and structure.

The variability and gene flow of P. vivax were analyzed in the endemic provinces of the
Loreto (Maynas, Datem del Marafion, and Ramon Castilla) and Amazonas (Rio Santiago)
regions. Using next-generation sequencing (NGS) and whole-genome sequencing (WGS)
from public and unpublished databases (Loreto=334, Amazonas=68), 802 biallelic single
nucleotide polymorphisms (SNPs) were identified in segments amplified by the Pv Ampliseq

v2 Peru assay, an NGS panel for population genetics analysis of P. vivax in Peru.

The P. vivax population in Amazonas exhibited low genetic diversity (He=0.06), compared
to Loreto (He=0.3). Fst values indicated high differentiation between regions (Fst=0.27),
with Condorcanqui and Ramoén Castilla being the most differentiated to other provinces
(Fst=0.3-0.73). Population structure analyses revealed both provinces as distinct genetic
groups. The genetic connectivity of P. vivax is limited between Amazonas and Loreto. The
low genetic relatedness and reduced connectivity values indicated asymmetric gene flow,
suggesting an introduction event likely mediated by human migrations from Loreto to
Amazonas, followed by the persistence of clonal lineages in isolated areas of residual

transmission. These results highlight the importance of implementing region-specific control



strategies and the need for continuous molecular surveillance to detect outbreaks and spread

between regions.
KEYWORDS

Connectivity, malaria, Plasmodium vivax, SNP, Amazonas, Loreto.



I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La malaria es una de las enfermedades con mayor tasa de prevalencia en las
regiones mas pobres del mundo, tales como en América Latina. Dentro de este
contexto, Per( esta entre los primeros cinco paises con mayor nimero de casos de
malaria a nivel de Latinoamérica (WHO, 2025). Las infecciones estan focalizadas
en la selva peruana y alrededor del 85% son causadas por Plasmodium vivax

(MINSA, 2026), el cual representa un problema de salud publica vigente.

En Perd, las regiones de Loreto y Amazonas albergan el mayor nimero de casos de
malaria dentro de los ultimos 5 afios (MINSA, 2026). Las comunidades nativas
localizadas en estas regiones son las poblaciones méas vulnerables a la infeccion por
malaria causada por P. vivax (malaria vivax) debido a diferentes factores

demograficos y socioeconémicos (Montenegro et al., 2021).

Con el objetivo de controlar y eliminar la malaria, el Ministerio de Salud del Peru
(MINSA) implement6 politicas de contencién como el programa “Control de la
Malaria en las Zonas Fronterizas de la Region Andina: Un enfoque comunitario -
PAMAFRO” (financiado por el Fondo Mundial de lucha contra el SIDA,
tuberculosis y malaria) y el Plan Malaria Cero (PMC) con resultados muy exitosos,
disminuyendo hasta el 80% y 75% de casos en los afios 2010 y 2020,
respectivamente (MINSA, 2022). Basados en el exito de estos planes, el MINSA
lanzé el Plan Nacional de Eliminacion de la Malaria (PNEM) en el 2022 con el
objetivo de bajar la incidencia en 90% para el 2030 (MINSA, 2022). Este plan se

ha fortalecido con la nueva norma técnica de salud contra la malaria con el objetivo



de robustecer la atencion a la malaria complicada y grave en el Perd a través del
mejoramiento de las intervenciones sanitarias y consolidacion de la vigilancia

epidemioldgica y molecular integrada (MINSA, 2025).

Dado que la movilidad en la Amazonia peruana depende principalmente del
transporte fluvial (es decir, navegacion en los rios), este podria estar facilitando la
dispersion de los casos de malaria hacia en zonas rurales y de dificil acceso (Gomez
et al., 2025). Asi, en determinadas comunidades amazdnicas, la transmision de
malaria aun persiste incluso tras la aplicacion de intervenciones antimalaricas
consideradas eficaces en regiones endémicas; este fenémeno es denominado como
malaria residual (Rodriguez, 2021). Ademas, las diferencias socioculturales y
econdmicas representan un desafio significativo para los programas de control, ya
que limitan el diagnostico temprano, el acceso a medicamentos, y con ello, dificulta

la eliminacion de la malaria (Rosas-Aguirre et al., 2016).

Entre las principales herramientas utilizadas para realizar la vigilancia
epidemioldgica tenemos, la microscopia y las pruebas de diagnostico rapido. No
obstante, estas estrategias solo permiten la obtencion de datos sobre el nimero de
casos, mas no de informacion correspondiente a la evolucién genética de los
parasitos (Lucchi et al., 2013). En contraste, la informacion molecular ha dilucidado
como la diversidad genética estd ligada a procesos de adaptacion y conectividad

entre areas geograficas (Dalmat et al., 2019; Manrique et al., 2019).

Por ello, los nuevos enfoques de vigilancia molecular estan orientadas a describir
la dinamica de transmision de malaria (patrones de transmision de poblaciones

parasitarias en tiempo y espacio) tanto en areas periurbanas como en areas rurales



de dificil acceso, lo cual permite evaluar, monitorear y afinar las estrategias de
control (Delgado-Ratto et al., 2016). No obstante, hasta la fecha no hay informacion

disponible sobre las relaciones entre poblaciones de P. vivax de Loreto y Amazonas.

El objetivo de esta tesis es dilucidar los flujos genéticos entre poblaciones
parasitarias de P. vivax presentes en areas endémicas de las regiones de Loreto y
Amazonas. Para ello, se usé bases de datos genémicos de P. vivax, tanto pablicos
como privados, para profundizar la comprension sobre la dinamica de transmision
(flujo genético) y la estructura poblacional del parésito entre ambas regiones. Asi,
se espera que los resultados de este trabajo contribuyan a establecer bases cientificas
robustas que permitan el desarrollo e implementacion de estrategias hacia la
eliminacion de la malaria tales como la vigilancia epidemiolégica y gendmica,

fortaleciendo su efectividad dentro de las politicas de salud publicas actuales.

1.2. Planteamiento del Problema

El Plan Nacional de Eliminacion de la Malaria (PNEM) 2022-2030, actualmente en
vigor en el Pert, mantiene un sistema de vigilancia focalizado en todas las regiones
de la Amazonia peruana, con especial énfasis en la region de Loreto. Sin embargo,
entre los mayores desafios que enfrenta es el alcance de la cobertura de las
estrategias incluidas en este plan. Estos son mas notorios en las comunidades
nativas de la Amazonia peruana, las cuales estan entre las mas afectadas por la
malaria. Estas poblaciones permanecen vulnerables debido a la limitada
accesibilidad geografica y a la reduccion en la implementacién de las
intervenciones contempladas en las estrategias de eliminacion (Carrasco-Escobar

et al., 2024).



La mayoria de las comunidades nativas se concentran geograficamente en las
regiones de Loreto y Amazonas. La region de Amazonas alberga aproximadamente
el 13,4% de comunidades nativas a nivel nacional. Especificamente, en la provincia
de Condorcanqui, viven aproximadamente 235 comunidades nativas con
poblaciones pertenecientes a las etnias Awajan y Wampis, la mayoria de esta tltima
poblacién ubicadas a lo largo del rio Santiago. En la region de Loreto, se censaron
el 43,2% de las comunidades nativas, incluyendo comunidades de 28 diferentes
pueblos de origen étnico, incluyendo las Awajun y Wampis situadas en la provincia
del Datem del Marafidn, region fronteriza con Amazonas (INEI, 2018). La mayoria
de estas son comunidades remotas de dificil entrada que poseen una limitada
accesibilidad a servicios como agua, electricidad y atencion sanitaria. Ademas de
las diferencias culturales, los puntos de control de enfermedades en estas areas son
reducidos en comparacién con zonas urbanas y periurbanas (Soto-Calle et al.,

2017).

Historicamente, Loreto es la region con la mayor tasa de prevalencia de malaria a
nivel nacional (MINSA, 2024). Por otro lado, en la region de Amazonas, los casos
de malaria han aumentado significativamente desde el 2014, tras un periodo de
silencio epidemioldgico (periodo sin reportes de casos 0 con un nimero muy bajo
de casos notificados) entre el 2010 y 2013 (Saavedra-Samillan et al., 2024), lo que
sugiere una posible introduccion de malaria desde una region mas endémica a traves
de la frontera con el distrito de Morona, en Loreto (Montenegro et al., 2021). El
99% de los casos reportados desde el 2018 fueron registrados en la provincia de
Condorcanqui, resaltando una focalizacion en comunidades nativas del distrito de

Rio Santiago (MINSA, 2026).



La situacion aln se mantiene critica para estas areas, dado que las tasas de
incidencias acumuladas de P. vivax oscilan entre alto y muy alto riesgo en el distrito
de Rio Santiago entre los afios 2020 — 2024. Asi mismo, se registra un aumento de
riesgo de malaria vivax en los distritos adyacentes como Nieva y Bagua, en
Amazonas (MINSA, 2024). En Loreto, las areas con mayores tasas de incidencia
se reportan en los distritos remotos de Yavari, Andoas, Pastaza, Ramon Castilla y
Trompeteros y el distrito periurbano de San Juan Bautista (MINSA, 2024). Esto
confirma que las mayores tasas de incidencia de malaria vivax se acentlian en areas
de dificil acceso como comunidades remotas y regiones fronterizas, cuya
transmision y reintroduccion de casos a menudo esta ligado a procesos de movilidad

humana (Carrasco-Escobar et al., 2024; Gomez et al., 2025).

En estas areas geogréficas, los rios funcionan como los principales medios de
transporte, permitiendo redes de conectividad entre comunidades con fines
culturales, comerciales y/o laborales, aunque no se ha encontrado reportes de
movilidad humana mediante rios desde Loreto a Amazonas, o viceversa. Asimismo,
en las comunidades asentadas a lo largo de una misma cuenca hidrografica, estas
mantienen vinculos que podrian facilitar el flujo genético de parasitos de malaria
(Janko et al., 2024). En la Amazonia peruana, las poblaciones endémicas
conectadas son conocidas como corredores de malaria, y se ha reportado la
propagacion de infecciones de malaria vivax en distancias considerablemente

lejanas (~250 km) (Manrique et al., 2019).

Sin embargo, el conocimiento sobre la dinamica de expansion de P. vivax en la
Amazonia peruana aun sigue siendo un panorama poco conocido, especialmente en

lo que respecta a las comunidades de las regiones Amazonas y Loreto. Asi mismo,



persiste la falta de informacion sobre los niveles de diversidad genética de las
poblaciones de P. vivax en Amazonas y sobre la magnitud del flujo genético con

las poblaciones de Loreto.

En este sentido surge la pregunta: ¢Cuéles son los niveles y patrones de flujo
genético entre las &reas endémicas de malaria vivax situados en Amazonas y

Loreto?

1.3. Justificacién

El PNEM tienen como meta reducir la incidencia entre un 70% a 90% hasta el 2030
(MINSA, 2022). Pese a los esfuerzos de eliminacion de malaria, paraddjicamente
el nimero de casos de malaria ha aumentado de manera alarmante dentro de los
ultimos dos afios en la Amazonia peruana, y las incidencias de los casos siguen
concentrandose principalmente en comunidades nativas de dificil acceso de las
regiones de Amazonas y Loreto, con variaciones espacio-temporales que dificultan

las estrategias focalizadas y eliminacion (MINSA, 2026).

Este aumento estd asociado no solo a la baja cobertura de las intervenciones del
PNEM, sino también a la presencia de infecciones submicroscépicas vy
asintomaticos, las mismas que escapan de los métodos de diagndstico
convencionales y mantienen la transmision “silenciosa” a traves de recurrencias y

bajas parasitemias (Garcia Castillo et al., 2024).

La persistencia de estos reservorios de malaria plantea la necesidad de comprender
la diversidad y estructura genética de P. vivax entre ambas regiones, lo que

permitiria identificar el grado de conectividad entre sus poblaciones parasitarias y



aportar evidencia clave para responder la pregunta de investigacion planteada.

Dado que el nivel de transmision de la malaria en el pais es heterogéneo (Pinedo-
Cancino et al., 2024), las estrategias actuales podrian no ser efectivas en
comunidades remotas, resaltando la necesidad de plantear enfoques adaptados a las
caracteristicas y necesidades de cada territorio. Por ello, la diferencia en los niveles
de endemicidad de Amazonas y Loreto constituyen un factor clave la cual es
necesario tener en cuenta para el monitoreo mediante estudios genéticos necesarios

para la implementacion y fortalecimiento de los puntos vigilancia de la malaria.

La informacion derivada de la genotipificacion y la estructuracion genética
obtenida de P. vivax puede explicar los procesos evolutivos del parasito presente en
comunidades remotas de la Amazonia peruana, identificar cepas resistentes a
antimalaricos y describir patrones de la dindmica de transmision, contribuyendo a
esclarecer el panorama genético en las regiones de Loreto y Amazonas. Asi, este
enfoque permitiria dilucidar los niveles de flujo genético y evaluar si los procesos
de diversificacion de los parasitos estan influenciados por la ubicacién geografica

y su variacion temporal (Auburn et al., 2021; Brown et al., 2021).

La elaboracion de redes y mapas de estructura poblacional que representen la
relacion genética de los parasitos en regiones especificas permite no solo identificar
su origen, sino también trazar las rutas de movimiento poblacional. Esto resulta
clave para evaluar la probabilidad de una eliminacion efectiva en un area
determinada, considerando la diversidad parasitaria, la movilidad de las

poblaciones y la carga de casos importados (Arnott et al., 2012).

Conocer los niveles de flujo genético entre los distritos endémicos de estas regiones



es importante desde dos perspectivas diferentes y complementarias. Por un lado,
desde la perspectiva cientifica, aportando evidencia fundamental para comprender
la dinamica poblacional y evolutiva de P. vivax; y desde el ambito de salud pablica,
proporcionando insumos para el disefio de estrategias mas eficaces de eliminacion,
considerando contextos epidemioldgicos diferentes, las comunidades periurbanas y

las rurales de dificil acceso (Fernandez-Mifiope et al., 2021).

1.4. Pregunta de investigacion

En este sentido, considerando el vacio cientifico entre la conectividad de las
poblaciones parasitarias entre ambas regiones endémicas, surge la pregunta sobre
cuéles son los niveles y patrones de flujo genético de P. vivax entre las areas
endémicas de las regiones Amazonas y Loreto, a partir de los datos gendmicos

disponibles.



Il. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

- Analizar los niveles y patrones de flujo genético de poblaciones de P. vivax
entre las areas endemicas de Amazonas y Loreto en Perd, utilizando datos

gendmicos disponibles.

2.2. Objetivos especificos

Analizar la estructura genética interpoblacional de las poblaciones de P.

vivax de las regiones de Amazonas y Loreto.

- Analizar la estructura genética intrapoblacional de las poblaciones de P.
vivax de las regiones de Amazonas y Loreto.

- Determinar la diversidad genética de las poblaciones de P. vivax de las
regiones de Amazonas y Loreto.

- Determinar las redes de conectividad de las poblaciones de P. vivax de las

regiones de Amazonas y Loreto.

I11. HIPOTESIS

Ho: Las poblaciones de P. vivax de las areas endemicas de las regiones de Loreto y
Amazonas no muestran estructura genética significativa, indicando alto flujo

genetico.

Hi: Las poblaciones de P. vivax de las areas endémicas de las regiones de Loreto
y Amazonas muestran estructura genética significativa, incando flujo genético

limitado.



IV.MARCO TEORICO

4.1. Aspectos generales de la malaria

La malaria es una enfermedad metaxénica causada por parésitos del género
Plasmodium: P. vivax, P. falciparum, P. malarie, P. ovale y P. knowlesi, los cuatro
primeros de infeccion natural a humanos y el Ultimo zoondtico proveniente de
macacos reportados en el sudeste asiatico (Sato, 2021). La trasmision de la malaria
es llevada a cabo unicamente por picaduras de mosquitos femeninos del género
Anopheles infectados con parésitos, los cuales actian como vectores altamente

capaces y competentes (Cohuet et al., 2010) .

La malaria es una de las enfermedades con mayor impacto a nivel mundial,
principalmente en regiones tropicales y subtropicales, el cual comprende 85 paises
endémicos de medio y bajos recursos econdémicos. Se estimaron 282 millones de
casos de malaria globalmente en el 2024, el 93.9% de casos esta focalizado en
paises africanos tales como Nigeria, Republica Democratica del Congo, Uganda,
Etiopia y Mozambique. En el contexto de la region de las Américas, se registraron
663 mil casos de malaria en el afio 2024, los paises como Venezuela, Brasil y
Colombia representaron el 75% del total de casos de malaria en dicha region (WHO,

2025).

El mayor nimero de infecciones de malaria a nivel mundial es causado por P.
falciparum, representando aproximadamente el 96% del total de casos globales y
mas del 90% de muertes causadas en el 2024. El continente de africano es el més
afectado por esta especie, que notifico aproximadamente el 95% de muertes

globales en ese afio, de las cuales el 75% correspondieron a menores de 5 afios
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(WHO, 2025). La importancia en la salud pablica de P. falciparum en Africa radica
en los diferentes espectros de intensidad de transmision, altas tasas de mortalidad y
morbilidad principalmente en paises de bajos recursos econdmicos que poseen
limitaciones en el diagnostico, vigilancia y tratamiento por los sistemas de salud
(Bhatt et al., 2015; Griffin et al., 2014). Aunqgue los casos de P. falciparum se estan
reduciendo en el transcurso de los afios, en determinadas regiones se observa un

aparente desplazamiento por P. vivax como especie predominante.

P. vivax es considerada como una infeccidn benigna y es la segunda especie que
causa con mas frecuencia malaria a nivel global, con aproximadamente el 3.5% de
casos reportados en el 2024 (WHO, 2025). Las infecciones por malaria vivax se
originaron en el Sudeste Asiatico y Pacifico Occidental; sin embargo, se reportan
aumentos alarmantes de casos en Africa y Sudamérica, siendo mas notorio los
impactos econdmicos y severidad de la enfermedad (Price et al., 2007). En efecto,
P. vivax posee una prevalencia del 66% del total de casos en el 2024 en la region
de las Américas, siendo los paises de Brasil, Venezuela, Colombia, Guyana y Perl
los mas endémicos (WHO, 2025). Aunque se han reportado reducciones
significativas para Brasil y Colombia como resultado de las aplicaciones efectivas
de politicas de control y eliminacion, Peru resalto por el aumento de los registros

de malaria, especialmente en la region de Loreto en los dos Gltimos afos.

4.2. Epidemiologia de la malaria en el Peru

A nivel internacional, Peru es considerado como un entorno de baja endemicidad
de malaria; sin embargo, se han observado fluctuaciones en el nimero de casos en

los ultmos afios, con 22.6 mil casos en el 2022, 33.9 mil en 2024 y 33.5 mil en 2025.
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Aproximadamente, el 99% de estos casos fueron reportados en comunidades rurales
ubicadas en la Amazonia peruana (MINSA, 2026), con acceso limitado a servicios
basicos como luz, agua, y salud (Rosas-Aguirre et al., 2016). Historicamente, la
region de Loreto presenta el mayor niUmero de casos de malaria, albergando entre
el 80 y 90% de los casos notificados cada afio. Por otro lado, las regiones de Junin
y Amazonas registraron cifras considerablemente menores, con contribuciones

promedio en los Ultimos 6 afios de 4.1% y 4.4% respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Casos anuales de malaria notificados en las regiones del Peru desde el
2020 al 2025. Adaptado de la Sala Situacional de Malaria, Centro Nacional de
Epidemiologia, Prevencién y Control de Enfermedades (CDC-Per(), Ministerio de

Salud (https://app7.dge.gob.pe/maps2/shiny metaxenicas web/)

ARo
2020 2021 2022 2023 2024 2025
LORETO 13397 15490 22725 20606 32261 33184

Region

JUNIN 517 1522 2292 408 748 143
AMAZONAS 1553 659 1657 1095 573 83
Otras regiones 343 404 384 508 322 114

Total 15810 18075 27058 22617 33904 33524

Las infecciones por P. vivax representan aproximadamente el 84.4% del total de
casos en el pais, en comparacion con P. falciparum que representa alrededor del
15.6% segun el reporte epidemioldgico de la semana 52 en el 2025 (MINSA, 2026).
Pese a las altas tasas de incidencia en distritos endémicos de esas regiones, €s
necesario apuntar que la transmision es heterogénea en la Amazonia peruana. En
otras palabras, existen regiones geograficas donde hay alta transmisién espacial y

temporal que estan rodeados por areas extensas de poca o0 ninguna transmision local.
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Esta variacion en la transmision posiblemente estd determinada por factores

ambientales, antropoldgicos y econdmicos (Rosado et al., 2021).

En los ultimos 24 afos, la prevalencia de malaria en el Perd ha variado en intervalos
extremos, esto mediado por la implementacion, interrupcion y continuacion de los
programas de intervencion de malaria (Soto-Calle et al., 2017). Algunos
mecanismos de control de la malaria en Latinoamérica fueron implementados con
fondos internacionales tales como el programa PAMAFRO (2005 - 2010), el cual
consistié en la distribucion de insecticidas, reforzamiento de las capacidades locales
para el diagndstico, tratamiento y manejo del medio ambiente en once zonas de
fronteras estratégicas (Feo et al., 2009). En consecuencia, se redujo el 78% de casos
de malaria en Loreto (Janko et al., 2023). No obstante, la descontinuacion de las
politicas de control entre los afios 2011-2016, cambios ecoldgicos y climéaticos
como el Fenédmeno de EI Nifio contribuyeron al aumento de la transmision de
malaria, por el aumento a la exposicion por picaduras de mosquitos y factores
humanos que limitan la cobertura y eficacia de las intervenciones de control de

malaria (Soto-Calle et al., 2017).

En el 2017, dado el aumento significativo del nimero de casos de malaria después
de la descontinuacion de las medidas por PAMAFRO, el Ministerio de Salud del
Pert implement6 el PMC (2017 - 2021), principalmente enfocado hacia el control
de la malaria en la regién de Loreto con tres fases principales: 1) fase I: control de
la malaria, 2) fase Il: eliminacion de la malaria y 3) fase IlI: eliminacién de la
malaria residual (MINSA, 2017). EI PMC demostré en Loreto una reduccion
cercana al 70% de los casos al 2020, evidenciando la efectividad de intervenciones

integrales en areas endémicas. Sobre la base de este antecedente, y ante los brotes
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alarmantes de malaria en regiones como Amazonas y Junin, el MINSA implemento
el PNEM, cuyo objetivo es disminuir en un 90% el numero de casos de malaria en

el Pertd en el lapso 2022 — 2030 (MINSA, 2022).

Segun lo esperado, entre 2022 y 2023 el nimero de casos de malaria disminuy6
hasta un 18% a nivel nacional en comparacion con el 2021. Sin embargo, en 2024
se reporto, principalmente en areas limitrofes, un aumento considerable del 47.3%
en comparacion con 2023 (MINSA, 2024). Esto evidencia la presencia de
“hotspots” de malaria (areas de elevada prevalencia/incidencia y/o riesgos de
transmision) ubicados en las regiones fronterizas con Ecuador (Gunderson et al.,
2020), Colombia (Rodriguez et al., 2024) y Brasil (Palma-Cuero et al., 2022), los

cuales contribuyen con el aumento de infecciones.

En efecto, los factores ecoldgicos de Perud favorecen la alta prevalencia de P. vivax
dado que los niveles de transmision de malaria son perennes, es decir todo el afio,
con etapas de incrementos epidémicos estacionales y esporadicos en distintas zonas
geograficas. La mayoria de los casos de P. vivax son asintomaticos, por lo que
escapan de la vigilancia epidemioldgica rutinaria basada en microscopia (Rosado et
al., 2021). Ademas, las etapas latentes en estadios hepaticos (hipnozoitos) de P.
vivax mantiene las infecciones mediante relapsos, complicando su diagndstico y

tratamiento eficaz (Rosas-Aguirre et al., 2016).

Aunque Loreto ha sido considerada como una region hipoendémica de malaria, los
datos epidemiologicos y vigilancia sugieren que la transmision de malaria es
altamente heterogénea (Rosas-Aguirre et al., 2016). Estudios espacio-temporales

(2006 - 2018) sobre la transmision de malaria en la frontera amazoénica indican una
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mayor transmision persistente de P. vivax en comparacion a P. falciparum. La
transmision de P. vivax no es uniforme en todo el Perd, esto implica que algunas
areas poseen una mayor tasa de trasmision de malaria vivax, mientras que es menor
en otras areas. Esto revela un patron similar a una gradiente de transmision desde
zonas mas endémicas hacia zonas menos endémicas. Por ejemplo, la incidencia
aumenta primero en Loreto y posteriormente en los cantones fronterizos de Ecuador
(Gunderson et al., 2020), sugiriendo que las variaciones estarian influenciadas por
factores ecologicos y ambientales como las temperaturas y lluvias (Rosas-Aguirre

et al., 2016).

En Loreto, las tasas de incidencia anual entre 2002 al 2013 tuvieron una evolucion
en segmentos, se observd una disminucion del 80% en la tasa de incidencia entre
los afios 2006 — 2010, resultados atribuidos a las medidas de control realizadas por
PAMAFRO. Posteriormente, en el intervalo 2011 y 2013, la tasa de incidencia
aumentd significativamente dado al bajo presupuesto nacional para continuar con
los programas de eliminacion de la malaria. Mas aun, los analisis de conglomerados
espaciales indicaron una mayor incidencia de P. vivax en las regiones fronterizas

(Soto-Calle et al., 2017).

Por otro lado, en esta regidn se observo una variacion significativa en la incidencia
acumulada por cada mil habitantes entre los distintos periodos analizados (Tabla 2),
evidenciando el impacto de los programas implementados como PAMAFRO vy
PMC (Diaz-Salazar et al., 2024). Sin embargo, es también probable que los valores
de la incidencia acumulada del ultimo periodo sea producto de los subregistros

ocasionados por el COVID-19 (Torres et al., 2020).
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Tabla 2. Incidencia acumulada de malaria por 1 000 habitantes en Amazonas

y Loreto, 2000-2022. Adaptado de Diaz-Salazar et al. (2024).

Region Periodos
2000-2005 2006-2011 2012-2017 2018-2022
Amazonas 0.37 0.18 0.85 3.02
Loreto 6.28 12.45 51.84 22.93

Por otro lado, Amazonas es la segunda region con mayor incidencia de malaria en
Perd, con oscilaciones desde 1553 casos notificados en el 2020, 1657 en 2022
seguida de una progresiva disminucién de la incidencia en los siguientes afios
(MINSA, 2026). El distrito Rio Santiago, provincia de Condorcanqui, €s un area
critica donde se reportd entre el 94.5% y 99.7% de los casos durante el 2023 y 2024
respectivamente. De estos casos, mas del 90% fueron infecciones causadas por P.

vivax (MINSA, 2024).

En los ultimos 15 afios, las tasas de incidencia de malaria en esta region han
mostrado fluctuaciones significativas, alcanzando un pico maximo en el 2019.
Curiosamente, entre el 2010 y el 2013, el area experiment6 un periodo de silencio
epidemiolégico, periodo que coincide con la conclusién de PAMAFRO. Sin
embargo, a partir del 2014, se observd un incremento notable en los casos de
malaria, particularmente en el distrito Rio Santiago (Saavedra-Samillan et al.,
2024). Ademaés, se reportd un brote inusual del P. falciparum en el 2018
(Montenegro et al., 2021). Todo esto sugiere una posible reintroduccion de

Plasmodium desde Loreto (Bustamante-Chauca, 2019).

Los valores de incidencia acumulada de malaria por periodos en Amazonas (Tabla
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2) indica un aumento significativo durante el 2018 al 2022, principalmente en la
provincia de Condorcanqui (Diaz-Salazar et al., 2024). En especifico, las tasas de
incidencia anual (AIR) de malaria en la provincia de Condorcanqui son mayores en
los afios 2019, 2020 y 2022 (52.28, 42.95 y 44.01, respectivamente) (Saavedra-
Samillan et al., 2024). No obstante, la disminucion de la incidencia en el 2021
(AIR=17.9), no necesariamente se atribuye a la efectividad de los planes de control
como el PMC, sino posiblemente a las interrupciones de deteccion de casos activos

debido a la pandemia COVID-19 (Montenegro et al., 2021).

También se destaca un patron de gradientes de transmisién dentro de Amazonas,
pues, se detectdé un aumento en las tasas de incidencias y riesgo de malaria de areas
geogréficas limitrofes con Rio Santiago, tales como los distritos de Nieva, El
Cenepa (ambas en la provincia de Condorcanqui) y provincias cercanas como
Bagua a lo largo de los ultimos 6 afios (MINSA, 2024). Asi, estos contextos
especificos destacan la importancia de reforzar la vigilancia epidemiolégica y
gendmica continua y aplicar estrategias que permitan comprender las dindmicas
transmision de malaria en regiones locales, todo esto con la finalidad de poder

controlar la propagacién a comunidades alejadas de dificil acceso.

4.3. Ciclo de vida de Plasmodium

Las especies de Plasmodium poseen un ciclo de vida complejo cuyas caracteristicas
generales son similares entre las especies, el cual incluye un ciclo asexual que se
desarrolla en el humano, hospedero intermediario, y un ciclo sexual en los vectores,

hospedero definitivo (Fig. 1) (Lima-Junior & Pratt-Riccio, 2016)

17



El ciclo empieza cuando los esporozoitos de Plasmodium producidos en el vector
anofelino ingresan al huésped humano después de una picadura por este vector,
posteriormente los esporozoitos se depositan en la dermis y migran hacia el higado.
El ciclo pre-eritrocitico ocurre en el higado, donde los esporozoitos infectan a los
hepatocitos y realizan un proceso de fisiobn mdaltiple Ilamado esquizogonia, entre
aproximadamente 5 a 7 dias. El producto son miles de células hijas llamadas
merozoitos, los cuales son liberados a la sangre para la infeccion a eritrocitos,
iniciando el ciclo eritrocitico, por lo general sintomatico (Lima-Junior & Pratt-

Riccio, 2016).

Cada merozoito infecta un eritrocito y se multiplica mediante esquizogonia
generando entre 8 a 64 merozoitos dependiendo de la especie. En este punto, los
merozoitos maduran pasando por etapas: anillo, trofozoito y esquizonte. Los nuevos
merozoitos son liberados del esquizonte a la sangre mediante lisis del eritrocito
infectado, repitiendo asi el ciclo de propagacion intraeritrocitaria cuya duracion es
aproximadamente entre 48 horas, aunque depende de la biologia intrinseca de cada
especie (Roques et al., 2023). En la etapa eritrocitaria, una porcion de los
merozoitos se diferencia en gametocitos (microgametocito y macrogametocito)

para la reproduccion sexual del parasito.

La siguiente etapa ocurre en el vector (ciclo esporogonico), cuando un mosquito
pica e ingiere sangre de pacientes infectados con parasitos en la etapa de
gametocitos. Posteriormente cada gametocito estd programado para la
diferenciacion en gametos masculinos o femeninos (gametogénesis). Los gametos
masculinos (microgameto) y femenino (macrogameto) se fusionan en la luz del

intestino del mosquito produciendo un cigoto con genoma diploide.

18



El cigoto entra en etapa de meiosis y se diferencia a ookinete (forma no movil). El
ookinete atraviesa la pared del intestino y forma un ooquiste en el exterior donde
entra en varias rondas de mitosis generando numerosos esporozoitos. El ooquiste
maduro se rompe Yy libera los esporozoitos en la hemolinfa, estos migran a las
glandulas salivales donde mantienen la capacidad de infectar a humanos, posterior
a una picadura de mosquito. Esta etapa ocurre entre aproximadamente 10 a 18 dias

(Sato, 2021).
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Figura 1. Ciclo biolégico del parasito Plasmodium vivax. P. vivax es transmitido
a los humanos mediante la picadura de un mosquito hembra Anopheles infectado.
Imagen tomada de Lima-Junior & Pratt-Riccio, (2016).

4.4. Caracteristicas biolégicas de Plasmodium vivax

P. vivax posee particularidades en su biologia en comparacion con P. falciparum.

Morfolégicamente, la identificacion de P. vivax puede distinguirse mediante la
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observacién de granulos oscuros (puntos de Schiffner) en los reticulocitos
mediante microscopia con laminas de gota gruesa, dado que la abundancia de estos
granulos aumenta durante su maduracion en el estadio eritrocitario para P. vivax.
Por otro lado, todos los estadios de desarrollo del ciclo eritrocitario pueden ser
observados en la sangre periférica, siendo las morfologias de sus estadios sexuales

similares a los estadios asexuales (Adams & Mueller, 2017).

El periodo de incubacion en P. vivax es ligeramente mas largo (12 dias a meses)
con respecto a P. falciparum, y aunque posee un ciclo eritrocitico semejante (48 h
aproximadamente), produce menos merozoitos por esquizonte. Ademas, los
eritrocitos infectados por P. vivax no presentan citoadherencia ni apilamientos en
la microvasculatura (Price et al., 2007), pero tienen deformaciones en su estructura
celular a medida que los parasitos maduran, evitando asi el secuestro esplénico

(Suwanarusk et al., 2004).

Los tratamientos antimalaricos principalmente disminuyen los niveles de parasitos
intraeritrocitarios. Una diferencia importante de esta especie, presente también en
P. ovale, es la capacidad de presentar recaidas tras los tratamientos antimalaricos
de la infeccion inicial. Esto se debe a que una porcion de los esporozoitos
permanece latente durante periodos largos en el higado en estadios llamados
hipnozoitos, cuyo desarrollo se realiza despuées de culminar con los tratamientos

causando infecciones recurrentes (Adams & Mueller, 2017).

P. vivax se caracteriza por la capacidad de infectar exclusivamente reticulocitos
(eritrocitos inmaduros). La interaccion ligando-receptor entre el parasito

(merozoito) vy los eritrocitos del huésped estd mediado por la proteina de union a
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Duffy (DBP) de P. vivax (también en P. knowlesi) y el receptor del antigeno Duffy

para quimiocinas (DARC) de humanos (Ntumngia et al., 2016).

Las poblaciones humanas en Africa no presentan en gran medida este receptor
(grupos sanguineos Duffy negativos), por lo que explicaria la baja prevalencia de
P. vivax en este continente; sin embargo, también se reportaron infecciones de
malaria vivax en poblaciones Duffy negativas, sugiriendo otras rutas de invasion

aun no descritas completamente (Cavasini et al., 2007; Mendes et al., 2011).

La malaria causada por P. vivax en general posee baja parasitemia, relacionado a la
preferencia selectiva de invadir los reticulocitos, a diferencia de P. falciparum que
invade a eritrocitos en diferentes estados de maduracion. Ello restringe el
crecimiento de P. vivax tanto en in vitro como in vivo. Pese a que este factor limita
los niveles de parasitemia, P. vivax es capaz de inducir fiebre en menores niveles

de parasitemia que P. falciparum (Price et al., 2007).

4.5. Factores que contribuyen a la transmision de malaria en el Peru

La transmision de malaria es un proceso dinamico que involucra diversos factores
interrelacionados unos con otros, tanto factores ambientales y antropoldgicos, es
decir, demograficos y socioeconémicos (Kar et al., 2014). Las regiones de la
Amazonia peruana y paises fronterizos poseen condiciones que favorecen la
distribucion y la sobrevivencia de vectores de malaria. Ello sumado a la falta de
continuidad y financiamiento de los planes de eliminacion, disparidades y
aplicaciones graduales de los recursos, contribuyen al aumento de la tasa de

incidencia y transmision de malaria (Janko et al., 2023).
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En Peru se han caracterizado tres regiones endémicas de malaria: 1) Amazonia norte
(Amazonas, San Martin, Huanuco, Loreto y Ucayali) 2) Amazonia sur (Madre de
Dios, Junin y Cusco) y 3) Costa Norte (Tumbes, Piura, Lambayeque y La Libertad),
cuyas areas de riesgo de malaria estan en zonas urbanas, periurbanas y rurales
(Rosas-Aguirre et al., 2016). Las dos primeras regiones abarcan zonas
correspondientes a la Amazonia peruana y se caracterizan por presentar condiciones
ambientales como bosques tropicales, cuerpos de aguas, altas temperaturas,

precipitaciones y humedad (Rosas-Aguirre et al., 2016).

Los bosques tropicales en relacién con la dindmica de transmision de malaria
influyen mediante la amortiguacion de la temperatura, las precipitaciones, la
humedad, su densa vegetacion y la presencia de rios y cuerpos de agua cercanos a
las poblaciones. Todos ellos contribuyen en la distribucion y bionomia de los
vectores, es decir, aspectos de su biologia asociados a factores genéticos, ecoldgicos
y ambientales (Kar et al., 2014). Esta ecologia compleja y las interacciones de
poblaciones humanas con mosquitos ocasionan que la transmision de la malaria en
la Amazonia peruana varie significativamente en el espacio, tiempo y por especie

(Gunderson et al., 2020).

Existen diversos factores antropogénicos que aumentan la vulnerabilidad a la
infeccion por malaria. Estos incluyen la deforestacion, reforestacion, actividades
humanas en los entornos forestales, movilizaciones humanas, migraciones
estacionales y la pobre infraestructura de los hogares principalmente en zonas
rurales (Gunderson et al., 2020). En conjunto, estos factores contribuyen a la
abundancia de vectores y la supervivencia de especies de Plasmodium (Kar et al.,

2014).
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Otro factor que contribuye a la persistencia de la transmision de malaria en la
Amazonia peruana es la alta vulnerabilidad de las comunidades nativas. Las barreras
culturales y sociales como las elevadas tasas de analfabetismo, uso de lenguas
originarias y prevalencia de creencias tradicionales, dificultan su integracion con
los servicios de salud urbanos. Esto retrasa el diagnostico temprano, limita el acceso
a los tratamientos antimalaricos, favoreciendo en muchos casos la dependencia de
practicas terapéuticas autoctonas. Asi mismo, los factores socioecondmicos de las
comunidades nativas tales como el nivel de educacién, ocupacién, ingresos
mensuales e incluso el tipo de vivienda (infraestructura) se asocian a mayores

niveles de transmision de malaria (Montenegro et al., 2021; Rojas-Muro, 2024).

El movimiento humano principalmente por vias fluviales y la migracion masiva
desde paises altamente endémicos también agravan la situacién de riesgo de
malaria. Como ejemplo, Colombia y Brasil principalmente aumentaron el nimero
de casos de malaria importada debido las migraciones desde Venezuela (Gunderson
et al., 2020). Mientras que en Loreto, las cuencas fluviales (algunas principales
como los rios Pastaza, Yavari y Amazonas) sirven como los principales medios de
transporte (corredores de malaria) lo cual permite que reservorios humanos puedan
transportar los parésitos en areas alejadas que tienen las caracteristicas para la

sobrevivencia del paréasito (Janko et al., 2024).

Otras caracteristicas demograficas tales como sexo, edad, origen étnico y ubicacion
rural/urbana son factores asociados a los aumentos de transmision de malaria. Por
ejemplo, los casos de malaria estan principalmente concentradas poblaciones etarias
jévenes (< 18 afios) (MINSA, 2024) tanto en Amazonas (Bustamante-Chauca,

2019; Rojas-Muro, 2024), Loreto (Rosas-Aguirre et al., 2015, 2017) y Madre de
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Dios (Sanchez et al., 2017), dado que estos constituyen el mayor grupo laboral en

la Amazonia peruana relacionado a mineria, comercio, agricultura, tala entre otros.

4.6. Diagnostico y herramientas de vigilancia epidemioldgica de malaria

vivax

El diagnostico de P. vivax tiene ciertas dificultades debido a que presentan bajos
niveles de parasitemia (por debajo de los niveles de deteccion microscépica) y/o
puede presentar formas latentes conocidos como hipnozoitos. Ademas, debido a
que los signos y sintomas clinicos son inespecificos y comunes frente a otras
enfermedades febriles (Tangpukdee et al., 2009), el diagndstico temprano es un
componente vital para garantizar una administracion adecuada del tratamiento,
minimizar los riesgos de resistencia a antimalaricos, reacciones adversas y enfocar

los planes de control y eliminacion de la malaria (Amir et al., 2018).

Existen tres métodos de diagnéstico recomendados por la OMS: 1) microscopia, 2)
pruebas de diagndstico rapidas (PDR) y 3) pruebas moleculares. Los dos primeros
son meétodos rutinarios de diagnostico parasitolégico estrictamente utilizados,
independiente o en conjunto, para el tratamiento clinico por los proveedores de
atencion sanitaria. En tanto, el tercero es utilizado como prueba confirmatoria de
especie, reconocimiento de recaidas/recrudescencias y con fines de investigacién
cientifica para la contribucion a proyectos de eliminacion y contencién de malaria

(WHO, 2011).

Las técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional, en tiempo real, multiple, anidada y la amplificacion isotérmica

mediada por bucle (LAMP), microarreglos, entre otros (Tangpukdee et al., 2009),
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pueden detectar los parasitos de manera precisa, con la capacidad de discernir entre
infecciones mixtas, infecciones de baja parasitemia que no son detectables mediante
microscopia 0 PDR (Oyegoke et al., 2022). Estos metodos se basan en la
amplificacion de acidos nucleicos del parasito, con una alta sensibilidad de
deteccion hasta 0.004 parasitos/uL en sangre (Tambo et al., 2018). Sin embargo,
dado a la complejidad de la infraestructura, costos, necesidad de personal entrenado
y de falta de implementacion en campo, no son apropiados para el diagnostico
rutinario/clinico de malaria en areas endémicas. Una excepcion es LAMP, una
herramienta prometedora para el uso en campo por su simplicidad y rapidez; no
obstante, enfrenta limitaciones como el riesgo de falsos positivos y la dependencia

de un disefio 6ptimo de cebadores (Yang et al., 2024).

Entre los ultimos afios, la epidemiologia genémica ha ido ganando importancia
significativa debido al poder resolutivo en torno a las respuestas evolutivas en base
a los anélisis de genomas del parasito. Los datos de genoma completo han podido
dilucidar genotipos resistentes a antimalaricos, estructuracion de poblaciones
especificas y dinamicas de transmisién en contextos geografico-temporales,
conectividad entre regiones geograficas y dispersion de linajes a nivel global

(Cowell et al., 2018; Hupalo et al., 2016; Kattenberg et al., 2024a).

Dada su importancia, la epidemiologia gendmica es utilizada por los programas
nacionales de control y vigilancia de la malaria como herramienta para la
formulacién de politicas y guias normativas (Dalmat et al., 2019; Neafsey &
Volkman, 2017). Pero, en vista que la secuenciacion de genoma completo (WGS)
es costosa, se optan por metodologias alternativas que sean similarmente resolutivas

tales como microsatélites, microarreglos, la secuenciacion de amplicones
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(Ampliseq Custom Assay o AmpliSeq) para la vigilancia gendmica de especies de
Plasmodium (Kattenberg et al., 2022; Kattenberg et al., 2023a; LaVerriere et al.,

2022).

La secuenciacion de Amplicon (o AmpliSeq), utilizado como herramienta de
vigilancia genomica, se basa en la secuenciacion multiplexada de amplicones
previamente amplificados por PCR, con la finalidad de enriquecer las regiones de
interés y obtener una mejor profundidad de la secuenciacidn, incluso en muestras
de baja concentraciéon del ADN (Kattenberg et al., 2022). La vigilancia genémica
de patogenos evalla principalmente marcadores genéticos asociados a resistencia a
los medicamentos, paneles de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) que
dilucidan estructuraciones poblacionales, asi como genes sometidos a presion de
seleccion dado su interaccion con el sistema inmune (Kattenberg et al., 2023a). Asi
mismo, a diferencia de enfoques como la WGS, el AmpliSeq tiene la singularidad
de basarse en los analisis de secuencias o regiones parciales del genoma,
particularmente con SNPs, cuya informacion proporcionada revela estructuracion
poblacional, conectividad, origen de infecciones importadas en contexto geografico

(Kattenberg et al., 2023a).

En el contexto de la vigilancia molecular de malaria, se han disefiado ensayos
AmpliSeq para P. falciparum, el cual involucra 233 amplicones que dentro de ellos
incluyen fragmentos del3 genes asociados a resistencia, fragmentos del gen amal
y cpmp, cuatro microsatélites y un codigo de barras de 28 SNPs especificos para las
poblaciones parasitarias ubicadas en la Amazonia peruana, y finalmente fragmento
de los genes pfhrp2 y pfhrp3 (Kattenberg et al., 2023a). Otro ensayo Ampliseq que

involucra un primer panel “4CAST” que abarca fragmentos de cuatro loci altamente
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polimorficos y otro panel que involucra 129 locus de marcadores asociados a
resistencia a antimalaricos para P. falciparum presentes en América del Sur

(LaVerriere et al., 2022).

Para P. vivax se han validado relativamente pocos polimorfismos en genes
asociados a resistencia, principalmente debido a la ausencia de un cultivo in-vitro
continuo. Por ello, los ensayos publicados para esta especie se han basado en genes
ortélogos asociados a resistencia de P. falciparum. Un panel actualmente disponible
(Pv Ampliseq v2 Peru assay) incluye de 227 amplicones, que incluyen fragmentos
11 genes ort6logos asociados a resistencia a farmacos, regiones que flanquean 41
SNPs especificos para el andlisis poblacional en la Amazonia peruana, 33 SNPs del
cbdigo de barras GEO33 para prediccion de origen geografico, y el gen amal, un

gen inmunogénico sometido a presion selectiva (Kattenberg et al., 2024b).

4.7. Genética de poblaciones de Plasmodium vivax en el Pera

La genética de poblaciones estudia la variaciéon de la diversidad genética y los
procesos evolutivos que la moldean en el espacio-tiempo, tando dentro y entre
poblaciones determinadas (Hartl & Clark, 2007). Algunos de los parametros de
medicion de la diversidad genética estan basados en la variabilidad alélica que
posee la poblacion, tales como la riqueza alélica, diversidad nucleotidica (m),
diversidad haplotipica (h), la heterocigocidad esperada (He) y otros segun el tipo

de marcador utilizado (Kanaka et al., 2023).

En &reas endémicas de malaria es comun que distintos clones de parasitos co-
infecten a un mismo hospedero. Ademas, los parasitos de P. vivax muestran una

notable capacidad de adaptacion frente a estimulos o cambios ambientales,

27



desarrollando fenotipos Unicos que favorecen su sobrevivencia, como la resistencia
a antimalaricos, cambio de especificidad por el hospedero y la evasion
inmunoldgica (Arnott et al., 2012; Sato, 2021). La diversidad genética de parasitos
de Plasmodium esta determinada por una variedad de factores evolutivos, los cuales
incluye seleccion natural, deriva génica, flujo genético, recombinacion entre otros

(Barry et al., 2013).

Por ello, el uso de la genética de poblaciones permite cuantificar esta diversidad
genética y asociarlas con procesos evolutivos especificos, contextualizando como
estos influyen en los patrones de transmision y persistencia de la malaria (Akoniyon
et al., 2024; Hendry et al., 2021). En el caso de la Amazonia peruana, estudios
previos sobre genética de poblaciones de P. vivax han documentado diferentes
grados de diversidad y varios niveles de estructuracion genética usando marcadores
de genes especificos, microsatélites, polimorfismos de nucleétido Gnico (SNPs) e

incluso enfoques gendémicos de mayor escala (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de los estudios previos en genética de poblaciones de P. vivax

en la Amazonia peruana.

Anos de Marcadores / Diversidad Estructura Referencia
muestreo Plataforma Genética Poblacional
He: 0.6 - 0.8 (He (Sutton et al.,
2003-2004 Gen Pvmsp3a = 0.845) No reporta 2009)

Hd: 0.85 - 0.97
Genes PvCSP, PVTRAP, ' . .
9006-2007 PVDBP. PYMSP-1 (Hdwmsp-1 = 0.36) Evidencia de 3 (Chenet et al.,

PVAMA-1 subpoblaciones 2012)
7: 0.006 - 0.016
9006-2008 16 microsatélites He: 0.44 - 0.69 EV|denC|a_de 6 (Van den Eede et
neutrales subpoblaciones al., 2010)
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Evidencia 5 (Cowell et al.,
2006-2008 Genoma completo No reporta subpoblaciones 2018)
16 microsatélites )
9019-2020 neutrales He: 0.68-0.78  Eyidencia de 3 y4  (Cabrera-Sosa et
subpoblaciones al., 2024b)
SNPs* He: 0.36 - 0.38

. Evidencia 7 (Kattenberg et al.,
2007-2019 Genoma completo w: 0.001 subpoblaciones 2024a)

i - ) ) (Kattenberg et al.,
2007-2020 SNPs He: 0.012-0.4 No reporta 2024b)
20082010 15 microsatélites He: 0.1-0.67 Evidencia 4 (Delgado-Ratto et

neutrales (He=0.49) subpoblaciones al., 2014)
2008 14 microsatélites He: 0.66 - 0.76 Evidenciade 2-3  (Delgado-Ratto et
neutrales (He=0.74) subpoblaciones. al., 2016)
9012-2015 16 microsatélites He: 0.54 - 0.64 Evidencia 6 (Manrique et al.,
neutrales (He=0.64) subpoblaciones 2019)
9013-2016 16 microsatélites He: 0.60 — 0.64 Evidencia de 4 (Ramirez et al.,
neutrales (He=0.71) subpoblaciones 2025)
16 microsatélites He: 0.39-0.71 Evidencia de 7 .
2015 neutrales (He=0.62) subpoblaciones (Manrique, 2018)
2015-2017 16 microsatélites He: 0.65 — 0.80 No reporta (Ramirez, 2020)
neutrales

i o n: 0.309 - 0.381 Evidencia de 3 (Villena et al.,
2015-2013 SNPs (1=0.34) subpoblaciones 2022)

. (Cabrera-Sosa et

- * -

2019-2020 SNPs He: 0.01-0.35 No reporta al., 2024a)
2021-2022 Genoma completo He:0.15-0.2  EvidenciadeS o ives 2024)

subpoblaciones

*panel Pv AmpliSeq v2 Peru

**panel SNPs de genes asociados a resistencia

Los estudios comparativos han revelado que P. vivax mantiene un patron diferente

al de P. falciparum en cuanto a diversidad genética. En P. falciparum, la

variabilididad depende estrechamente de las intensidades de transmision; en
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cambio, P. vivax mantiene niveles altos de diversidad independientemente de la
intensidad de transmision (Sutton et al., 2009). Los altos niveles de diversidad
genética de P. vivax en la Peru resultan inusuales considerando la relativamente
baja intensidad de transmision en la Amazonia peruana. Esta aparente contradiccion
podrian explicarse por los atributos Unicos del parasito, entre ellas entre ellas la
acumulacién de hipnozoitos genéticamente heterogéneos a lo largo del tiempo
(Rosas-Aguirre et al.,, 2016), su tendencia a mantener bajas densidades de
parasitemia y una elevada produccion de gametocitos (Arnott et al., 2012; Barry et
al., 2015). También la intensidad gradual de las intervenciones de control de la
malaria puede estar desempefiando un papel importante en la determinacién de la
heterogeneidad geogréafica y cronoldgica de la transmision de la malaria y su

diversidad genética (Soto-Calle et al., 2017).

La diversidad intermedia a alta observada entre poblaciones de P. vivax estan
acompafiados de una considerable proporcion de infecciones policlonales y alta
multiplicidad de infeccién (MOI). Ademas, las poblaciones regionales presentes en
la Amazonia peruana son genéticamente diferentes al panorama global, con algunas
excepciones de casos importados desde Brasil y/o Colombia en el punto triple
frontera en la provincia de Mariscal Ramén Castilla, region de Loreto (Hupalo et

al., 2016).

Los microsatélites han sido ampliamente utilizados para caracterizar los patrones
de transmision de P.vivax en la Amazonia peruana. Sin embargo, los estudios
realizados no muestran un conseso respecto al numero ni al tipo de microsatélites
utilizados para definir la estructura genética poblacional. Aun asi, los diferentes

paneles aplicados coinciden en demostrar una alta diversidad genética de P. vivax
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(He>0.1). De esta manera, se ha reportado una baja diferenciacion genética entre
comunidades que se encuentran en las mismas cuencas hidrograficas (Delgado-
Ratto et al., 2016), asi como genotipos similares de P. vivax presentes en
comunidades considerablemente lejanas dentro de la Amazonia peruana (Manrique

etal., 2019).

No obstante, el uso de microsatélites presenta limitaciones importantes debido a
posibles artefactos de amplificacion, la falta de estandarizacion entre plataformas y
laboratorios, y su escasa viabilidad como herramientas sostenibles a largo plazo en
programas de eliminacion de malaria. Los barcodes de SNP, compuestos por
paneles de 20 a 50 SNPs bialélicos, pueden ofrecer resultados mas consistentes y

representan una alternativa mas eficaz (Auburn & Barry, 2017).

El Pv AmpliSeq v2 Peru assay posee un panel de 41 SNPs disefiado para analizar la
estructura genética de P. vivax en la Amazonia peruana cuyos resultados son
comparables a los microsatélites clasicos (Cabrera-Sosa et al., 2024b). Esta
herramienta permitio detectar diferencias genéticas entre parasitos procedentes de
zonas remotas y aquellos de areas periurbanas de lquitos, asi como niveles
moderados de diversidad genética (He>0.3) en la mayoria de distritos, con
excepcion de Yavari, ubicado en la region triple frontera. En este Gltimo caso, los
hallazgos resultan consistentes con los analisis de genoma completo, que muestran
una marcada similitud genética con cepas brasilefias (Kattenberg et al., 2024b). Por

otro lado, mediante el mismo panel de SNPs, se ha reportado una moderados niveles
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de diversidad genética (He=0.35) y diferentes linajes de P. vivax en comunidades

nativas (Nueva Jerusalén) alejadas de lugares urbanos (Cabrera-Sosa et al., 2024a)

La mayoria de los estudios reportan un patrén consistente: las poblaciones de P.
vivax en lquitos y areas adyacentes exhiben alta diversidad genética, acompafada
de una marcada diferenciacion de las localidades geograficamente lejanas. Esta
estructura genética evidencia transmision predominantemente local 'y
espacialmente focalizada (Rosas-Aguirre et al., 2016), lo que refleja dinamicas

complejas de conectividad y flujo génico entre regiones distantes.

La conectividad de la malaria se entiende como el flujo de parasitos entre las zonas
de transmisién en un momento determinado, principalmente asociado al
movimiento humano (Guerra et al., 2019). La informacidn genética de los parasitos
de la malaria ofrecen el potencial de proporcionar una medida mas directa a dicha
conectividad, ademéas de permitir la identificacion de fuentes y sumideros
relevantes del movimiento del parasito (Auburn & Barry, 2017; Tessema et al.,

2019).

En la Amazonia peruana, los altos niveles de flujo genético de malaria entre areas
geogréficamente distantes estan asociados a los niveles de movilidad humana entre
localidades (Janko et al., 2023; Villena et al., 2022), tales como las migraciones
estacionales, las cuales aumentan en épocas lluviosas en comparacion a las épocas
secas (Gunderson et al., 2023). En sitios de transmision focalizada, se ha reportado

altos niveles de similitud genética entre poblaciones parasitarias procedentes de
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comunidades del rio Mazén, sugiriendo una fuerte movilidad entre comunidades

ubicadas en la misma cuenca (Carrasco-Escobar et al., 2020, 2022).

33



V. METODOLOGIA

5.1. Tipo y disefo de Estudio

Este trabajo es un estudio de tipo retrospectivo, observacional, longitudinal,
analitico. Comprende de andlisis comparativos haciendo uso de genética de
poblaciones para evaluar la estructuracion genética, los niveles de diversidad
genética basados en la estructuracion, y flujo genético entre poblaciones parasitarias
de P. vivax de las regiones de Amazonas y Loreto. Los andlisis se basaron en
secuencias gendmicas (completas y parciales) obtenidos de repositorios publicos y
privados. La agrupacion de las muestras se realizd de acuerdo a su lugar de
procedencia a nivel de distrito, provincias y region para evaluar los patrones de
estructuracion genética. La dimension temporal no fue incluida en las
interpretaciones debido a la baja representacion muestral por ubicacion geogréfica.
Las intrepetaciones y conclusiones se fundamentan estrictamente en la estructura

genética espacial entre regiones y provincias.

5.2. Calculo del numero muestral del estudio

Es fundamental considerar un nimero adecuado de muestras para lograr una
representacion confiable de la poblacion. De acuerdo con los calculos propuestos
por Kattenberg, et al. (2024b), el tamafio muestral minimo para cada region se
estimé considerando una frecuencia alélica minima de 1% (p), un margen de error
de 2% (E) y un nivel de confianza del 95% (Z=1.96) en la férmula de estimacion
del tamafio de muestra (Hajian-Tilaki, 2014):

_ Zxpx(1—p) 1967 x0.01x (1—0.01)

1 = YPE = 95.0796 =96
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Segun los célculos, el nUmero minimo de muestras para cada region es de 96. Con
el fin de ajustar este valor a la poblacidn real de infecciones, se aplico la correccién
por poblacion finita utilizando como referencia el nimero promedio de casos
confirmados malaria reportados (Tabla 4). Considerando la limitada disponibilidad
de series anuales completas para 2007-2023 para ambas regiones, se adopto el
tamafo de la poblacion como el promedio anual de casos confirmados en 2024-

2022 y 2024-2019, con el fin de suavizar la variabilidad interanual.

Tabla 4. Casos confirmados de malaria en las regiones de Loreto y Amazonas
entre los afios 2019 — 2024. Informacién recopilada del reportes situacional de

malaria del MINSA (2024).

Afo Loreto Amazonas
2019 22,028 1,844
2020 13,397 1,553
2021 15,490 659
2022 22,723 1,657
2023 20,606 1,095
2024 31,678 570

Promedio 3 afos

(2021-2023) 19,606.33 1,137.00
Promedio 6 afios 20.987.00 1,229.67

(2019-2024)

Apartir del tamafio de la muestra inicial calculado con la formula anterior (no), se
obtuvo los valores definitivos aplicando la férmula de correccion infinita

(Thrusfield et al., 2017):

N X n,

n=N+n0—1

Para el periodo 2021-2023, el promedio anual (N) fue de aproximadamente 19,606

casos en Loreto y 1,137 en Amazonas, obteniéndose tamafios muestrales corregidos
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de 94.6 y 87.8, respectivamente. De manera similar, al considerar el periodo 2019—
2024, los promedios fueron de 20,987 casos en Loreto y 1,230 en Amazonas, con
tamafos muestrales corregidos de 94.7 y 88.3, respectivamente. Dado que estas
diferencias no son significativas, se adopté un tamafio uniforme de 96 muestras por
region, garantizando tanto la comparabilidad entre regiones como un margen

adicional de seguridad estadistica.

5.4. Mineria de datos

En una primera etapa, se generd una base de metadatos a partir de la informacion
disponible en los repositorios publicos internacionales. La bisqueda de accesiones
se efectud en GenBank (NCBI) en enero del 2024 utilizando operadores booleanos,

con la siguiente consulta:

Plasmodium vivax[Organism] AND Peru[All Fields]

Esta busqueda recuper6 un total de 1,320 archivos de lectura de secuencias.
Posteriormente, se implement6 un script en Python (v.3.10) empleando la libreria
Biopython (Cock et al., 2009), que automatizé la recuperacion de informacion
mediante las funciones Esearch y Efetch de las Entrez Programming Utilities (E-
utilities) (Sayers et al., 2025). De cada acceso se extrajeron metadatos relevantes,
entre los que se incluyeron: ubicacién geogréfica (country), fecha de coleccion
(collection_date), hospedero (host), nombre y tipo de muestra (isolate,
isolation_source), niumero de BioProject, BioSample, asi como identificadores
asociados a SRA y RUN. EI archivo fue enriquecido con la metadata pertinente
correspondiente a secuencias que aun no se encontran publicadas en repositorios

publicos.
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Una vez consolidada la metadata, se aplicaron criterios de inclusion y exclusion

para la seleccion de las muestras a analizar:

e Criterios de inclusion:

Muestras positivas para Plasmodium vivax con datos gendmicos
correspondientes a genomas completos (WGS) y/o parciales obtenidos
mediante el panel Pv AmpliSeq v2 Peru.
- Datos gendmicos de P. vivax procedentes de muestras recolectadas en las
regiones de Loreto y Amazonas
- Datos gendmicos secuenciados con la plataforma Illumina.
- Datos gendmicos que incluyan informacién completa sobre afio de colecta,
ubicacion geografica, BioSample y BioProject.
e Criterios de exclusion:
- Muestras de P. vivax procedentes de regiones distintas a Amazonas y
Loreto.

- Muestras P. vivax sin datos oficiales de afio o lugar de colecta.

Tras aplicar los criterios de inclusion y exclusion, se realizé una bldsqueda manual
de informacion complementaria en los articulos cientificos asociados a las
secuencias. Esto con el fin de obtener datos adicionales sobre la ubicacion
geogréfica (comunidades, distritos, provincias, regiones), fechas de colecta y
nombres de las muestras y asi obtener una metadata mas completa e informativa, la

cual esta detallada en el Anexo 1.

Una segunda etapa consistié en incorporar a la metadata y a la datos crudos aquellas

secuencias gendmicas no publicas, generadas por el Laboratorio de Malaria:
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Parésitos y Vectores de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, que cumplen

con los criterios de inclusién y exclusion establecidos.

A partir de la mineria de datos se identifico un total de 478 muestras de P. vivax, de
las cuales 303 correspondieron a secuencias generadas mediante el panel Pv
AmpliSeq v2 Peru y 175 a datos de genoma completo. Las muestras abarcan el
periodo comprendido entre 2007 y 2023. En cuanto a la distribucion geografica, se
registraron 73 muestras provenientes de Amazonas y 405 de Loreto, tal como se

detalla en la Tabla 5.

Tabla 5. Numero de muestras preliminares segun tipo de data y ubicacion

geografica contempladas para el estudio.

Ubicacién geografica Tipo de data
Total
Region Provincia AmpliSeg* WGS**
Amazonas Condorcanqui 73 73
DateanldeI 4 4
Marafion
Loreto Loreto 68 68
Maynas 139 170 309
Ramon Castilla 23 1 24
Total 303 175 478

*Pv AmpliSeq v2 Peru
**Genoma completo

5.4.1. Descripcién de la data de Genoma Completo

El genoma de Plasmodium vivax esta compuesto por 14 cromosomas con un
tamafio aproximado de 26.8 Mb (Dharia et al., 2010). De la basqueda de
secuencias de genoma completo se identificaron 175 muestras en total, de las

cuales 170 procedian de la provincia de Maynas, 4 del Datem del Marafion y
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1 de Ramdn Castilla, todos en la regién de Loreto.

Se observd que las principales tecnologias de secuenciamiento empleadas
fueron la amplificacion selectiva del genoma (SWGA, por sus siglas en inglés)
(Cowell et al., 2017) y la hibridacion selectiva (Hupalo et al., 2016), las cuales
han permitido incrementar la cobertura y profundidad de los datos. En
consecuencia, los genomas publicados en bases de datos publicas presentan
parametros de alta calidad, con coberturas superiores a 20X en el genoma

central segln las literaturas consultadas.

Por otro lado, para los datos obtenidos in house por el Laboratorio de Malaria:
Parésitos y Vectores (Ramirez, 2024), se emplearon todas las muestras
disponibles, las cuales fueron previamente generadas y procesadas por dicho
laboratorio (Ramirez, 2024). Cabe sefialar que no se tuvo acceso directo a los
indices de calidad del secuenciamiento (Q30 y cobertura), por lo que las

secuencias se analizaron tal como fueron proporcionadas.

5.4.2. Descripcion de la data de AmpliSeq Custom Assay

Dentro de la data disponible proveniente del panel Pv AmpliSeq v2 Peru, se

identificaron 73 muestras de la provincia de Condorcanqui (region Amazonas) y

23, 68 y 139 correspondientes a las provincias de Mariscal Ramon Castilla, Loreto

y Maynas (region Loreto), respectivamente. Este ensayo cubre aproximadamente

59.8 kb, lo que representa alrededor del 0.22% del genoma total de P. vivax

(Kattenberg et al., 2024b).

El panel esta disefiado para la amplificacion de 227 amplicones en total. De estos,

149 corresponden a regiones asociadas a resistencia a antimalaricos distribuidas 11
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genes putativos (pvcrt, pvmrpl, pvdmt2, pvdhfr, pvmdrl, pvpl3k, pvabc-el, pvk13,
pvmdr2, pvdhps, pvmrp2). Adicionalmente, 73 regiones que abarcan SNPs
utilizados como cddigo de barras (barcode) ubicados en regiones neutrales del
genoma y sin desequilibrio de ligamiento. Estos incluyen 41 SNPs especificos para
el andlisis de genética de poblaciones en Peru (Tabla 6) y otro complementario de
33 SNPs globales (GEO33) orientado a la clasificacion de muestras segun su pais
de origen (Tabla 7). Finalmente, el panel incorpora 6 fragmentos del gen pvamal,
un gen inmunogeénico sujeto a presion de seleccion por su interaccion con el sistema

inmune del hospedero.

Tabla 6. Lista de los 41 SNPs de P. vivax pertenecientes al codigo de barras del

panel Pv AmpliSeq v2 Peru. Informacién adaptada de Kattenberg et al. (2024b)

SNP Cromosoma Posicién r';ﬁ,'gﬂ%?a al tQE{!\?iVO

PVPAM 01 vl 852015  PVvPAM_01 vl 852015 G C
PVPAM 01 vl 1002217 PVPAM 01 vl 1002217 C T
PVPAM 01 v1 1215815 PvPAM 01 v1 1215815 G A
PVPAM 02 _v1 568237 PVPAM 02 vl 568237 C G
PvPAM 02 vl 683149 PVvPAM 02 v1 683149 T C

PvPAM 03 vl 80858 PVvPAM 03 v1 80858 A G
PVPAM_03 v1 523358 PVPAM_03 v1 523358 G A
PVPAM_04 v1 527689 PVPAM 04 v1 527689 C T
PVvPAM_04 v1 570105 PVPAM 04 v1 570105 G T
PVPAM 04 v1 1021791 PVPAM 04 vl 1021791 T G
PVPAM_05 v1 478165 PVPAM_05 v1 478165 T G
PVvPAM_05 vl 656195 PVPAM_05 v1 656195 C T
PVPAM_05 vl 1508069  PVPAM_05 vl 1508069 T A
PVPAM_06 vl 699539 PVPAM 06 v1 699539 T G
PVPAM_06 vl 841394  PVPAM 06 vl 841394 C T
PVPAM_06 vl 1079495  PVPAM 06 vl 1079495 G T
PVPAM_07 vl 193199  PVPAM_ 07 vl 193199 A G
PVPAM_07 vl 370850  PVPAM_07 vl 370850 T \Y;
PVPAM 07 v1 1056743 PVPAM 07 vl 1056743 A G
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PVPAM 07 vl 1518811  PVPAM_ 07 vl 1518811 G A
PVPAM_08 vl 558173  PVPAM 08 vl 558173 C G
PVPAM 08 vl 1419614 PVPAM 08 vl 1419614 A C
PVPAM 08 vl 1942368  PVPAM 08 vl 1942368 C G
PVPAM_09 vl 299609  PvPAM 09 vl 299609 G A
PVPAM 09 vl 783225  PVPAM 09 vl 783225 C T
PVPAM 09 vl 819122  PvPAM 09 vl 819122 A T
PVPAM 10 vl 237217  PVPAM 10 vl 237217 T C
PVPAM 10 vl 623149  PVPAM 10 vl 623149 G A
PVPAM_10 vl 1475696  PvPAM 10 vl 1475696 G A
PVPAM_11 vl 202711  PvPAM 11 vl 202711 T C
PVPAM_11 vl 277752  PVPAM 11 vl 277752 A C
PVPAM_11 vl 1852190 PVPAM 11 vl 1852190 A T
PVPAM_12 vl 366381  PVPAM 12 vl 366381 C T
PVPAM_12 vl 962294  PvPAM 12 vl 962294 C A
PVPAM_12 vl 1417132 PVPAM_12 vl 1417132 A G
PVPAM 13 vl 494676  PVPAM 13 vl 494676 - -
PVPAM 13 vl 1816561 PVPAM_13 vl 1816561 C T
PVPAM 13 vl 2201010 PvPAM 13 vl 2201010 G T
PVPAM_14 v1 933409  PVPAM 14 v1i 933409 C T
PVPAM 14 vl 1501301 PvPAM_14 vl 1501301 G A
PVPAM 14 vl 2962609  PVPAM_14 vl 2962609 T G

Tabla 7. Lista de los 33 SNPs de P. vivax pertenecientes al codigo de barras del

para la prediccién de origen (GEO33). Informacion adaptada de Trimarsanto

et al., (2022)
Alelo de Alelo
SNP Cromosoma Posicion referenci  alternativ

a 0
PVPAM_03 vl 186855 PVPAM_03 v1 186855 C C
PVPAM_05 vl 823331 PVPAM 05 vl 823331 T G
PVPAM 05 vl 1197701 PvPAM 05 vl 1197701 G G
PVvPAM 05 vl 1403522 PvPAM_05 vl 1403522 T T
PVPAM_06 vl 896980 PVvPAM_06 v1 896980 T T
PVPAM 07 vl 358111 PVPAM 07 vl 358111 A A
PVPAM_07 vl 692580 PVvPAM_07 v1 692580 G G
PVvPAM_08 v1 797303 PVPAM 08 v1 797303 G T
PVPAM 08 vl 1235207 PvPAM 08 vl 1235207 T T
PvPAM 08 vl 1778852 PvPAM_08 vl 1778852 T T
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PVPAM 09 vl 307765 PVPAM 09 vi 307765 C C
PVPAM 09 vl 453201 PvPAM_09 v1 453201 C C
PVPAM_ 09 vl 1109407 PVPAM 09 vi 1109407 G G
PVPAM 09 vl 1893592 PVPAM 09 vi 1893592 T G
PVPAM_10 vl 534573 PvPAM_10 vl 534573 G G
PVPAM 10 vl 537540 PVPAM_10 vl 537540 G G
PVPAM 10 vl 1187835 PvPAM 10 vl 1187835 G G
PVPAM 11 v1_ 334807 PvPAM_11 v1 334807 C C
PVPAM 11 vl 455099  PvPAM_11 vl 455099 A A
PVPAM 11 v1 1089463 PvPAM_11 v1 1089463 C C
PVPAM 11 vl 1178693 PVPAM_11 vl 1178693 G T
PVPAM 11 v1 1400961 PvPAM_11 vi 1400961 A G
PVPAM_11 vl 1822062 PVPAM_11 vl 1822062 C C
PVPAM_ 12 vi_ 1102187 PVPAM 12 vl 1102187 C C
PVPAM 12 v1_ 1385935 PvPAM_12 vl 1385935 A T
PVPAM 12 vl 1448959 PvPAM_12 vl 1448959 G G
PVPAM_12 vl 1974573 PVPAM_12 vl 1974573 C C
PVPAM 13 vl 528291  PvPAM_13 vl 528291 T A
PVPAM 14 vl 461256  PVPAM_14 vl 461256 T G
PVPAM 14 vl 1277006 PVPAM_14 vl 1277006 C C
PVPAM_14 vl 1345741 PVPAM_14 vl 1345741 G G
PVPAM 14 vl 1374641 PvPAM_14 v1 1374641 C C
PVPAM_14 vl 1382422 PVPAM_14 vl 1382422 A A

5.5. Area de Estudio

Los datos gendmicos disponibles corresponden a centros poblados ubicados en
doce distritos endémicos de las regiones de Amazonas y Loreto. En Amazonas, el
area de estudio se concentra en comunidades de la provincia de Condorcanqui,

mientras que en Loreto incluye las provincias de Datem del Marafidn, Mariscal

Ramon Castilla, Loreto y Maynas (Fig. 2).

El mapa del area de estudio fue elaborado en QGIS (version 3.44.2) a partir de capas
oficiales de limites politico-administrativos del Instituto Nacional de Estadistica e

Informatica — INEI (2017). Esta representacion cartografica permitio visualizar la
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distribucion espacial de los distritos endémicos incluidos cuyos datos gendémicos de

P. vivax estan disponibles y delimitar las zonas consideradas en el andlisis.

Figura 2. Mapa del

area de estudio. Muestra la ubicacién de los distritos

endémicos incluidos de las muestras recolectadas en Amazonas y Loreto.

5.6. Analisis bioinforméatico

Todos los scripts desarrollados en Python y R, junto con los archivos de entrada

utilizados para la visualizacion de los resultados se encuentran disponibles en el

repositorio privado de GitHub con el siguiente link:

“https://github.com/JhonZumaeta/Master-thesis-UPCH-JZ-quide”. El acceso al

repositorio puede solicitarse mediante el correo electronico.
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https://github.com/JhonZumaeta/Master-thesis-UPCH-JZ-guide

5.6.1. Obtencion de las lecturas gendmicas crudas

Los datos gendmicos se descargaron desde el repositorio publico “Sequence Read
Archive (SRA)” del NCBI (Kodama et al., 2012). Para ello se utilizé el paquete
SRA Toolkit (NCBI, 2024), el cual permite descargar en lotes de los archivos de
corridas de secuenciacion depositados. A partir de una lista de 383 identificadores
de acceso (SRR), previamente definida tras el proceso de mineria de datos, se
descargaron los archivos pablicos en formato comprimido “.sra”. Posteriormente,
estos archivos fueron transformados al formato FASTQ mediante la utilidad
fasterg-dump del mismo paquete. Los 95 archivos restantes fueron obtenidos
directamente de la base de datos internas del Laboratorio de Malaria: Paréasitos y

Vectores.

5.6.2. Filtrado y control de calidad de las lecturas genémicas crudas

Los 478 datos de secuenciacién de P. vivax obtenidos en formato FASTQ fueron
procesados en un entorno Linux, utilizando micromamba para la gestion de
dependencias y la instalacion de herramientas. Se procur6 mantener la
reproducibilidad documentando las versiones de cada programa y los parametros

aplicados en cada etapa.

Para el procesamiento de la data gendmica se siguié el flujograma descrito por
(Kattenberg et al., 2023b), con algunas modificaciones menores que se describen a
continuacion. Para evaluar la calidad de las lecturas de los archivos FASTQ se uso
el programa FastQC v0.12.1 (Andrews, 2010). Este control incluyo la inspeccion
de la calidad promedio por posicion, la deteccion de contenido GC anémalo, la
identificacion de adaptadores remanentes y la presencia de duplicados.

Adicionalmente, se emple6 FastQ-Screen v.0.16.0 (Wingett & Andrews, 2018) con
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el alineador BWA v0.7.18 (Li & Durbin, 2009) para descartar contaminaciones o
lecturas que pudieran mapear a genomas distintos al de interés. Para ello, se
consideraron genomas de referencia descargados de la base de datos NCBI
Assembly (GenBank assemblies, accesiones GCA), incluyendo P. falciparum
(3D7, GCA_000002765.3), P. malariae (PmG01, GCA_900090045.1), P. ovale
(Poc2, GCA 900088565.1), P. knowlesi (strain H, GCA _000006355.2) y el

genoma humano (GRcH38, GCA_000001405.29).

Posteriormente, se aplicd un proceso de filtrado y recorte de lecturas con
Trimmomatic v0.39 (Bolger et al., 2014), eliminando secuencias de adaptadores y
bases con baja calidad en los extremos. Se definié un umbral de calidad Phred > 15
en ventanas deslizantes de cuatro bases, se descartaron lecturas con longitud
inferior a 36 nucle6tidos y se conservaron Unicamente aquellas parejas de lecturas
que superaban los criterios establecidos. En los conjuntos de datos de genoma
completo, se utilizé la herramienta Trim Galore v0.6.10 (Krueger, 2015), que
combina Cutadapt y FastQC, con parametros equivalentes para garantizar la
homogeneidad del procesamiento. Una vez depuradas, las lecturas fueron

nuevamente sometidas a FastQC para confirmar la mejora en los perfiles de calidad.

5.6.3. Alineamiento y control de calidad del mapeo

El alineamiento de las lecturas filtradas se realizé contra el genoma de referencia
PVPAM (GCA 949152365.1) (De Meulenaere et al., 2023) empleando BWA
v0.7.18 con el algoritmo BWA-MEM (Li & Durbin, 2009). Durante este proceso
se asignaron etiquetas de grupo de lectura (read groups) necesarias para el analisis
posterior con GATK, y se habilitd la opcion -M para marcar alineamientos

secundarios. Los alineamientos generados en formato SAM se convirtieron a BAM,
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se ordenaron por coordenadas gendémicas con respecto al genoma de referencia y se
indexaron utilizando Samtools v0.1.7 (Li et al., 2009). Asimismo, se utiliz6 Picard
v2.20.4 (Broad Institute, 2019) a través del modulo
CollectAlignmentSummaryMetrics. Estas estadisticas resumen la proporcién de
lecturas mapeadas, duplicados, y pardmetros generales de la eficiencia de
alineamiento, siendo almacenadas en archivos de texto para cada tipo de

secuenciacion (WGS y Ampliseq).

5.6.4. Identificacion, filtrado y seleccidn de variantes

Los alineamientos procesados se sometieron al flujo de trabajo recomendado en las
“Best Practices” de Genome Analysis Toolkit (GATK) v4.3.0.0 (McKenna et al.,
2010). Para cada muestra, los archivos BAM alineados fueron analizados con el
modulo HaplotypeCaller para la identificacion de SNPs y mutaciones, generando
archivos gVCF para cada muestra. Para el analisis conjunto, los archivos gVCF
individuales se integraron mediante el mddulo GenomicsDBImport vy
posteriormente se ejecutd GenotypeGVCFs, produciendo un archivo VCF
combinado. Las variantes se restringieron a las regiones especificas cubiertas por
el panel Pv AmpliSeq v2 Peru usando SelectVariants, luego se filtraron y

descartaron aquellos archivos que cumplieron los siguientes criterios:

- Baja calidad de mapeo (MQ < 50), indicativas de lecturas mal alineadas o
en regiones repetitivas.

- Bajos puntajes de calidad de variante “Phred Score” (QUAL < 30), lo que
corresponde a menos del 99.9% de confianza.

- Posiciones con cobertura insuficiente (DP < 100), asegurando que solo se

retuvieran aquellas con respaldo adecuado en profundidad de secuenciacion.
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- Baja calidad relativa a la profundidad (QD < 1.0), sefiala variantes con baja
robustez pese a estar bien cubiertas.

- Alto sesgo de hebra (SOR > 4.0), donde las lecturas que soportan la variante
provienen casi exclusivamente de una sola orientacion

- Baja distribucion sesgada dentro de las lecturas (ReadPosRankSum < -
10.0), lo que ocurre tipicamente cuando los cambios aparecen solo en los

extremos de las lecturas.

De manera adicional, se aplicé un filtrado por profundidad minima de genotipado
(DP > 6), marcando como no confiables los genotipos que no alcanzaban este
umbral. Los genotipos extraidos mediante VariantsToTable incluyeron informacién
de cromosoma, posicion, tipo de variante, calidad y métricas de soporte de lectura.
Posteriormente se conservaron aquellos archivos VCF que superaron todos estos

filtros.

Asimismo, a partir de los archivos VCF del panel Pv Ampliseq v2 Peru que
cumplieron con los filtros, se generaron subconjuntos de variantes correspondientes
a tres archivos de interés. Primero, se obtuvo el barcode ITM-Pert, conformado por
41 SNPs bialélicos adaptados para genética de poblaciones de aislados peruanos
(Tabla 6); luego, se generd el barcode GEO33, integrado por 33 SNPs bialélicos
para la prediccion de origen geografico (Tabla 7). Ambos fueron extraidos de las
coordenadas genomicas especificas. Finalmente, se obtuvo un archivo que incluyo
todos los SNPs bialélicos identificados en este estudio (n = 802) para los analisis

de genética de poblaciones.
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5.6.5. Estadisticas de los archivos de secuenciacion

Se integraron los archivos de estadisticas de alineamiento y metadatos de cada
muestra, incluyendo informacion de las muestras, lugar de colecta y tipo de
plataforma (AmpliSeq o WGS). A partir de estos datos se calcularon métricas como
namero total de lecturas, porcentaje de lecturas alineadas, longitud media de lectura
y cobertura sobre el panel de referencia (~59,8 kb). Para la visualizaciéon se
emplearon paquetes de R: ggplot2 (Wickham, 2016) y ggpubr (Kassambara, 2020),
generando diagramas comparativos por regiones y tipos de datos. Adicionalmente,
los reportes de control de calidad de FastQC fueron agregados mediante el paquete
fastqer (Kassambara, 2018), permitiendo comparar métricas antes y después del

recorte de lecturas.

Ademas, se establecieron criterios de inclusion para garantizar la calidad de todos
los datos, reteniendose Unicamente las muestras con una cobertura media de
alineamiento mayor 10x (reads/posicién) y con un porcentaje de genotipos faltantes
menor al 35%. Estas criterios definieron el conjunto final de muestras utilizado en

los analisis genéticos.

Para contextualizar el conjunto final de muestras, se elabor6 un grafico circular con
el nimero de muestras por distrito y afio mediante el paquete ggplot2 y un mapa
tematico con el paquete sf (Pebesma, 2018) para mostrar la distribucion espacial de

las muestras por provincia.

5.6.6. Andlisis de Estructuracion Genética

Para los analisis comparativos y la evaluacion de la resolucion de la estructuracion

geneética, se utilizaron dos conjuntos de datos: (i) el conjunto completo de SNPs
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bialélicos identificados en este estudio (n = 802), en adelante denominado

“conjunto completo de SNPs”, y (ii) el “barcode ITM-Peru” (n = 41).

Los archivos VCF del conjunto completo de SNPs y el barcode ITM-Peru se
transformaron en una matriz de secuencias y posteriormente en formato DNAbiIn
con el paquete ape (Paradis & Schliep, 2019). A partir de esta matriz se calcularon
distancias genéticas bajo el modelo de diferencias sin correccién (raw distances),
aplicando eliminacion por pares para datos faltantes. Con estas distancias se
construy6 un arbol filogenético mediante el algoritmo Neighbor-Joining (NJ). El
arbol resultante fue exportado en formato Newick (.nwk) y graficado utilizando los
paquetes ggtree (Yu et al.,, 2017) y ggtreeExtra (Xu et al.,, 2021) con la
incorporacion de metadatos asociados a cada muestra, es decir, ubicacion

geografica y periodos de muestreo.

La estructuracién genética se explor6 mediante el Analisis de Componentes
Principales (PCA) con el paquete stats. Este enfoque permitio resumir la
variabilidad genética de los SNPs bialélicos en ejes ortogonales, visualizando
agrupamientos entre muestras sin suponer una estructura poblacional previa.
Primero los genotipos se convirtieron en una matriz de frecuencias alélicas con el
paquete adegenet (Jombart & Ahmed, 2011) imputando valores faltantes con la
media por locus. Sobre esa matriz se aplico un PCA con los parametros por defecto.
La proyeccion de los individuos se realiz6 con los paquetes ggplot2 y ggfortify
(Tang et al., 2016), diferenciando por ubicacion geografica; ademas se realizd un
sondeo por periodos de muestreo. En el caso de cluster solapamiento, se procedio a

realizar el PCA solo incluyendo las muestras de dichos clUsteres.
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De manera complementaria, se aplico un Analisis Discriminante de Componentes
Principales (DAPC), también con el paquete adegenet, para maximizar la variacion
genética entre grupos definidos a priori (provincias y periodos de muestreo). El
numero Optimo de componentes principales retenidos se determind mediante
validacion cruzada. Los resultados se representaron graficamente de acuerdo a la
distribucion por ubicacion geogréafica y periodos de muestro. De igual manera, en
el caso de sobrelapamiento de clusters, la visualizacion se realizd incluyendo

Unicamente las muestras involucradas.

Adicionalmente se realizd6 un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA)
empleando los genotipos del barcode ITM-Peru y el conjunto completo de SNPs
bialelicos del panel. Con base en los resultados del andlisis de componentes
principales y la visualizacion de una estructuracion genética consistente con la
distribucipon por provincias, se aplicaron dos enfoques complementarios: 1)
AMOVA jerarquico geografico: Regiones (nivel superior) y Provincias (nivel
inferior); las provincias fueron asignadas a su respectiva region. EI modelo
jerarquico se especificé en el paquete poppr (Kamvar et al., 2014). Apartir de este
analisis se estimaron los componentes de varianza, indices de diferenciacion y la
significancia estadistica de los coeficientes se evalu6 mediante permitaciones
aleatorias (n=999), estableciendo un nivel de significancia de p < 0.05. 2) AMOVA
no jeraquico temporal: se considero un unico nivel de agrupamiento segun el rango
temporal de muestreo, con el mismo procedimiento para las estimaciones de los

coeficientes, indices de diferenciacién y significancia estadistica.

El analisis de estructura poblacional también se realiz6 con ADMIXTURE v1.3.0

(Alexander et al., 2009), a partir de datos en formato PED/MAP generados con
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PLINK v1.9 (Purcell et al., 2007) usando solo la data del conjunto completo de
SNPs bialélicos. EI modelo no supervisado de ADMIXTURE se ejecutd para K =
1-10 y 20 iteraciones para cada K. Se incluyo bootstrapping (10000) para estimar
la incertidumbre de las proporciones de ancestria. Para cada K se redirigio la salida
a un registro (logK.out). El error de validacion cruzada reportado por
ADMIXTURE se extrajo de los archivos de registro y se compilé en una tabla
resumen para seleccionar el K 6ptimo (minimo CV error), utilizando los paquetes
tidyr (Wickham et al., 2023) y tibble (Muller & Wickham, 2023). EI ordenamiento
de individuos por cluster dominante se realiz6 mediante el paquete dplyr (Wickham
etal., 2014), y las matrices Q resultantes (proporciones de ancestria por individuo),
organizadas segun la metadata disponible (provincia, periodo de muestro), fueron

utilizadas en la fase de visualizacion.

Consistente con los patrones de estructuracién genética encontrados, se procede a
analizar los niveles de diferencia poblacional. Para el analisis a nivel

intrapoblacional, se estimo coeficiente de endogamia dentro de poblaciones (F;s =

1- %) utilizando el paquete hierfstat (Goudet, 2005). Los valores obtenidos de Fis
E

por locus y agrupados por provincia fueron empleados para resumir la variacion del
coeficiente y graficar su distribucion mediante diagramas de caja. Los valores de
Fis se interpretaron de manera descriptiva, como un indicador indirecto de la
variabilidad genética intra-poblacional mediante la ausencia o presencia relativa de
heterocigotos, sin asumir equilibrio de Hardy—Weinberg ni endogamia real entre
parasitos. Asi, con los valores de Fis obtenidos del conjunto completo de SNPs
bialelicos se compararon con los derivados de los valores obtenidos por el barcode

ITM-Peru a fin de evaluar la consistencia de los patrones de diversidad intra-
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poblacional detectados entre ambos conjuntos de datos.

La diferenciacion genética interpoblacional se evalué mediante estimaciones del
estadistico Fst (Weir & Cockerham, 1984) usando también los paquetes hierfstat
(Goudet, 2005) y poppr (Kamvar et al., 2014). El analisis se realizd a nivel de
regiones, provincias y distritos, considerando ambos conjuntos de datos de SNPs
bialélicos. Los valores negativos de Fst, que carecen de interpretacion biologica,
fueron ajustados a cero. Los resultados se representaron como matrices de
diferenciacion genética y se visualizaron en forma de mapas de calor utilizando el
paquete ggcorrplot (Kassambara, 2023b). Con esa matriz, se contruy6 un matriz de
distancias y se realiz6 un agrupamiento jerarquico por promedio no ponderado —

UPGMA (Segura-Alabart et al., 2022).

5.6.7. Andlisis de Diversidad Genética

Los archivos VCF fueron procesados con el paquete vcfR (Knaus & Grinwald,
2017) y convertidos a objetos genind utilizando el paquete adegenet (Jombart &
Ahmed, 2011), tanto para el conjunto completo de SNPs bialélicos como para el
barcode ITM-Peru. La diversidad genética se evalud a partir de dos parametros
principales, considerando las agrupaciones definidas a partir de los patrones de

estructuracion genética. La heterocigosidad esperada (He) se calculé Gnicamente a

partir del barcode ITM-Peru, siguiendo la formula: He = %Z’,ﬁ_l(l - Z:’i(lk) 9,
donde m(k) corresponde al nimero de alelos en el locus k, K al nimero total de loci
y fi a la frecuencia del alelo i en la poblacion considerada (Jombart & Ahmed,
2011). La diversidad nucleotidica (r) se estim6 con el paquete VCFtools v0.1.17

(Danecek et al., 2011), utilizando ventanas deslizantes de 500 pb a lo largo de las

regiones cubiertas por el panel Pv AmpliSeq v2 Peru.

52



La complejidad de infeccién (COI) de muestras se estimd a partir del indice de
fijacion dentro del hospedador (Fws) (Auburn et al., 2012), calculado sobre los
genotipos derivados del archivo VCF del barcode ITM-Peru. El archivo fue
convertido al formato GDS y procesado con el paquete SeqArray (Zheng et al.,
2017), excluyendo las muestras con mas del 50% de datos faltantes. El indice Fws
se obtuvo mediante la funcion getFws del paquete moimix (Lee & Bahlo, 2016), el
cual cuantifica la proporcién de diversidad genética dentro de cada infeccion en
relacién con la poblacion total. Los valores de Fws se interpretaron como una
medida indirecta de COI: Fws > 0.95 indica infecciones monoclonales, mientras

que Fws < 0.95 refleja infecciones policlonales.

5.6.8. Andlisis de Conectividad Genética

La deteccion de segmentos de identidad por descendencia (IBD) se realiz6 a partir
de los genotipos en formato PED/MAP, generados a partir del conjunto completo
de SNPs bialélicos. Las posiciones fisicas fueron convertidas a unidades de
centiMorgans para incorporar informacion de distancia genética. Los datos se
filtraron considerando una frecuencia alélica minima de 0.001, un umbral maximo
de 30% de datos faltantes por individuo y 60% por SNP. Los parametros de IBD
se estimaron con el paquete isoRelate (Browning & Browning, 2013; Henden et al.,
2018). Los segmentos IBD se identificaron aplicando como criterios un minimo de

15 SNPs consecutivos, una longitud >3 kb y una tasa de error de 0.001.

Con el fin de caracterizar patrones de relacién entre muestras, los segmentos IBD
detectados se transformaron en grafos de conectividad mediante el paquete igraph
(Csardi & Nepusz, 2006). Se construyeron redes con distintos umbrales de similitud

genética (10%, 50% y 90%), lo que permitié explorar conexiones desde relaciones
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méas laxas hasta vinculos altamente compartidos. En cada red, los vértices
representaron muestras individuales y las aristas los segmentos IBD compartidos
segun el umbral definido. Se asignaron atributos de metadatos (ubicaciones
geograficas que coinciden con la estructuracion genética) a los veértices, lo que
permitio visualizar la distribucion espacial de los clUsteres genéticos. Los subgrafos
correspondientes a Loreto y Amazonas se analizaron por separado para evaluar

patrones locales de conectividad.

Las redes de transmision se construyeron a partir del arbol filogenético previamente
inferido del conjunto completo de SNPs bialélicos. El arbol (formato Newick) se

import6 en StrainHub (https://strainhub.io/), donde se asignaron como metadatos a

las unidades geogréficas. StrainHub estim6 la direccionalidad y flujo entre
localidades mediante algoritmos de reconstruccion de estados ancestrales y genero
un grafo dirigido con métricas de centralidad (Source/Hub Ratio, betweenness y
closeness) (De Bernardi Schneider et al., 2020). Las redes resultantes se exportaron
en formato RDS y junto con las métricas de centralidad se importaron en R para su
visualizacion geografica de fuente/receptor de infecciones y distribucion de las

métricas por provincia usando el paquete ggplot2.

Otro enfoque para evaluar la conectividad genética es a través del numero de
migrantes efectivos por generacion (Nm), calculado en divMigrate del paquete
diveRsity en R (Keenan et al., 2013; Sundgvist et al., 2016). Este estadistico se
derivo de la diferenciacion genética entre poblaciones con el estadistico Gst (Nei,
1973), lo que permiti6 inferir la magnitud y la direccionalidad del flujo génico. Los
valores de Nm se representaron como redes dirigidas (Nm > 0.1), donde los nodos

correspondieron a provincias, y las aristas indicaron el sentido y magnitud relativa
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del flujo. Finalmente, estos resultados se integraron en un mapa geogréafico, para la
visualizacion tanto la direccion como la intensidad del intercambio genético entre

provincias de Amazonas y Loreto.

Por ultimo, la asignacion de origen geogréafico de las muestras disponibles se realizd
utilizando el barcode GEO33 (Trimarsanto et al., 2022). A partir del conjunto
filtrado de los SNPs bialélicos, se extrajeron las coordenadas correspondientes a
estos marcadores y se prepararon en formato compatible para su analisis en la

plataforma vivaxGEN GEO (https://geo.vivaxgen.org/). En esta plataforma se

implementa un algoritmo de clasificacion supervisada que compara los genotipos
del barcode con una base de datos global de referencia, asignando la muestra a la
region mas probable de origen. Los resultados incluyeron probabilidades de
asignacion para cada pais de referencia, los cuales fueron exportados para la

visualizacion en R usando el paquete ggplot2.

5.7. Andlisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se realizaron en R Studio (v2024.4.2.764) utilizando
R (v4.2.1). Para la heterocigosidad esperada (He) entre unidades de analisis se
aplico la prueba de Kruskal-Wallis (bilateral). Cuando el contraste global resulto
significativo (p < 0.05), se efectuaron comparaciones por pares mediante Wilcoxon
rank-sum, con ajuste del p-value mediante el método de Benjamini—Hochberg, el
cual controla la tasa de falsos descubrimientos, reportando valores p ajustados para

cada comparacion.

Para la diversidad nucleotidica (), se verificO previamente la homogeneidad de

varianzas con la prueba de Levene; dado que no se asumid normalidad, los
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contrastes entre unidades de analisis se realizaron con Kruskal-Wallis, y las
comparaciones post-hoc se llevaron a cabo con el test de Dunn aplicando correccion
de Bonferroni. En todas las pruebas inferenciales se adopt6 un nivel de significancia
de 0= 0.05 (bilateral). Las implementaciones se realizaron con rstatix (Kassambara,

2023a) y las figuras incluyeron anotaciones de significancia sobre box/violin plots.
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VI.RESULTADOS

6.1. Caracteristicas de calidad y procedencia de las muestras filtradas
Los pardmetros completos de secuenciacion y filtrado para las 478 muestras se
detallan en los Anexos 2, 3, 4 y 5, diferenciados por tipo de secuenciamiento y

region de procedencia.

Del total de secuencias gendmicas analizadas, el 87.4% (402/478) cumplieron con
los criterios de calidad establecidos, dentro del cual se consideraron algunos
parametros como la profundidad de cobertura (>10x) y el porcentaje de genotipos

faltantes (<35%).

El ndmero de secuencias se representd graficamente en base a la ubicacion
geografica (provincia / distrito) y por periodos de muestreo definidos en base a las
estrategias de intervencion contra la malaria: 2006 — 2010 (PAMAFRO), 2011 —
2016 (periodo sin estrategias de intervencion), 2017 — 2022 (PMC) y 2022 — 2023

(PNEM) (Fig. 3).

Se observa que el mayor nimero de secuencias gendmicas se concentrd en la
provincia de Maynas (n = 240), provenientes de siete distritos endémicos, entre los
cuales Mazan (n = 93) y San Juan Bautista (n = 89) fueron los mas representativos.
Mazéan posee secuencias en los cuatro periodos definidos (n2006-2010 = 11, N2011-2016
= 32, N2017-2021 = 35 Y N2o22-2023 = 15), mientras que San Juan Bautista solo en los

dos primeros periodos (N2006-2010 = 57, N2011-2016 = 32).

Las siguientes provincias con mayor representacion fueron Loreto y Condorcanqui.
En Loreto, la data disponible proviene exclusivamente del distrito de Trompeteros

en un solo periodo (n2017-2021 = 68). En Condorcanqui (region Amazonas), las
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secuencias provienen de dos distritos endémicos (n = 68), el distrito de Nieva con
registros Unicamente en el Gltimo periodo (n2022-2023 = 13) y Rio Santiago en los dos
ultimos periodos (N2017-2021 = 7, N2022-2023 = 48). Esto evidencia la ausencia de datos

genomicos provenientes de la region de Amazonas en los periodos previos.

Por otro lado, se debe sefialar que las provincias de Ramdn Castilla y Datem del
Marafion estuvieron subrepresentadas. En Ramén Castilla, las secuencias
provinieron de dos distritos endémicos, con en mayor aporte del distrito de Yavari
(N2017-2021 = 19), mientras que el distrito de Ramoén Castilla presentd solo 3
secuencias (20062010 = 1, N2o17-2021 = 2). Finalmente, la provincia del Datem del
Marafién registr6 Gnicamente cuatro secuencias en el distrito de Morona,

distribuidas en los dos primeros periodos (N2006-2010 = 2, N2011-2016 = 2).
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Figura 3. Distribucion espacio-temporal de las muestras incluidas en el analisis
gendmicos. Segun el tipo de data, ubicacion geogréfica (provincia y distrito) y los
periodos definidos en base a las estrategias de intervencion contra la malaria (2006-
2023).

En general, la mayor proporcion de muestras corresponde a la provincia de Maynas
(60%), sequida de las provincias de Condorcanqui (17%) y Loreto (17%), mientras
que Ramon Castilla (5%) y Datem del Marafion (1%) poseen porcentajes menores

con respecto al total de secuencias analizadas (Fig. 4).
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Figura 4. Distribucion geografica de la data filtrada. Distribucion en porcentajes
de las muestras gendmicas andlizadas en la region de Loreto y Amazonas.

6.2. Estructuracion Genética Poblacional
Con el fin de evaluar la estructuracion genética poblacional de todas las muestras
analizadas, asi como la capacidad resolutiva de los distintos conjuntos de SNPs del
panel Pv AmpliSeq v2 Peru, a continuacion se compararon los resultados obtenidos
a partir del conjunto completo de SNPs bialélicos (que incluye marcadores neutrales

y bajo seleccion) con aquellos derivados del barcode ITM-Peru.

Primero, analizando la estructuracion en base a distancias genéticas, los arboles
filogenéticos construidos con el conjunto completo de SNPs bialélicos (Fig. 5A) y
el barcode ITM-Peru (Fig. 5B) presentaron una topologia general congruente, es

decir, una distribucion similar de los clados principales. Como evidencia de ello, en
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ambos arboles, en términos de patrones geograficos, se observo un clado bien
soportado correspondiente a las muestras de Condorcanqui, asi como otro clado
diferenciado que agrupa principalmente a los aislados de Ramon Castilla. Ademas,
los niveles de soporte bootstrap de los nodos principales de cada clado son

comparables (Bootstrap > 85).

Por otro lado, las muestras de Loreto y Maynas estuvieron ampliamente dispersas
en diferentes clados en ambos arboles, indicando la primera evidencia de la alta
diversidad genética y mezcla entre estas poblaciones procedientes de ambas
provincias. Los aislados del Datem del Marafion, con menor representacion
namerica, aparecieron intercalado dentro de claros representados por la provincia

de Maynas, indicando proximidad genética entre ambas provincias.

En términos de patrones temporales, no se observa un agrupamiento por periodos,
mas que en algunos clados especificos, principalmente los de Condorcanqui y
Ramon Castilla, dado que los aislados de dichas provincias fueron principalmente
muestrados en los periodos de 2022-2023 y 2017-2021, respectivamente. En
general, estos patrones indican que la estructura genética, particulamente la
agrupacion de poblaciones por provincia, es consistente independiente del nimero

de SNPs utilizados.

Sin embargo, se notaron algunas diferencias en la resolucion filogenética y en las
distancias genéticas. Aunque las longitudes de rama difirieron entre ambos arboles,
esta comparacion debe interpretarse con cautela, ya que las escalas de distancia son

independientes y no directamente comparables.
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Figura 5. Arboles filogenéticos de Neighbour-Joining (NJ). Mostrando los aislamiento de acuerdo por provincia, rango de afios y nivel de
soporte bootstrap contruidos partir de los 802 SNPs bialélicos (A) y el barcode ITM (B).
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Los resultados de PCA basados en el conjunto completo de SNPs bialélicos
mostraron una clara separacion de las muestras de Condorcanqui, las cuales
formaron un cluster aislado (color naranja) en los extremos positivos de ambos
ambos componentes principales (PC1 y PC2). Ademas, se observd una agrupacion
parcial de las muestras de Ramon Castilla en un cluster aislado (color morado) en
el extremo negativo de PC1 y positivo de PC2 (Fig. 6A). En cambio, las muestras
restantes mostraron un grado de solapamiento en la zona central del gréafico,
evidenciando una menor diferenciacion genética entre las demas provincias y los

distintos periodos de muestreo.

Con el objetivo de analizar las muestras sobrelapadas, se realizO un PCA
Unicamente con aquellas muestras sobrelapadas (Fig. 6B). Este analisis permitid
identificar solo un claster aislado (color verde), correspondiente principalmente a
las muestras de Maynas del periodo 2022-2023, agrupado en los extremos negativos
de los componentes principales. Fuera de este agrupamiento, no se observaron
patrones de estructuracion claramente definidos que coincida con la ubicacion o

periodo.

Por otro lado, los PCA utilizando el barcode ITM-Peru evidenciaron una menor
estructuracion genética. En el andlisis que incluy6 todas las muestras, solo se
observo una separacién parcial correspondiente a Condorcanqui (cluster naranja),
es decir, no incluye a todos los aislados de dicha provincia; ademas, no se observé
clusterizacion de los aislados de Ramon Castilla tal cual se visualiz6 en los analisis

usando el conjunto completo de SNPs (Fig. 6C).

Analizando exclusivamente las muestras sobrelapadas, el cual incluye las muestras
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de las provincias de Loreto, Maynas, Ramdn Castilla y Datem del Marafion, no se
identificd una estructuracion definida que coincida con las ubicaciones geograficas

o0 periodo debido a la dispersion entre las muestras (Fig. 6D).

Los andlisis de componentes principales evidencian una mayor resolucion para
detectar estructuracion genética usando el conjunto completo de SNPs bialélicos en
comparacion con el barcode ITM-Peru. Ademas, los clUsteres identificados con el
conjunto completo de SNPs mostraron una concordancia con la ubicacion
geogréfica de los aislados, principalmente agrupados por provincias tales como
Condorcanqui y Ramon Castilla, y en algunos casos, aparentemente con los
periodos de muestreo, sin embargo, no se puede realizar un afirmacion concluyente
de dicha separcion temporal dado la heterogeneidad del muestreo por tiempo y

ubicacion.
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Figura 6. Analisis de Componentes Principales (PCA) por provinciay periodos
de muestreo definidos. Patrones de estructuracion genética de todas las muestras
analizadas (A) y de las muestras provenientes de las provincias del Datem del
Marandén, Loreto y Maynas (B) utilizando el conjunto completo de SNPs bialélicos.
Asimismo, los patrones de estructuracion genética de todas las muestras (C) y de
las procedentes de las provincias de la region de Loreto (D) utilizando el barcode
ITM-Peru. En todos los paneles, cada muestra est4 representada por provincia y
periodos de muestreo, mediante color y por forma, respectivamente.

Dado los resultados del PCA derivados de los SNPs bialélicos y la concordancia de
la clusterizacion por ubicaciones geogréficas, se realizd los andlisis de
discriminacion de componentes principales (DAPC) basados en una agrupacion a
priori por provincias y/o distrito, con el fin de maximizar sus diferencias genéticas

y sondear la estructuracion de los clusteres.

Los primeros andlisis mediante DAPC se realizaron utilizando el conjunto completo
de SNPs bialélicos. Primero se utilizaron todos los aislados con una agrupacion a
priori por provincias. Se evidenciaron la presencia de 4 clusteres principales, los
cuales indican un estructuracion genética coherente a la distribucién a nivel de

provincia, mas no a nivel temporal (Fig. 7A).

Dentro de los clusteres formados se tiene de las poblaciones de Ramdn Castilla, un
cluster morado agrupado en los extremos negativos de los componente LD1y LD2;
Condorcanqui, cluster naranja agrupado en los extremos positivos de ambos
componentes; Maynas, cluster verde, y Loreto, clister azul, ambos clisteres muy
cercanos agrupados en los extremos positivos de los componentes, mientras que los

aislados de Datem del Marafidn estan distribuidos en dentro del clster de Maynas.

Ademas, se evidencia que tanto los cllsteres correspondientes a Condorcanqui y

Ramon Castilla presentan una mayor separacion genética en comparacion con
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Maynas y Loreto, ambos detallados por el 51.4% y 32.18% de diferenciacion entre
poblaciones, lo cual indica una buena representacion para integrar los datos acorde

a su procedencia, en este caso, especificamente a nivel de provincia (Fig. 7A).

La visualizacion por distrito de este DAPC demuestra que no hay estructuracion
genética entre los distritos de Condorcanqui, pero si dentro de los distritos de
Ramon Castilla (Anexo 6A). Dado que los aislados de Yavari estan clusterizados
en los extremos negativos del LD1 en compracion con los aislados del distrito

Ramon Castilla, ambos pernetencientes a la provincia de Ramon Castilla.

También, se realizd el DAPC de los aislados de la provincia de Maynas con una
agrupacion a priori a nivel de distritos. Se opt6 por obviar aquellos que tienen solo
aislado por distrito. Asi la distribucion de los aislados de la provincia por Maynas
no evidencian una estructuracion genética a nivel de distritos, sin embargo, es
importante notar que los aislados de los distritos de San Juan Bautista y Punchana
son los més separados en el primer componente LD1 (56.38). El solapamiento con
el distrito de Mazan sugiere que no hay una estructuracion genética completa entre

distritos (Fig. 7B).

Los analisis posteriores de DAPC se elaboraron mediante el uso del barcode ITM-
Peru. En el DAPC utilizando todos los aislados y con agrupaciones a priori por
provincia, se observa que no hay una mayor resolucion para detectar estructuracion
genética a nivel de ubicacion o tiempo. Sin embargo, cabe resaltar que, se
detectaron la clusterizacion de los asilados de la provincia Ramon Castilla en el
primer componente LD1, mientras que Condorcanqui presenta un agrupamiento

parcial en el segundo componente LD2, parcialmente sobrelapado con los aislados
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de Maynas y Loreto (Fig. 7C). Estos Ultimos patrones descritos coinciden con una
clusterizacién a nivel de distrito, puesto que los aislados del distrito de Yavari
difieren genéticamente del resto de aislados al usar el barcode ITM-Peru (Anexo

6C).

Posterioremente, se realizo el DAPC de los aislados de las provincias con
dispersiones similares, el cual incluye a Loreto, Maynas y Datem del Marafion, se
agruparon a priori por distrito. Aunque se observa una separacion de algunos
aislados del distrito de Trompeteros, provincia Loreto, se mantiene un solapamiento
con las muestras de Maynas. Por ello se concluye que bajo este enfogue no se
encontrd patrones de estructuracion genética que este delimitada por tiempo y/o

ubicacion debido al nivel resolutivo propio del panel barcode ITM-Peru (Fig. 7D).
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Figura 7. Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC)
agrupados a priori por ubicacion geografica. Patrones de estructuracion genética
de todas las muestras agrupadas a priori por provincias (A) y de las muestras de la
provincia de Maynas agrupadas a priori por distrito (B) ambos andlisis utilizando
el conjunto completo de SNPs. Patrones de estructuracion genética de todas las
muestras agrupadas a priori por provincias (C) y de las muestras de las provincias
de Maynas, Loreto y Datem del Marafion agrupadas a priori por distritos (D),
ambos analisis utilizando el barcode del ITM-Peru. En todos los paneles, cada
muestra esta representada por provincia y periodos de muestreo, mediante color y
por forma, respectivamente.

Ademaés se realizaron sondeos adicionales para verificar si existe estructuracion
genética a nivel temporal en base a los periodos definidos en este estudio usando
solo el conjunto completo de SNPs dado a su mayor resolucion genética. Con los
andlisis de DAPC realizados con agrupaciones a priori en base a los periodos de
muestreo se evidencié que no hay una estructuracién genética parcial, dado la
formacion de un cluster que representa a las muestras del 20222-2023, agrupados
en los extremos negativos de los componentes; y la formacién de otro cllster que
representa a las muestras 2006-2010, ambas agrupadas en el extremo positivo de

LD1 y negativo de LD2 (Anexo 7A).

Aungue ambos clusteres estan diferenciados dentro del primer componente, se debe
sefialar que el mayor porcentaje de aislados procedentes del periodo 2022-2023
provienen de la provincia de Condorcanqui y que el mayor porcentaje
(aproximadamente el 90%) provienen de la provincia del Maynas, indicando que,
las separaciones de ambos clisteres sea producto principalmente de la ubicacion

mas que del periodo de muestreo.

Adicional, a partir del PCA construido solo con las muestras de los periodos 2011-

2016 y 2017-2021, se realizd el analisis DAPC con agrupaciones a priori por
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periodos de muestreo (Anexo 7B). Los resultados indicaron que no existe
estructuracion genética entre ambos periodos, por lo que se sugiere que no hay
evidencia suficiente para obtener inferencias significativamente bioldgicas a partir
de las agrupaciones por periodos de muestreo; sin embargo, con la finalidad de
poder describir la data en su totalidad, se incluyeron en los analisis sin derivar

conclusiones poblacionales a partir de ellas.

El distrito de Mazéan presenta aislados secuenciados en los 4 periodos definidos.
Este subgrupo muestral representa el Unico ejemplo para realizar anélisis de
cambios temporales en un lugar geogréafico-especifico. Los analisis de PCA
evidenciaron que los aislados muestrados en el periodo 2022-2023 mantienen una
diferenciacion genética agrupados en los ejes negativos de ambos componentes;
mas no se encontraron estructuracion genética dentro de los otros periodos (Anexo
8A). Al maximizar las diferencias en grupos a priori por periodo de muestreo, se
observd que las muestras del distrito de Mazan se estructuran genéticamente de
acuerdo a los periodos temporales (Anexo 8B). Dentro de estos agrupamientos se
observd que tanto los periodos de 2006-2010 y 2022-2023 mantienen una
estructuracién mas separada en comparacion a los otros periodos, mientras que los

periodos 2011-2016 y 2017-2021 mantienen clsteres parcialmente separados.

Luego de validar la estructura genética nivel de provincia, resultados respaldados
por los algortimos de agrupamiento (PCA y DAPC), se realizaron analisis

complemetarios para caracterizar la dindmica de dichas poblaciones.

El analisis de varianza molecular jerarquico (AMOVA), es decir a nivel de

provincia y regiones, revel0 patrones de estructuracion genética consistentes entre
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los dos conjuntos de SNPs analizados (Tabla 8). Sin embargo, la magnitud de la
variacion explicada por los distintos niveles jerarquicos difirio entre el conjunto

completo de SNPs bialélicos y el barcode ITM-Peru.

En el andlisis basado en el conjunto completo de SNPs, se observé que la mayor
proporcion de la variacion genética se encuentra dentro de las provincias (68.4%),
seguida por una fraccion considerable entre provincias dentro de las regiones
(16.2%) y en menor media, entre regiones (15.4%). Los indices de fijacion
jerarquicos fueron significativos para los niveles regional (Oct= 0.3157, p = 0.001)
y provincial (®sc = 0.1914, p = 0.001), indicando una diferenciacion genética
moderada tanto entre regiones como entre provincias, mientras que el valor total

(st = 0.1538) no fue estadisticamente significativo (p = 0.423).

Por otro lado, el analisis realizado con el barcode ITM-Peru mostr6 una tendencia
similar, aunque con una menor magnitud de variacion. La variacion dentro de
provincias representd el 71.7% del total, mientras que las fracciones entre
provincias y entre regiones fueron de 8.8% y 19.5%, respectivamente. De manera
analoga, los indices de fijacion ®ct (0.2835) y ®sc (0.1094) resultaron
significativos (p = 0.001), en tanto que el valor total ®st (0.1955) no mostro

significancia (p = 0.208).

En base a la capacidad del conjunto completo de SNPs bialélicos, se aplicé el
modelo no jerarquico de AMOVA para evaluar la estructura temporal de las
muestras agrupadas por periodo de muestreo, estrictamente con finalidades
descriptivas mas que interpretativas (Anexo 9). Aqui se observo que la mayor parte

de la variacion genética se encuentra dentro de los rangos de afios (84.6%), mientras

72



que un 15.4% de la variacion se atribuye a diferencias entre los rangos de afios. El
componente de varianza correspondiente a la variacion temporal tiende a ser
significativo (® = 0.1541, p = 0.001), lo que se podria indicar como una
diferenciacion genética moderada a lo largo del tiempo; sin embargo, en base a lo
descrito en los analisis de PCA y DAPC, esta diferenciacion puede estar sesgada
debido a que en cada agrupacion temporal no incluye muestras de los mismos sitios

de estudio.

Adicionalmente, basandonos en la alta resolucion por el conjunto de los SNPs
bialélicos se realiz el andlisis de ancestria genética mediante ADMIXTURE (Fig.
8). Los resultados de cross-valitation (Anexo 10) no permitieron identificar el valor
optimo K, dado que el error de validacion disminuyd progresivamente con el
incremento del K, mostrando una mayor reduccion hasta K=5, tras lo cual las
disminuciones fueron menores. Esto sugiere que las muestras analizadas poseen
una estructura compleja y continua, sin limites genéticos estrictos a las ubicaciones
geogréficas. Ante la ausencia de un K dptimo definido, se seleccionaron los valores
de K igual a 5 (Fig. 8A) y 6 (Fig. 8C) por presentar una mejor correspondencia

bioldgica y menores errores de validacion significativos.

Para K=b5, se observaron cllsteres genéticos diferenciados asociados
principalmente a provincias especificas, especialmente entre Condorcanqui y
Ramon Castilla, mientras que Loreto, Maynas y Datem del Marafién mostraron una
composicion mixta de ancestrias (Fig. 8A). En K=6, la aparicion de un cluster
adicional permitié discriminar subestructuras dentro de Loreto y Maynas,

evidenciando una mayor resolucion genética (Fig. 8C).

73



Al evaluar las proporciones de los clusteres genéticos a lo largo del tiempo (Fig.
8B, 8D), se observo una notable persistencia en la composicidn de ancestrias dentro
de las mismas provincias, aunque con variaciones en su frecuencia relativa. Entre
ellos, destaca la presencia de un cluster predominante en la provincia de
Condorcanqui durante ambos periodos de muestreo (2017-2021 y 2022-2023). Este
mismo cluster ancestral, también se observé en periodos anteriores en Datem del
Marafién, Loreto y Maynas, aungue en menor proporcion, sugiriendo una posible

introduccion o dispersion de un linaje ancestral desde Loreto a Amazonas.

Asi mismo, en Ramon Castilla se observé que un cllster se mantiene y aumenta en
proporcion después de un intervalo de tiempo sin muestreos, lo que podria reflejar
la persistencia y/o expansion local de un linaje dominante. En el caso de Maynas,
independientemente del valor de K, los clUsteres de ancestria se mantienen estables
desde el 2006 hasta el 2021; sin embargo, uno de ellos aumenta en porporcion en
el altimo periodo, lo cual sugire una posible expansion clonal de un linaje especifico

dentro de Maynas, el cual comparte con Ramon Castilla.
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Tabla 8. Analisis de Varianza Molecular jerarquico (AMOVA) por agrupaciones geograficas usando todos los SNPs bialélicos y el

barcode ITM.

Por agrupaciones geograficas (AMOVA jerarquico) - Usando todos los SNPs bialélicos

Fuente de Variacion Df Suma de Media de Componente de Porcentaje de Indices de P-value

Cuadrados Cuadrados varianza variacion fijacion
) 1 882.0125095 882.0125095 4.192056 15.37682 ®ct =0.3157 0.001

Entre Regiones

Entre Provincias dentrode 3 701.4379016 233.8126339 4.414886 16.19418 ®sc =0.1914 0.001

las regiones

Dentro de Provincias 397 7406.130988 18.65524178 18.655242 68.42901 ®st=0.1538 0.423

Total 401 8989.581399 22.41790872 27.262184 100

Por agrupaciones geograficas (AMOVA jerarquico) - Usando el barcode ITM

Fuente de Variacion Df Suma de Media de Componente de Porcentaje de Indices de P-value
Cuadrados Cuadrados varianza variacion fijacion

Entre Regiones 1 248.9847 248.984737 1.5920343 19.548981 ®cT=0.2835 0.001

Entre Provincias dentrode 3 122.2875 40.762487 0.7166866 8.800371 ®sc =0.1094 0.001

las regiones

Dentro de Provincias 397 2316.5354 5.835102 5.8351019 71.650649 ®st=0.1955 0.208

Total 401 2687.8076 6.702762 8.1438228 100
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Figura 8. Estructura genética de las muestras de Amazonas y Loreto inferido
mediante analisis de ADMIXTURE. Plots de asignacion individual de ancestria
para K =5 (A) Y K =6 (C). Distribucién de las propociones de los clusteres por
provincia y rango de afios correspondientesa K =5 (B) y K=6 (D).

Los valores de Fis obtenidos a partir del conjunto completo de SNPs bialélicos (Fig.
9A) evidenciaron una mayor dispersion entre provincias, variabilidad que puede
atribuirse a que este conjunto incluye SNPs neutrales y bajo presion selectiva. Las
provincias de Condorcanqui y Datem del Marafion presentaron los valores carcanos
a 1, evidenciando la baja diversidad clonal, Maynas y Ramén Castilla tienden hacia
valores cercanos a cero, indicando exceso relativo de infecciones policlonales,
estado que no coincide con los valores encontrados en el Fws para la provincia de

Ramon Castilla.

En contraste, los valores estimados con el barcode ITM-Peru (Fig. 9B) mostraron
menor variabilidad entre provincias, con distribuciones mas homogéneas y
centradas hacia valores positivos, indicando la baja diversidad clonal. En particular,
Condorcanqui y Ramoén Castilla poseen valores medios de 0.95, sugiriendo una

mayor proporcion de muestras monoclonales en estas provincias.
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Figura 9. Distribucién del indice de endogamia (Fis) distribuido por provincia.
Los valores calculados a partir del conjunto completo de SNPs bialélicos (A) y los
SNPs del barcode ITM-Peru (B).

Los valores de Fst entre los grupos definidos por provincias, estimados a partir del
conjunto completo de SNPs bialélicos (Fig. 10A) y el barcode ITM-Peru (Fig. 10B),
no mostraron diferencias significativas en las comparacion por pares, y se
mantuvieron en un rago estrecho de variacién (0.01 a 0.05). En ambos conjuntos de
SNPs bialélicos se observa un patron consistente en los dendogramas; donde las
provincias de Maynas, Datem del Marafién y Loreto forman un clado. Sin embargo,
existen diferencias en la posicion de Condorcanqui entre ambos conjuntos de datos.
Cuando se utiliza el conjunto completo de SNPs bialélicos (Fig. 10A),
Condorcanqui aparece mas préximo al clado formado por Loreto-Maynas-Datem
del Marafién. En contraste, al emplear el conjunto reducido del barcode ITM-Peru

(Fig. 10B), Condorcanqui se ubica como la provincia més divergente, mientras que

todas las provincias de la region de Loreto se agrupan dentro de un mismo clado.

Segun los valores de Fst, para ambos conjuntos de datos (Fig. 10), las provincias
de Datem del Marafién y Maynas no presentan diferenciacion genética entre si (Fst

= 0). La provincia de Loreto mantiene una baja diferenciacion con respecto a las
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Altura

dos provincias antes mencionadas (Fst = 0.05 — 0.08). La provincia de Ramoén
Castilla exhibe una alta diferenciacion en relacion a Maynas y Loreto (Fst =0.30 —
0.36), y muy alta diferenciacion respecto a Datem del Marafion (Fst =0.61 — 0.63).
Por ultimo, la provincia de Condorcanqui presenta diferenciacion muy alta con el
resto de provincias, destacando su marcada divergencia con Datem del Marafion
(Fst = 0.51 — 0.53) y a Ramon Castilla (Fst = 0.73 — 0.74). Particularmente, se
observa que las provincias de Ramon Castilla y Condorcanqui son poblaciones

extremadamente diferenciadas entre si.

Altura

Figura 10. Distribucién del indice de fijacion (Fst). Matriz de diferenciacion
genética y dendograma basado en el indice de fijacién Fsr, agrupados por provincia
a partir de los 802 SNPs bialélicos (A) y los SNPs del barcode ITM (B).

Asi mismo, se observa que, usando ambos paneles de SNPs, los distritos mas
divergentes son Nieva y Rio Santiago (provincia de Condorcanqui), y Yavari
(provincia Ramon Castilla) en comparacion con el resto de distritos. Los valores de
Fst estimados en ambos paneles tampoco se observa diferencias significativas
(Anexo 6B y 6D).

De manera descriptiva, se estimaron los valores de Fst en las agrupaciones

temporales utilizando el conjunto completo de SNPs (Anexo 7C). Las muestras de
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los periodos 2006-2010, 2011-2016 y 2017-2021 mantienen una baja diferenciacion
genética (Fst = 0.06 — 0.08) y se agruparon dentro del mismo clado en el
dendograma. Mientras que las muestras del periodo 2022-2023 es un grupo muy
diferenciado con el resto de periodos (Fst = 0.20 — 0.31).

Por ultimo, en el andlisis temporal de las muestras de Mazan se observo que las
muestras del 2017-2021 y 2011-2016 mostraron una baja diferenciacion genética
(Fst = 0.01), en cambio las comparaciones de ambos periodos con el rango 2006-
2010 demuestra un mayor nivel de diferenciacion genética (Fst = 0.03 — 0.04). En
cambio las compraciones con los muestreos del 2022-2023 representan una alta

diferenciacion genética (Fst = 0.56 — 0-39) (Anexo 8C).

6.3. Estimaciones de la Diversidad Genética
Con finalidad de realizar interpretaciones poblaciones, los siguientes analisis
también se realizaron principalmente con los grupos a nivel de provincias,
agrupaciones respaldadas por los analisis de estructuracidn genética. Los niveles de
diversidad genética se estimaron mediante dos parametros: 1) La heterocigocidad
esperada (He) utilizando los SNPs neutrales del barcode ITM-Peru y hacer
comparable los valores con otros estudios; y 2) la diversidad nucleotidica () a partir
de todas las regiones del panel Pv Ampliseq v2 Peru para mejorar la estimacion de
la diversidad aprovechando un mayor nimero de sitios. Cada violin representa la
densidad de probabilidad de los datos, mientras que el diagrama de cajas interna

indica la mediana, cuartiles y valores extremos.

El andlisis de la He a nivel regional/provincial mostrd diferencias significativas

entre varias de las comparaciones. A nivel de regiones, Loreto presentd mayor
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diversidad genética (He = 0.339), mientras que Amazonas mostro un valor
considerablemente menor (He = 0.065), con una diferencia altamente significativa

(pvaie < 0.001) (Fig. 11A).

Al analizar por provincias, los mayores valores de He se observaron en Maynas (He
= 0.351), sequida de Datem del Marafion (He = 0.295) y Loreto (He = 0.277). En
contraste, las provincias de Ramon Castilla (He = 0.090) y Condorcanqui (He =
0.065) evidenciaron niveles notablemente bajos de heterocigosidad (pvaie < 0.001
en todas las combinaciones pareadas). En particular, la provincia de Maynas
presentd valores significativamente mas altos de He en comparacién con Ramén
Castilla y Condorcanqui, al igual que Datem del Marafion y Loreto, cuyos niveles
de diversidad genética fueron también superiores respecto a Ramén Castilla y

Condorcanqui (Fig. 11B).

Al analizar la He por rango de afios (Anexo 7D), se observa que los valores son
relativamante mayor en los periodos 2006-2010 (He = 0.374) y 2011-2016 (He =
0.366), seguidos del periodo 2017-2021 (He = 0.285). Posteriormente, se evidencia
una reduccion marcada y estadisticamente significativa en el periodo 2022-2023
(He = 0.056), lo que sugiere una aparente disminucion en la variabilidad genética.
Sin embargo, es importe sefialar que las muestras provienen de diferentes
provincias para cada periodo, y el 19.7% de las muestras del periodo 2022-2023
provienen de la region de Loreto, por lo que la disminucion de la He no
necesariamente refleja con exactitud la dindmica historica de la variabilidad

genética de P. vivax en el tiempo.

En el caso particular del analisis temporal de las muestras de Mazan se observé que

los valores de la diversidad genética (He) se mantiene entre los primeros 3 periodos
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de muestro (He=0.35 — 0.36) hasta el periodo 2022-2023 donde se observd una
disminucion de la diversidad genética (He=0.05). Las diferencias significativas
entre el periodo 2022-2023 con respecto al resto de periodos concuerdan con los

patrones de estrcuturacion genética encontrados (Anexo 8D).

El andlisis de la diversidad nucleotidica (=) a nivel regional (Fig. 11C) evidencia
diferencias significativas, siendo la region de Loreto (x = 8 x 10 con mayor
diversidad en comparacion con Amazonas (m =4 x 10#) (pvae < 0.001). A nivel
provincial (Fig. 11D), la provincia del Datem del Marafién (z = 14 x 10™*; todas
comparaciones por pares con pvaie < 0.001) y Loreto (m =10 x 10**; comparaciones
por pares con Condorcanqui, Maynas y Ramaén Castilla y 10S pvaive < 0.001, pvaive <
0.01y pvaie < 0.05, respectivamente) presentan los valores méas altos de diversidad;
mientras que Maynas (r = 6 x 10™) presenta valores de diversidad intermedia. En
contraste, Ramon Castilla (m = 4 x 10#) y Condorcanqui (x = 4 x 10%) registran
los valores més bajos. Las comparaciones multiples indican que Datem del
Marafién y Loreto poseen diferencias significativas frente a las otras provincias,

principalmente con las de menor diversidad.

Con respecto al analisis de m por rango de afios (Anexo 7E), se observa que el
periodo 2006-2010 (r =5 x 10™) tiene los valores mas bajos, mostrando diferencias
significativas con los periodos 2011-2016 (x = 8 x 10%) y 2017-2021 (m =9 x 10
%). Este patron de incremento de diversidad aparentemente parece mantenerse en el
siguiente periodo 2022-2023 (n =7 x 10#), aunque con una ligera disminucion. Sin
embargo, este patron no refleja la variacion historica de los parasitos, debido a la

heterogeneidad en el niUmero de muestras entre regiones/provincias y periodos.
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Figura 11. Medidas de la diversidad genética de las muestras P. vivax de
Amazonas y Loreto. Se muestran las comparaciones de la heterocigosidad
esperada (He) entre regiones (A) y provincias (B), asi como de la diversidad
nucleotidica (7) entre regiones (D) y provincias (E) Las barras horizontales indican
las comparaciones significativas entre grupos, donde *p<0.05; **p < 0.01y ***p
< 0.001.

La complejidad de infeccion (COI) se estimé a partir del indice Fws, considerando
como infecciones monoclonales aquellas con valores de Fws > 0.95 y como
infecciones policlonales aquellas con Fws < 0.95. En total, el 16.17% de las
muestras analizadas correspondieron a infecciones policlonales. Entre las
provincias evaluadas, Datem del Marafion y Loreto presentaron las mayores

proporciones de infecciones policlonales (0.25 y 0.35, respectivamente), mientras
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que Condorcanqui y Ramon Castilla mostraron proporciones bajas (0.03 y 0.14,
respectivamente), lo cual concuerda con los menores niveles de diversidad genética
observados en estas zonas (Fig. 12A). Por su parte, Maynas registré una proporcion
intermedia (0.15) de muestras policlonales en comparacion a las otras proporciones
encontradas. Sin embargo, dado a que la provincia de Maynas concentra el mayor

namero de muestras, representa el grupo con més infecciones policlonales.

Estos resultados indican que la mayoria de las muestras presentan valores altos de
Fws, lo que evidencia un predominio de infecciones monoclonales. No obstante, en
Loreto y Maynas se identificaron multiples casos con valores de Fws menores a

0.95, reflejando la presencia de infecciones policlonales (Fig. 12B).
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6.4. Conectividad Genética
Los analisis de estructuracion genética revelaron las unidades de analisis se pueden
agrupar a nivel de provincia, ademas se sugiere una posible introduccion de linajes
parasitarios desde Loreto a Amazonas, seguido de expansiones clonales
geograficamente aisladas. Para confirmar esta hipétesis y determinar si existe flujo
genético entre estas provincias endémicas, se usaron el conjunto completo de SNPs
bialélicos para analisis de conectividad en cuatro enfoques complementarios: 1) la
conectividad genética basados en la identidad por descendencia (IBD); 2) la
inferencia de relaciones direccionales de conectividad a partir de los patrones de
arboles filogenéticos; 3) la cuantificacion de la conectividad genética de los aislados
agrupados por provincias mediante la estimacion del nimero de migrantes por
generacion; y finalmente 4) la prediccién del origen geografico de las muestras de

P. vivax agrupadas en provincias.

Primero, la identidad por descendencia (IBD) estima el porcentaje del genoma que
es compartido entre dos individuos como resultado de la herencia de un ancestro
comun reciente. Asi, se usa este parametro para medir el grado de parentesco entre
aislamientos y como primer enfoque para detectar los niveles de conectividad
genética entre poblaciones. Con un umbral de IBD al 90% (Fig. 13A), se observo
que las redes se fragmentan en pequefios cllsteres de muestras genéticamente
idénticas. Estos agrupamientos reflejan la presencia de linajes clonales dentro de
provincias especificas. Se observa que hay diferentes clusteres de linajes clonales
en las provincias de Loreto y Maynas. En contraste, en las provincas de
Condorcanqui y Ramoén Castilla se observa linajes clonales unicos para cada

provincia, lo que sugiere la persistencia local de clones dominantes. Aqui es
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importante destacar que solo un individuo de Condorcanqui fue casi indentico a

cinco individuos de Maynas.

Al reducir el umbral a IBD al 50% (Fig. 13B), se mide la conectividad poblacional
intermedia debido al parentesco parcial compatible con el intercambio genético
entre subpoblaciones y/o persistencia de linajes comunes. Se observd que
incrementa la conectividad entre provincias, observandose grupos interprovinciales
y relaciones genéticas mas amplias, indicativas de intercambio genético moderado.
Asi, se observa que individuos de las provincias de Loreto y Maynas se conectan
principalmente. Ademas, se observa que las provincias de Condorcanqui posee una
conectividad en menor medida con las provincias de Loreto y Maynas. Ademas, se
observo una baja conectividad entre Ramon Castilla y Maynas. Aun flexibilizando
los umbrales de IBD, se mantienen los cllsteres dominantes correspondientes a

Condorcanqui y Ramon Castilla.

Por ultimo, al aplicar un umbral del IBD = 10% (Fig. 13C), la red se volvié mas
densa, integrando la mayoria de las muestras en un gran cluster. Este patron sugiere
la existencia de una base genética compartida a nivel regional, donde las
poblaciones de P. vivax mantienen linajes ancestrales comunes entre provincias.
Siguiendo los mismos procedimientos, se realizaron los analisis a nivel de distritos
(Anexo 11). Aqui se observo que los distritos de Rio Santiago y Nieva
(Condorcanqui) forman un solo cluster predominante, al igual que el distrito de

Yavari (Ramon Castilla).
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Figura 13. Redes de conectividad genética de P. vivax basadas en la Identidad por Descendencia (IBD) identificados por
provincia/region. Redes con umbral de IBD igual a 90% (A), 50% (B) y 10% (C). Cada nodo representa un aislamiento y las conexiones
representa el par de muestras que comparten la proporcion umbral.
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El segundo enfoque basado en analisis de redes de transmision potencial estimados
en StrainHub permitié identificar los patrones de conectividad entre provincias

amazonicas.

En el gréfico de burbujas (Fig. 14A), construido a partir de las métricas de
conectividad (Anexo 12), revelaron diferencias marcadas en los roles de cada
provincia dentro de la red. El grado de salida (outdegree, eje X), que refleja el
namero de conexiones desde una provincia hacia otras, fue mayor en Maynas y
Loreto, indicando su funcién predominante como fuentes de transmision. El grado
de entrada (indegree, eje Y), que representa la cantidad de conexiones recibidas,
fue més alto en Condorcanqui y Loreto, lo que sugiere sus papeles principalmente
receptores. Es notable que, segun este enfoque, la provincia de Loreto tendria un

papel simultateno como fuente y receptora de transmisién con Maynas. EI Source

outdegree
indegree

Hub Ratio (SHR = ) mostrd valores elevados (0.8) en Maynas,

confirmando su predominancia como nodo emisor, mientras que en las otras
provincias de Ramon Castilla y Datem del Marafion presentaron valores de 0,
confirmando su funcién como nodos receptores. En cuanto a la centralidad de
intermediacion (betweenness), que mide cudntas veces un nodo conecta con otros
nodos en la red, Maynas destacé con los valores més altos (4), reflejando su rol

como punto de conexidn entre multiples rutas de transmision.

En el mapa de transmisiones potenciales basados en el Source Hub Ratio (Fig. 14B),
adaptado de los redes propias de StrainHub (Anexo 13), los patrones espaciales
coincidieron con las métricas de conectividad. Se evidenciaron flujos

bidireccionales intensos desde Maynas y Loreto, asi como flujos unidireccionales
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desde Maynas al Datem del Marafién. Ademas, se identificaron conexiones
secundarias entre Loreto y Condorcanqui en ambas direcciones, junto con una
conexion unidireccional de Maynas hacia Condorcanqui. Por otro lado, las
provincias de Ramén Castilla y Datem del Marafion mostraron un nimero reducido
de eventos de intercambio y un menor peso de conexion (segun el SHR),

evidenciando su funcién como nodos extremos terminales de la red.
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Figura 14. Redes de transmision de P. vivax basados en las métricas de
conectividad inferidas por StrainHub. Diagrama de dispersion de métricas de
conectividad entre provincias (A). Mapa de transmisiones potenciales entre
provincias basados en la métrica Source Hub Ratio (B).
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Ambos resultaos revelan que los patrones de transmision potencial estdn dominados
por flujos que emergen principalmente desde Maynas, actuando como foco de
redistribucion hacia provincias aledafias, generando asi un patron de transmision

provincial jerarquizado.

El tercer enfoque basado en el nimero de migrantes efectivos por generacién (Nm),
mide el grado de flujo genético entre poblaciones. Este parametro (Nm) mide el
namero promedio de individuos que migran y se reproducen con éxito en una
poblacion diferente en cada generacion. Valores mayores a 1 indican un flujo
genético elevado lo suficiente para contrarestar la deriva génica; menores a 1, flujo

genético restringido y diferenciacion entre poblaciones (Slatkin, 1987).

El analisis del flujo génico entre agrupaciones reveld una baja conectividad genética
entre provincias. Solo se mostraron los valores de Nm mayores a 0.1, lo que sugiere
diferentes grados de intercambio genético entre provincias, incluso en niveles
limitados de conectividad (Fig. 15). En general, el mapa sugiere que la migracion
entre provincias es insuficiente para homogenizar las poblaciones, pero si lo

suficiente para evitar una diferenciacion genética completa.

El mayor flujo genético se observé un flujo génico entre Maynas y Condorcanqui,
con valores de Nm = 1 en direcciéon a Condorcanqui. Esto sugiere la posibilidad de
un evento de introduccion desde Maynas a Condorcanqui. No obstante, Maynas
mostro una conectividad extremadamente baja con Datem del Mararon (Nm =
0.20). Este patron respalda que Maynas actia como nodo central de conectividad
genética; sin embargo, los bajos valores de Nm entre provincias evidencian que la

conectividad genética es muy restringida entre areas separadas por mas de 300 km
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de distancia, mas aun en provincias que no estan conectadas por las mismas cuencas

fluviales.

Por otro lado, Condorcanqui mostr6 valores menores (Nm = 0.20) en su conexion
con Ramon Castilla, lo que refleja un aislamiento genético relativo de las
poblaciones del norte de Amazonas respecto a las del oriente de Loreto, las
provincias mas alejadas en este estudio. Asimismo, Ramon Castilla presento flujos
débiles y direccionales principalmente hacia Maynas (Nm = 0.20), lo que implica
que probablemente Ramdn Castilla tenga flujo génico asimétrico, es decir, entrada
de linajes externos desde zonas mas conectadas, como las fronteras con Colombia

y Brasil.

La provincia del Datem del Marafion presentd conexiones bidireccionales con
Condorcanqui y Maynas, sin embargo, el tamafio muestral de Datem del Marafidn
podria estar generando sesgos en este analisis. Por ultimo, la provincia de Loreto
destaco principalmente por tener solo una conexién muy baja con Condorcanqui

(Nm = 0.20), indicando la ausencia de flujo genético entre ambas provincias.
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Figura 15. Conectividad genética entre provincias de Loreto y Amazonas
basados en el nUmero de migrantes por generacion (Nm). Los valores de Nm
fluctdan entre 0.1 a 1.

El altimo enfoque, se basa en la prediccion del origen geografico basado en los 33
SNPs validados internacionalmente del barcode GEO33 (Trimarsanto et al., 2022).
La prediccion de origen de las infecciones de P. vivax result6 en 3 paises: Brasil,
Colombia y Pert (Fig. 16). Se observa que la mayoria de las muestras de
Condorcanqui fueron asignadas con alta probabilidad a Colombia (0.809). Por otro
lado, las muestras de Datem del Marafidn muestran la mayor probabilidad de origen
asociada a Brasil (0.75). Las provincias de Loreto y Maynas exhiben una mayor
proporcién de asignaciones internas hacia Perd (0.529-0.537), aunque con
contribuciones mixtas de Brasil y Colombia. Finalmente, las muestras de Ramon
Castilla se asignan en su totalidad a Brasil (1.0), reflejando una fuerte similitud

genética con poblaciones brasilefias adyacentes.
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La complementariedad de estos resultados evidencian que las poblaciones
parasitarias de Condorcanqui y Ramon Castilla estan genéticamente aisladas de las
otras provincias de la region de Loreto. Ademas del bajo parentesco parasitario y
las redes potenciales de transmision, los valores de migracion genética (Nm)
sugiere un evento de introduccién Unico desde la region de Loreto (provincia
Maynas) a la region de Amazonas (provincia Condorcanqui). Por otro lado, en base
a los resultados de prediccion de origen, los aislados de Ramén Castilla podrian
estar influenciada por flujos genéticos de poblaciones parasitarias provenientes de

paises como Brasil.
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Figura 16. Prediccion de origen geografico de las muestras de P. vivax por
provincia. Frecuencias de prediccion utilizando los SNPs del barcode GEO33.
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VII. DISCUSION

La Amazonia peruana presenta una alta carga de pacientes con sindromes febriles
de etiologia patogénica diversa. En ese contexto, la malaria continua siendo la
infeccion predominante, con mayor prevalencia de Plasmodium vivax, y se
mantiene como un problema prioritario de salud publica (Sanchez et al., 2025). En
el Per(, la mayor parte de los casos de malaria se concentran en Loreto y Amazonas,
a pesar de la puesta en marcha del Plan hacia la Eliminacion de la Malaria 2022—
2030 del MINSA (MINSA, 2022). Con el aumento de infecciones en los ultimos
afios (MINSA, 2026), persisten interrogantes sobre los mecanismos que permiten
la dispersion de P. vivax hacia comunidades remotas y la existencia de flujos
genéticos entre areas alejadas. Asi, la vigilancia genémica emerge como una
herramienta clave para comprender la estructura y flujo genético de las poblaciones

parasitarias y fortalecer las estrategias de eliminacion (Kattenberg et al., 2024b).

Con ello, esta tesis describe la dinamica poblacional de P. vivax en Loreto y
Amazonas utilizando datos publicos de secuencias NGS y evalu6 la existencia de
flujos genéticos entre zonas remotas. Se encontr6 que las provincias endémicas de
ambas regiones presentaron estructuracion genética, particularmente en
Condorcanqui y Ramon Castilla, lo cual sugiere que las unidades de analisis puede
integrar aislados de las mismas provincias. Ademas, las poblaciones parasitarias de
P. vivax de la region de Loreto presentan una alta diversidad genética, en contraste
con las poblaciones parasitarias de la region de Amazonas, donde se encontrd un
linaje clonal predominante. Finalmente, se evidencid que la conectividad parasitaria

entre ambas regiones es limitada.
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7.1. Calidad de las secuencias de P. vivax
Los analisis se realizaron con muestras que hayan pasado el umbral de calidad
establecido. Asi solo el 87.4% cumplieron con tener una profundiad de cobertura
mayor a 10x y un porcentaje de genotipos faltantes mayor a 35%. Estos criterios de
calidad estrictos son fundamentales para garantizar la confiabilidad en los analisis
gendémicos de P. vivax, especialmente cuando se trabaja con paneles de SNPs
derivados de AmpliSeq o secuenciacion de genomas completos (WGS) (Hupalo et
al., 2016; Kattenberg et al., 2022; Pearson et al., 2016), asumiendo estos como

minimo estandar metodoldgico para la comparacion entre estudios.

La cobertura minima de 10X asegura que cada posicion del genoma sea leida al
menos diez veces, reduciendo la probabilidad de llamadas de SNP err6neas debidas
a errores de secuenciacion (Bright et al., 2012). De manera complementaria, la
exclusion de muestras con méas del 35% de datos faltantes permite evitar sesgos
derivados de genotipos incompletos que pueden distorsionar los analisis de
estructura poblacional o diversidad, porcentaje que esta dentro del rango (15 —50%)
a lo realizado en otros estudios con muestras de P. vivax (Ibrahim et al., 2023,;
Kattenberg et al., 2024b; Pearson et al., 2016; Sutanto et al., 2023). Este umbral
balancea la retencion de informacién genética con la eliminacion de muestras de
baja calidad, una decision especialmente relevante en P. vivax, cuya baja
parasitemia y genomas multiclonales dificultan la obtencion de datos de alta

cobertura (Auburn et al., 2013).

Después de aplicar los filtros, el total de muestras son 68 y 334 para las regiones de
Amazonas y Loreto, respectivamente. Segun los calculos el minimo numero de

muestras era 96 para cada region, por lo que el “n” total de Amazonas queda por
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debajo del umbral proyectado, lo cual puede afectar la precision de las estimaciones
de la diversidad genética y aumentar la varianza de las métricas, un efecto
ampliamente documentado cuando el tamafio de muestra es reducido (Auburn et

al., 2013).

Sin embargo, como la variabilidad genética de las muestras de Amazonas es méas
homogénea y tiene una estructura poblacional poco compleja, los estimadores de
diversidad y hasta algunas medidas de diferenciacion pueden estabilizarse con
tamarfos muestrales reducidos en comparacion el “n” ideal calculado, lo que sugiere
que el conjunto de muestras utilizado en los analisis puede capturar razonablemente
la diversidad de esta regién (Cotter et al., 2023). Aunque esto Ultimo debe validarse
mediante analisis de sensibilidad, como la rarefaccion o submuestreo, que permiten
estandarizar el tamafio de muestra entre regiones y evaluar si la diversidad genética
estimada en Amazonas se mantiene al comparar con un nimero equivalente de
muestras, junto con el reporte de intervalos de confianza para reflejar la

incertidumbre de las estimaciones (Cotter et al., 2023).

Por otro lado, en Loreto, el nUmero de muestras (334) excede el minimo estimado,
lo que aumenta la confiabilidad de las estimaciones (menor error estandar, mayor
captura de alelos raros y de estructura fina) y facilita analisis comparativos mas

robustos (Bashalkhanov et al., 2009).

7.2. Estructuracion Poblacional
Con el fin de identificar los patrones de estructuracion genética de P. vivax en
distintos niveles espaciales y temporales, se compar0 la capacidad de dos conjuntos

de marcadores genomicos: el panel completo de SNPs bialélicos y el barcode ITM-
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Peru derivado del Pv AmpliSeq v2 Peru.

Inicialmente, la comparacion entre el conjunto completo de SNPs y el barcode ITM-
Peru presentd diferencias significativas en las capacidades resolutivas para detectar
estructuracion genética en el contexto de poblaciones parasitarias de P. vivax en la
Amazonia peruana. Asi, en los tres primeros analisis de estructuracion se observo
que el conjunto completo de SNPs tiene una mayor capacidad para identificar
clusteres genéticos coherentes geogréaficamente a nivel de provincia, mientras que

el barcode ITM-Peru solo captura estructuraciones parciales.

Este resultado es consistente con las observaciones previas con paneles de distinto
numero de marcadores, donde los PCA y DAPC detectan clusteres coherentes con
el origen geografico cuando se utiliza paneles de SNPs mas amplios en comparacién
con un numero reducidos de SNPs (Fola et al., 2020; Kattenberg, et al., 2024b).
Esta pérdida de resolucién en paneles reducidos se explica porque los barcodes de
tamanio fijo son disefiados con objetivos de clasificacion a escala de pais o regiones
especificas y pueden carecer de suficiente informacion a escalas geograficas mas
grandes (Harrison et al., 2023), por lo que tienen tienden a subestimar la
diferenciacion poblacional (Kattenberg et al., 2024b; Pearson et al., 2016). Incluso
se ha demostrado que el uso de un nimero reducido de marcadores, entre SNPs y
microsatélites, no hay diferencias significativas en la identificacién de
estructuracion genética concordantes con la ubicacion (Cabrera-Sosa, et al., 2024b).
También, estudios de gendmica de P. vivax han demostrado que paneles genémicos
extensos tienden a detectar subestructuras mas sutiles incluso en contextos de alta

conectividad (Kattenberg et al., 2024a).
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Los analisis de estructuracion genética avaldé que los aislados siguen
consistentemente los limites provinciales, con cuatro clusteres principales
identificados: Condorcanqui, Ramén Castilla, Maynas y Loreto. Esta coherencia
geografica de los agrupamientos permite validar a la provincia como la unidad de
analisis mas apropiada para realizar inferencias poblacionales dentro de este
estudio. Este nivel de resolucién es epidemioldgicamente relevante porque las
provincias de la Amazonia peruana no son unidades administrativas arbitrarias, sino
que sus comunidades estan conectadas por sistemas fluviales que actdan como ejes
de movilidad, comercio e interaccion social, determinando el grado de conectividad
entre poblaciones humanas y, por ende, entre poblaciones parasitarias (Villena et
al., 2019). Esta dindmica de conectividad mediada por rios ha sido documentada
principalmente entre comunidades ubicadas dentro de las mismas cuencas
riberefias, asi como entre cuencas distantes dentro de la region de Loreto (Delgado-

Ratto et al., 2016).

La provincia de Condorcanqui mostro la mayor diferenciacion genética respecto al
resto de las provincias analizadas, formando un cluster bien definido y consistente
en todos los métodos de analisis utilizados. Esta diferenciacion es coherente con la
epidemiologia local y la geografia de la provincia, puesto que Condorcanqui
alberga principalmente comunidades indigenas, con acceso casi exclusivamente
fluvial, asentadas en las riberas del rio Santiago y sus afluentes (Saavedra-Samillan
et al., 2024). La alta conectividad mediada por el rio Santiago junto con el marcado
aislamiento externo de la provincia explican tanto la clusterizacion genética

observada como la ausencia de subestructura genética entre sus distritos.
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La provincia de Mariscal Ramon Castilla también se presentd como un cluster
diferenciado del resto, con evidencia de subestructura interna entre los distritos de
Ramon Castilla y Yavari. Esta provincia ubicada en la zona de triple frontera con
Brasil y Colombia, es articulada principalmente por los rios Amazonas y Yavari, y
con limitada conectividad hacia los centros urbanos de la region (Kattenberg et al.,
2024b). Estudios previos con el Pv AmpliSeq v2 Peru sefialaron caracteristicas
genéticas particulares en esta zona, en el distrito de Yavari se identificé un cluster
clonal de P. vivax con haplotipos mas similares a aislados brasilefios, interpretado
como una probable introduccién de parasitos desde Brasil (Kattenberg et al.,
2024b). La aparente diferenciacion intra-provincial de Ramén Castilla puede
interpretarse como dos dindmicas de transmision distintas, una mas clonal en
Yavari, coherente con su aislamiento relativo y otra en el distrito capital, articulado
por el rio Amazonas; sin embargo, debido al limitado muestreo dentro del distrito
Ramon Castilla, no se puede realizar interpretaciones poblacionales concluyentes a

nivel de distrito.

En contraste con Condorcanqui y Ramon Castilla, las provincias de Maynas y
Loreto presentaron amplia dispersién en los arboles filogenéticos y considerable
solapamiento en los analisis multivariados (principalmente en el PCA), reflejando
un bajos niveles de estructura genética entre ambas provincias. Maynas concentra
una red de comunidades riberefias distribuidas a lo largo de los rios Napo, Nanay,
Itaya, Momon y Mazan, entre otros, que estructuran la movilidad y el comercio
local; esta conectividad multidireccional facilita el intercambio parasitario entre
comunidades de distintos distritos y propicia la baja estructuracion genética por

distritos (Van den Eede et al., 2010). Los aislados de la provincia de Loreto solo
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contemplan a muestras del distrito de Trompeteros, especificamente de la
comunidad de Nueva Jerusalen. Aunque hay un proximidad genética con Maynas,
los resultados del DAPC muestra una diferenciacion en la estructuracion genética
con los aislados de dicha provincia. Esta estructuracion moderada es coherente con
la conectividad fluvial multidireccional que caracteriza a la provincia de Maynas,
puesto que Maynas concentra una red de comunidades riberefias distribuidas a lo
largo de los rios Napo, Nanay, Itaya, Momén y Mazan, mientras que Loreto (en
este caso, solo las muestras del 2019-2020 de la comunidad de Nueva Jerusalen)
abarca a lo largo del rio el Corrientes (Aramburi-Guarda et al., 1999). Los aislados
del Datem del Marafion representan un ejemplo critico sobre la subrrepresentacion
de esta unidad de andlisis y la deficiencias sobre los procesos de vigilancia en

regiones remotas.

La dimension temporal no emergié como una unidad de anélisis robusta en los
andlisis poblacionales realizados. La aparente diferenciacion entre los periodos
2006-2010 y 2022-2023 observada en el DAPC esta probablemente confundida con
el origen geografico de los aislados, dado que el muestreo no es balanceado por
tiempo y ubicacion. Por ello, la agrupacion por periodos fue retenida Unicamente
con fines descriptivos, sin derivar conclusiones poblacionales temporales

independientes de la distribucion geografica.

El Unico escenario donde la dimension temporal pudo ser evaluada de manera
relativamente aislada fue el distrito de Mazan, el Unico distrito con aislados
representados en los cuatro periodos de muestreo definidos. Los analisis de PCA 'y
DAPC mostraron que los periodos 2006-2010 y 2022-2023 exhiben la mayor

separacién genética entre si, mientras que los periodos 2011-2016 y 2017-2021
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forman clusteres parcialmente solapados. Mazan es un distrito de alta transmision
con elevada movilidad poblacional, cuyas comunidades se distribuyen en las
cuencas de los rios Mazan y Napo, y fue uno de los distritos de Loreto con el mayor
indice parasitario anual en 2017, con mas del 80% de los casos ocurriendo en
comunidades riberefias (Rosas-aguirre et al., 2021b). Estas caracteristicas propician
condiciones para que se produzca diferenciacion temporal, consistente con lo
documentado en otras comunidades riberefias del Amazonas peruano con
transmision persistente (Ramirez et al., 2025). La diferenciacion entre el periodo
mas antiguo y el mas reciente en Mazan podria reflejar la acumulacion de deriva
genética y posibles eventos de reintroduccion a lo largo de casi dos décadas, aunque
su interpretacion debe hacerse con cautela dado el tamafio de muestra por periodo
y la heterogeneidad espacial, es decir, nimero de casos por comunidad, cuyos

patrones de transmision difieren entre si (Rosas-Aguirre et al., 2021b).

Por otro lado, los resultados del AMOVA aportan una vision jerarquica de la
estructuracion genética. EI conjunto completo de SNPs bialélicos mostrd que la
mayor proporcion de la variacion (68,4 %) reside dentro de las provincias, mientras
que los niveles entre provincias dentro de regiones aportan 16,2 % y entre regiones
15,4 %. Los estadisticos ®ct y ®sc resultaron significativos, indicando
diferenciacion genética tanto entre regiones como entre provincias, aunque el Ost
global no fue significativo. Esto sugiere que la estructura genética es jerarquica pero
no profunda; es decir, las diferencias locales existen, pero la conectividad genémica
dentro provincias sigue siendo alta. El analisis realizado con el barcode ITM-Peru
mostrd tendencias analogas, aungue con menor magnitud de varianza entre grupos,

resultado coherente con su menor numero de loci y menor poder informativo.
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Este patron es caracteristico de P. vivax en escenarios de transmision intermedia,
donde la mayoria de la variacion genética suele concentrarse dentro de las
subpoblaciones debido a la elevada diversidad de linajes y la persistencia de focos
clonales locales (Delgado-Ratto et al., 2016; Koepfli et al., 2011). Estudios en la
Amazonia peruana y en Brasil también han reportado proporciones de varianza
similares (60-70 % dentro de localidades) con diferenciacion moderada entre
regiones, atribuida a la mezcla de poblaciones parcialmente conectadas por

movilidad fluvial y fronteriza (de Oliveira et al., 2020; Koepfli et al., 2011).

En cuanto al analisis de ancestria genética mediante ADMIXTURE, la ausencia de
un valor 6ptimo claro de K sugiere una estructura genética continua, sin limites
poblacionales definidos entre las provincias. Este patron es caracteristico de P.
vivax, cuya historia demografica se ve moldeada por mezcla de linajes,
recombinacion frecuente y flujo génico persistente en areas de transmision
intermedia (Hupalo et al., 2016; Kattenberg et al., 2024b). La exploracion de K=5
y K = 6 permitié visualizar distintos niveles de subestructura: Condorcanqui
mantuvo un cluster predominante persistente a lo largo de los periodos, consistente
con un linaje localmente establecido; mientras que Loreto, Maynas y Datem del
Marafion mostraron composiciones ancestrales mixtas, reflejando una posible
conectividad genética sostenida entre provincias de la region de Loreto. En Ramén
Castilla, la persistencia e incremento de un linaje ancestral tras un intervalo sin
muestreo sugiere una expansion clonal local de un genotipo dominante,
posiblemente mantenido por transmision focal o brotes recurrentes (Kattenberg et

al., 2024b).

Este patron de persistencia ancestral local junto con mezclas en otras provincias
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puede reflejar las dinamicas de movilidad humana y conectividad fluvial en areas
especificas de la Amazonia peruana, combinadas con focos endémicos estables
donde se observa coexistencia entre linajes persistentes y poblaciones mezcladas
(Delgado-Ratto et al., 2014). En regiones de baja transmision, se ha descrito la
formacion de “clonal pockets” o subpoblaciones dominadas por pocos haplotipos,
aun cuando existe flujo genético entre localidades (Ngwana-Joseph et al., 2024;
Waltmann et al., 2018). Tales hallazgos apoyan la idea de que la reduccion del
intercambio efectivo entre parasitos, ya sea por geografia, dinamica de transmision
0 intervencién sanitaria, no elimina completamente la conectividad, sino que
produce una estructura reticulada y dindmica, en la que linajes ancestrales pueden

mantenerse y expandirse localmente.

Se evalud el coeficiente de endogamia intrapoblacional (Fis) que, aunque
conceptualmente se emplea para detectar desviaciones del equilibrio de Hardy—
Weinberg en oocistos, presenta una interpretacion particular en P. vivax dado su
ciclo de vida clonal y la alta proporcién de infecciones monoclonales presentes en

los ciclos sanguineos (Soontarawirat et al., 2017).

Dado que la mayoria de las muestras analizadas correspondieron a infecciones
monoclonales, el coeficiente de endogamia dentro de poblaciones (Fis) posee una
limitacion biologica para la interpretacion como medida de endogamia o
desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg. Por ello, la estimacion de Fis se
calculo anicamente con fines descriptivos, cuyos valores bajos y/o negativos refleja
un exceso de heterocigotos (infecciones policlonales o recombinacion) y valores

altos, un déficit de heterocigotos (baja diversidad clonal). Esto debido a que el Fis
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en Plasmodium se interpreta mas como una medida de clonalidad que de endogamia
mendeliana y estructura intrapoblacional (Rousset et al., 2005). En este contexto,
Fis se puede usar como indicador de mezcla clonal o diversidad intrapoblacional

mas que como estructura poblacional clasica.

El barcode ITM-Peru proporciona una estimacion mas representativa de los
patrones de recombinacion y diversidad clonal consistente con los patrones de
clonalidad detectados mediante Fws. No obstante, ambos conjuntos poseen patrones
de Fis que sugieren una estructura clonal heterogénea en la Amazonia peruana, con
focos de transmision restringida en Condorcanqui y Ramoén Castilla, y mayor
mezcla genética en Loreto y Maynas. Dado las limitaciones de Fis, los estudios
recomiendan emplear el indice Fws, que cuantifica la mezcla clonal dentro de cada
infeccion y se correlaciona estrechamente con el Fis descriptivo (Manske et al.,

2012).

La comparacion entre el conjunto completo de SNPs frente al barcode ITM-Peru
evidencia que los SNPs bialélicos ofrecen una mayor capacidad resolutiva para
detectar estructura poblacional, incluso cuando los valores de Fst 0 la topologia de
los arboles filogenéticos resultan similares. Esto se debe a que los SNPs bialélicos
abarcan un nimero mayor de posiciones informativas distribuidas por todo el panel
del Pv AmpliSeq v2 Peru, lo cual reduce el efecto de varianza muestral y mejora la

capacidad para discernir patrones finos de diferenciacion.

Los patrones de Fst no cambiaron al compararlo ambos conjuntos de SNPs. Esto es
debido a que, a pesar que las regiones bajo presion de seleccion suelen tener bajos

niveles de diversidad (Labbé et al., 2023), la proporcion de SNPs en presion de
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seleccion en los ensayos AmpliSeq (pocos genes de resistencia) no fue alta en
comparacion a los SNPs en regiones neutrales como para influir los valores de

diversidad (Kattenberg et al., 2024b).

7.3. Diversidad Genética
Los patrones de diversidad genética principalmente se estimaron con dos métricas
complementarias como la heterocigocidad esperada (He, mediante el uso de SNPs
neutros del barcode ITM-Peru) y diversidad nucleotidica (w, usando panel completo
Pv AmpliSeq v2 Peru). Calculamos la He con el barcode ITM-Peru de 41 SNPs
porque este conjunto fue curado para incluir marcadores bialélicos, independientes
(bajo desequilibrio de ligamiento) y putativamente neutrales distribuidos en el
genoma (Kattenberg et al., 2024b). Eso hace que He sea robusta a sesgos por
ligamiento o seleccidn, requiera menos cobertura para llamadas confiables y, sobre

todo, sea comparable entre estudios y periodos.

También se estima n usando todas las regiones del panel Pv-AmpliSeq v2 Peru
porque m es una medida por sitio que gana precision con mayor nimero de
posiciones y capta variantes raras y multialélicas fuera del barcode (Hupalo et al.,
2016). Al integrar regiones neutrales y funcionales, © ofrece una vision de mayor
resolucion de la estructura genética y posibles gradientes espaciales/temporales o
sefiales de seleccidn que el barcode, por disefio, no persigue (Argyropoulos et al.,

2023).

Con dos metricas complementarias como la He y & se observa un gradiente espacial
de diversidad. A nivel regional, Loreto presenta mayor diversidad (He = 0.339; n =

8x107*) frente a Amazonas (He = 0.065; m = 4x107*). A nivel provincial, destacan
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Maynas (He =0.351) y Datem del Maranén (He = 0.295; m = 14x107*), seguidas de
la provincia de Loreto (He = 0.277; = = 10x107*). En contraste, Ramoén Castilla y
Condorcanqui muestran He y © bajos (ambas con m = 4x107*; He = 0.090 y 0.065,
respectivamente). Sin embargo, los valores estimados de Datem del Marafién no
son representativos porque solo incluye 4 aislamientos. Por otro lado, aunque
Plasmodium presenta una fase haploide durante la infeccion humana, las muestras
fueron tratadas como diploides a efectos analiticos, dado que la presencia de
maultiples alelos por locus puede interpretarse como heterocigosis aparente derivada
de infecciones multiclonales (Manske et al., 2012). Asi, lacomplejidad de infeccion
basada en Fws indica 16.17% de infecciones policlonales (Fws<0.95), concentradas
en Loreto (0.35) y Datem (0.25), y proporciones bajas en Condorcanqui (0.03) y

Ramon Castilla (0.14).

Al comparar los valores de diversidad genética con estudios previos de la Amazonia
peruana se observa que, en general, los valores de He de la region de Loreto, en
particular de la provincia de Maynas y Loreto, estan dentro del rango moderada a
alta, con excepciones de las muestras pertenecientes a la provincia de Ramén
Castilla (Kattenberg et al., 2024b). Diversos estudios multicéntricos de P. vivax
entre el 2006-2008 en los alrededores de Iquitos - Loreto reportan He ~0.44-0.69
mediante microsatélites (MS) (Van den Eede et al., 2010). En series posteriores y
mas amplias del alrededor de Iquitos y localidades vecinas se observan He de 0.66—
0.76, coherente con transmision moderada y policlonalidad no trivial (Delgado-
Ratto et al., 2016). Varios trabajos de cohorte focalizados (San Carlos, 2008-2010)
muestran una diversidad He ~0.49 y predominio de infecciones monoclonales,

ilustrando que sitios pequefios/aislados pueden tener diversidad mas baja que el
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promedio regional (Delgado-Ratto et al., 2014). Otros analisis con 16 MS en zonas
distantes también situan He ~0.54-0.60 y resaltan conectividad entre focos alejados

(Manrique et al., 2019).

En la aplicacion del Pv AmpliSeq v2 Peru a 11 distritos de la region de Loreto, la
diversidad por el barcode ITM-Peru fue moderada y con caidas marcadas en Yavari
(Ramon Castilla) (He =~0.012), mientras © (también calculada sobre todas las
variantes del panel) distinguié mejor Iquitos (mas alta) de Mazan/San Juan y cayo
también en Yavari; ademas, = fue mayor en 2007-2008 que en afios recientes
(Kattenberg et al., 2024b). Posteriormente, este mismo panel fue evaluado al
comparar MS vs. barcode IMT en tres areas de Loreto, He_MS = 0.68-0.78 vs.
He_SNP = 0.36-0.38, encontrando tendencias concordantes pero menor amplitud

con SNP por menor variabilidad por locus (Cabrera-Sosa et al., 2024b).

Al considerar la escala provincial, la situacion de Condorcanqui y Ramon Castilla
resulta critica para la interpretacion epidemioldgica genética. Estas provincia
aisladas exhiben valores bajos de heterocigosidad (He) y altas medidas de
diferenciacion precisamente por su aislamiento geogréafico, transmision local
restringida y expansion clonal de linajes dominantes. Asi, en congruencia con el
contexto peruano, se reportaron linajes predominante en los distritos fronterizos
Yavari y Ramon Castilla, indicando un linaje genético persistente en esa zona
(Kattenberg et al., 2024b). En contextos parasitarios, la baja diversidad y clonalidad
local suelen asociarse con focos de transmision estables de baja intensidad, donde
pocos linajes dominan (Waltmann et al., 2018), aunque esa hipdtesis se probd
usando microsatélites en P. vivax en Oceania, el principio es aplicable en entornos

con restriccion de transmision.
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A escala Latinoamérica, la m media fue ~7.1x107* (+£4.6x107*), con Pertt mostrando
niveles comparables a Colombia y algo por debajo de Brasil; se ubica a Peru en el
mismo orden de magnitud (10°3-10"*) y confirma la hipdtesis de que hay mayor
frecuencia de infecciones policlonales en paises con mas casos (Colombia, Brasil,
Per() (Kattenberg et al., 2024a). Los valores de = en este trabajo son coherentes con
valores estimados mediante WGS en Latinoamérica (~7%10*). Estos patrones
muestran a = como métrica mas estable/til para contrastes espaciales/temporales

dentro de un panel bien disefiado vs WGS.

Por otro lado, este estudio constituye entre los primeros analisis de genética
poblacional de P. vivax en la regibn Amazonas. Los estimados muestran una
poblacion altamente homogénea, con bajos valores de diversidad y predominio de
infecciones monoclonales. Este patron es congruente con escenarios de transmision
focal y recombinacion limitada, descritos en zonas periféricas o de frontera
amazonica, donde los tamafios efectivos reducidos, los cuellos de botella y/o efectos
fundador favorecen la estructura clonal (Brashear & Cui, 2022; Kattenberg et al.,

2024b).

7.4. Conectividad Genética
Los resultados de conectividad genética obtenidos mediante los diferentes enfoques
apuntan a un escenario de flujo génico bajo y direccional entre las provincias
amazonicas del norte del Perd. Los andlisis basados en identidad por descendencia
(IBD) mostraron la coexistencia de clones persistentes y parasitos parcialmente
relacionados entre provincias, lo cual evidencia una combinacién de transmisién
local estable y dispersion ocasional de linajes. Los clusteres de alto IBD (> 0.9)

observados en Condorcanqui y Ramén Castilla sugieren persistencia clonal de
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genotipos dominantes, similar a lo reportado en la Amazonia peruana anteriormente
(Delgado-Ratto et al., 2016; Kattenberg et al., 2024b) donde linajes idénticos se
detectaron repetidamente en areas de baja transmision. Al reducir el umbral (IBD =
0.5), la aparicion de vinculos interprovinciales (principalmente entre los distritios
de Maynas y Loreto) indica parentesco parcial y flujo geneético histérico,
compatible con un modelo de conectividad fluvial y movilidad humana, mecanismo
clave de dispersion parasitaria en la Amazonia (Carrasco-Escobar et al., 2022,

2024; Manrique et al., 2019).

El patron jerarquico evidenciado por las redes de StrainHub confirma la existencia
de nodos fuente y sumidero de transmision. Esta medicion es una inferencia
indirecta sobre como los linajes se relacionan entre distintas agrupaciones (en este
caso, por provincias) a partir de los patrones de proximidad derivada de un arbol
filogenético. Aunque reflejan relaciones compatibles con dispersién y/o
intercambio entre poblaciones, no necesariamente implica transmision directa entre

individuos (De Bernardi Schneider et al., 2020).

Sin embargo, es posible identificar areas fuentes y sumideros de las infecciones de
P. vivax. Las provincias de Maynas y Loreto exhiben altos valores de outdegree y
Source Hub Ratio, desempefiando roles de emisores de transmision, mientras que
Condorcanqui, Ramon Castilla y Datem del Marafién actlan como receptores
terminales. Esta arquitectura coincide con los resultados conectividad espacial
inferidos por IBD, donde se demostraron que los focos de alta transmision proximos
a ejes fluviales funcionan como fuentes de infeccion regional, mientras las zonas
periféricas mantienen transmision residual dependiente de la introduccion de linajes

externos (Carrasco-Escobar et al., 2024). Ademas, la asimetria direccional
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observada (Maynas — provincias rurales) se alinea con la hipotesis de dispersion
desde nucleos urbanos hacia zonas periurbanas y rurales de dificil acceso, un
proceso también evidenciado en reportes sobre movilidad humana y riesgo de

malaria en comunidades amazonicas (Gomez et al., 2025).

Notablemente, la provincia de Loreto mostr6 un papel como fuente y receptora de
transmision con respecto a Maynas. Este patron se explicaria en el arbol
filogenético de todos los SNPs bialélicos, los aislados de Loreto se distribuyen
dentro de los mismos clados que los aislados de Maynas, y en el bajo valor que el
Fst observado entre ambas provincias (0.07). Adicionalmente, se observd que las
poblaciones parasitaria por provincias que mantienen una baja diferenciacion
genética (0.0 < Fst < 0.08) no mantienen un flujo genético alto. Esto se podria
explicar que las poblaciones parasitarias no cumplen con el modelo clésico de la
relacion Fst y Nm. EI modelo clasico que vincula los valores de Fst con el flujo
génico mediante Nm asume poblaciones ideales y en equilibrio. Estos supuestos se
cumplen rara vez y tampoco es el caso de las poblaciones parasitarias, por lo que
los valores de Fst describen bien la diferenciacion mas no se correlaciona
directamente con las estimaciones del Nm de forma precisa (Whitlock & Mccauley,

1999).

Sin embargo, del modelo clasico puede rescatarse un principio Gtil: valores de Nm
> 1 indican un flujo génico suficiente para contrarrestar la diferenciacién entre
poblaciones, mientras que Nm < 1 sugiere un intercambio limitado de migrantes y,
por tanto, una mayor subdivision poblacional (Nielsen & Slatkin, 2013). Los

valores de Nm < 1 estimados entre provincias confirman que el flujo génico es
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insuficiente para homogenizar las poblaciones, congruente con los valores de

diferenciacion genética y las subdivisiones descritas.

Sin embargo, es necesario indicar que los niveles de flujo genético entre distritos
de cada provincia est4 determinado principalmente por los corredores de malaria.
Este patron observado refleja la conectividad entre zonas distantes mediada por

corredores fluviales y desplazamientos humanos (Manrique et al., 2019).

Asi también, dado que los valores de Nm entre las provincias de Maynas y
Condorcanqui es aproximadamente 1 (principalmente con direccion de Maynas —
Condorcanqui), y considerando que las redes de IBD muestran individuos de ambas
provincias con sefiales de conectividad genética, los resultados indicarian una
posibilidad de introduccion mediado por las movilizaciones humanas desde Loreto
(particularmente desde Maynas) hacia Amazonas. Probablemente la introduccion
habria correspondido a un linaje que posteriormente experimentd una expansion
clonal focalizada en Amazonas, explicando asi los bajos niveles de diversidad

genética.

En este contexto, Maynas actuaria como reservorio genético central,
redistribuyendo linajes hacia provincias méas aisladas. Estudios gendmicos recientes
en Latinoamérica refuerzan este modelo, donde se describe que las poblaciones de
P. vivax en Perd, Brasil y Colombia estan estructuradas pero conectadas, con
sefiales de flujo genético moderado y seleccién local (Kattenberg et al., 2024a). De
manera analoga, se evidenciaron en Colombia una red inter-pais con cuellos de
botella locales (Sutanto et al., 2023), patron que coincide con la baja conectividad

de Ramén Castilla y Condorcanqui.
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El analisis del origen geografico mediante el barcode GEO33 respalda parcialmente
esta interpretacion. Las asignaciones de origen de Condorcanqui a Colombia y
Ramon Castilla a Brasil reflejan la conectividad transfronteriza del linaje de P.
vivax, lo que concuerda con su localizacion fronteriza y su papel como zona de
intercambio transfronterizo de linajes parasitarios (Kattenberg et al., 2024a,

Kattenberg et al., 2024b).

Esta afinidad genética binacional coincide con los hallazgos previos (Manrique et
al., 2019), donde se evidenciaron conectividad significativa entre zonas peruanas y
brasilefias distantes mediante microsatélites. Mas aun, usando el mismo barcode
que estaba integrado dentro del panel Pv Ampliseq v2 Peru, se detectaron linajes

compartidos en la frontera PerG—Brasil (Kattenberg et al., 2024b).

Sin embargo, se debe considerar que el barcode GEO33 fue calibrado
principalmente con genomas de P. vivax de Asia y Oceania, por lo que su poder
discriminante podria verse reducido en regiones no representadas 0 poco
representadas en el dataset original, tales como las Sudamericas. Por lo tanto, su
capacidad para predecir el origen de poblaciones circulantes en Per( podria estar
limitada. A esto se suma que, en infecciones mixtas o con clonales mdaltiples, la
asignacién de origen pierde fiabilidad, lo que restringe su utilidad para estudios

finos de estructura poblacional o transmision local (Trimarsanto et al., 2022).

Aun asi, la convergencia entre los patrones inferidos por el GEO33 y la estructura
poblacional observada mediante SNPs bialélicos refuerza la validez de una
conectividad transfronteriza regional, donde la dispersion fluvial y la movilidad

humana mantienen un equilibrio entre aislamiento local y flujo génico continental,
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coherente con un modelo de una poblacion heterogénea de P. vivax en la amazonia
peruana (Delgado-Ratto et al., 2016; Kattenberg, et al., 2024b). Ademas, las
muestras aisladas de Ramoén Castilla mostraron baja conectividad con otras
provincias peruanas y una similitud mayor con cepas brasilefias, reforzando la
hipdtesis de aislamiento parcial, diferenciacion local y conectividad con cepas

fronterizas (Kattenberg, et al., 2024b).

Finalmente, los patrones de conectividad genética descritos aqui tienen
implicancias epidemioldgicas directas para la transmision de P. vivax en la
Amazonia peruana. La persistencia de linajes clonales en provincias aisladas como
Condorcanqui y Ramoén Castilla sugiere una transmision focal sostenida
localmente, caracteristica de zonas donde la circulacion del parasito depende de
unos pocos genotipos dominantes que se mantienen a través del tiempo (Delgado-
Ratto et al., 2016; Kattenberg et al., 2024b). En contraste, el flujo génico bajo desde
Maynas y Loreto evidencia una conectividad regional restricta, pero si capaz de
reintroducir linajes en provincias periféricas, lo que representa un riesgo constante
de reinfecciones importadas y un obstaculo para las estrategias de eliminacion de

malaria (Carrasco-Escobar et al., 2024; Guerra et al., 2019).

Este tipo de red jerarquizada, compuesta por nodos fuente y sumidero, concuerda
con modelos de transmision observados en otras regiones amazonicas, donde los
focos de alta densidad poblacional y conectividad fluvial actian como reservorios
genéticos regionales, y las areas mas remotas albergan bolsones clonales de baja
diversidad (Kattenberg et al., 2024b; Manrique et al., 2019). Asi, la estructura

observada refleja un sistema poblacional parcialmente conectado, donde la
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movilidad humana, la hidrografia regional y la adaptacion local de linajes

determinan los patrones de dispersion del parasito (Sanchez et al., 2025)

En este contexto, el patrdn de subdivision genética identificado, con flujos génicos
restringidos y diferenciacién provincial marcada, es consistente con los escenarios
de transmisién reducida, en los que la disminucion del flujo de parasitos intensifica
la estructuracién poblacional y favorece la aparicion de linajes localmente
adaptados (Sutanto et al., 2023). Bajo estas condiciones, la deteccion de infecciones
causadas por parasitos pertenecientes a una misma subpoblacion sugiere que los
individuos que los portan comparten factores epidemiol6gicos comunes, como
ocupacion, proximidad geogréafica o patrones de movilidad. Estos hallazgos
refuerzan la necesidad de integrar vigilancia genémica, movilidad humana y
ecologia del paisaje parasitario para comprender la dindmica de transmision y

orientar intervenciones focalizadas hacia los nodos de mayor conectividad.

7.5. Relevancia
La relevancia de este estudio constituye en que es entre uno de los primeros
esfuerzos en caracterizar la diversidad y conectividad genética de Plasmodium
vivax a multiples escalas espaciales (regional, provincial y distrital) entre las
regiones de Amazonas y Loreto. La generacidn de este tipo de evidencia genémica
representa un aporte estratégico al conocimiento de la epidemiologia molecular del
P. vivax, ya que permite visualizar los patrones de dispersion, persistencia y
diversificacion del parasito en escenarios donde la vigilancia convencional tiene
limitaciones operativas. Ademas, este enfoque que homogeniza data de parcial y
genoma completo y analiza la conectividad genética, permite dilucidar

conocimiento detallado de la distribucion espacial y temporal de los linajes, asi
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como de su carga genética y diversidad, lo cual fundamental para establecer lineas

de base genOmicas que permitan monitorear el impacto de las intervenciones y

medir el progreso hacia la eliminacién (Arnott et al., 2012; Kattenberg et al., 2024b;

Sutanto et al., 2023).

Por otro lado, desde una perspectiva epidemioldgica, los resultados revelan la

coexistencia de focos periféricos aislados (Condorcanqui, Ramén Castilla) y

corredores de conectividad con roles diferenciados en la transmision:

En los focos periféricos, la baja diversidad y alta endogamia evidencian
transmision focal y expansion clonal, tipica de escenarios de baja incidencia
pero con persistencia local de linajes adaptados. Estas zonas deben ser
priorizadas para intervenciones focalizadas, vigilancia activa y rastreo
genético de introducciones, especialmente en &reas fronterizas donde la
movilidad humana es alta pero los recursos de diagnéstico son limitados.

En los corredores conectados, principalmente dentro de provincias, la alta
policlonalidad y recombinacion reflejan una transmision sostenida y un
flujo genético continuo entre areas endémicas amazonicas. Esto exige
mantener una vigilancia gendmica continua, capaz de detectar linajes
emergentes, reintroducciones transfronterizas y posibles adaptaciones
locales a tratamientos o vectores (Carrasco-Escobar et al., 2024; Manrique

etal., 2019).

Metodoldgicamente, este estudio resalta el potencial del Pv AmpliSeq v2 Peru como

una herramienta intermedia y costo-efectiva entre los métodos tradicionales de

microsatélites y el secuenciamiento gendmico completo. Esta plataforma ofrece una
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alternativa viable para la vigilancia molecular rutinaria de P. vivax en contextos de
transmision residual, ya que puede aplicarse incluso en muestras con baja
parasitemia, tipicas de infecciones vivax en etapa de eliminacién. Su
implementacidn podria fortalecer la capacidad diagnostica y analitica del sistema
de salud peruano, permitiendo integrar la vigilancia genémica al marco operativo

del Plan Nacional de Eliminacién de la Malaria 2022—2030 del MINSA.

7.5. Limitaciones
Este estudio presenta algunas limitaciones que deben considerarse al interpretar los
resultados. En primer lugar, el desbalance muestral entre regiones y periodos limita
la comparacion directa de la diversidad genética y podria introducir sesgos en los
indices de estructuracion. En particular, la subrepresentacion de los aislados de
Condorcanqui y del Datem del Marafion restringe la capacidad de detectar con
precision la diversidad intrapoblacional y puede sobreestimar la diferenciacion
genética observada en estas provincias. En poblaciones pequefias o con bajo
namero de genomas, las estimaciones de He, Fst y Nm tienden a ser mas sensibles
al error muestral y pueden reflejar parcialmente el efecto del tamafio de muestra
mas que una divergencia bioldgica real. Esto es especialmente relevante para
Condorcanqui, donde la cantidad limitada de muestras puede subestimar la
variabilidad genética local, y para el Datem del Marafion (n = 4), donde el bajo

ndmero de aislamientos reduce la robustez de las inferencias sobre conectividad.

Asimismo, la presencia potencial de infecciones multiclonales no identificadas y la
dependencia de muestras clinicas sintomaticas, puden influir en las estimaciones de
heterocigosidad y de parentesco genético, subrepresentando la transmision

submicroscépica o asintomatica. Estas Ultimas representan la mayor proporcién de
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infecciones en la Amazonia peruana y son epidemioldgicamente relevante en la

persistencia y propagacion del parésito.

Una limitacion critica adicional es la ausencia de datos epidemiolégicos y clinicos
del hospedero humano en los repositorios gendmicos utilizados. Al no disponer de
informacion detallada sobre edad, movilidad, ocupacion, historial de viaje o
residencia, los anélisis de conectividad genética no pueden vincularse directamente
con los patrones reales de transmision o con factores de riesgo humanos. Esto
restringe la interpretacion de la conectividad observada, que se basa exclusivamente

en la informacion del parasito.

119



VIIl. CONCLUSIONES

Las poblaciones de Plasmodium vivax en la Amazonia peruana presentan niveles
bajos de flujo genético y una estructura geografica marcada a nivel de provincias,
con una clara separacion entre las regiones de Loreto y Amazonas. La poblacion de
P. vivax de las provincias de Maynas y Loreto posee una mayor diversidad genética,
consistente con una circulacion méas prolongada y variada de linajes, mientras que
las poblaciones de Condorcanqui y Ramoén Castilla se encuentran genéticamente
aisladas, caracterizadas por baja heterocigosidad y expansion clonal, reflejo de

transmision local restringida.

El bajo parentesco genético y los valores reducidos de la cuantificacion de la
conectividad entre provincias evidencian un flujo génico muy limitado y asimétrico,
posiblemente asociado a eventos de introduccion mediado por movilizaciones
humanas desde Loreto hacia Amazonas, seguido de la persistencia de linajes
clonales en zonas aisladas de transmision residual. El flujo genético detectado se
concentra principalmente dentro de los distritos de cada provincia, aunque los
patrones de transmision potencial sefialan a Maynas como el principal nodo emisor

dentro de la red regional.

La distribucion de la variabilidad genética sugiere que P. vivax en la Amazonia
peruana conforma un sistema poblacional de baja conectividad, donde la mezcla
geneética y el aislamiento local coexisten bajo un equilibrio dinamico influido
posiblemente por la movilidad humana rentringida entre distritos endemicos

cercanos, la geografia fluvial y la intensidad de heterogénea de transmision.
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IX.RECOMENDACIONES

Dado que los resultados de vigilancia gendmica ofrecen una base sélida para
comprender la dindmica espacial del P. vivax, se recomienda integrar los analisis
gendmicos con la vigilancia epidemioldgica y entomolégica nacional, incorporando
informacion del hospedero, del vector y de la movilidad humana. Esta articulacion
permitiria interpretar con mayor precision los patrones de transmision y fortalecer

la deteccion temprana de focos activos o reintroducciones.

Para comprender con mayor precision la dinamica de transmisién de P. vivax, se
recomienda realizar analisis genomicos en base a WGS en areas geogréaficas que
cuenten con series temporales extensas. Este enfoque permitiria evaluar, a
microescala, los patrones de dispersion y la estructuracion de las poblaciones a lo
largo del tiempo, proporcionando una vision mas completa de los procesos que
sostienen la transmision local y del posible desplazamiento del parasito entre

entornos urbanos, semiurbanos y rurales.

Aunque el panel Pv AmpliSeq v2 Peru incluye marcadores asociados a genes de
resistencia antimaldrica, se recomienda que los futuros estudios profundicen en la
caracterizacion y el estado actual de dichos genes y/o genes que no contempla el
panel, con el propoésito de evaluar posibles presiones selectivas y fortalecer la
vigilancia terapéutica frente a P.vivax. La incorporacion sistematica de estos
analisis permitira detectar tempranamente la emergencia o propagacion de variantes
resistentes y aportar evidencia complementaria para la optimizacion de esquemas

de tratamiento y control antimalarico en la region amazoénica.

Se recomienda priorizar la vigilancia genomica y el monitoreo continuo en las
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provincias de Condorcanqui, Ramoén Castilla y Datem del Marafion, debido a su
bajo nimero de aislamientos y su papel como focos genéticamente aislados dentro
de la red regional. El fortalecimiento de la capacidad de muestreo a lo largo de los
afios y analisis en estas zonas permitird mejorar la deteccion de linajes locales,
evaluar posibles reintroducciones y comprender la dinamica de transmision en areas

donde el flujo génico es restringido.

En futuros estudios, se deberia considerarse la inclusion de informacion sobre la
ecologia y comportamiento de los vectores, conectividad fluvial, variables
climéticas y actividades antropogénicas (como el uso del suelo), con el fin de
evaluar cémo los factores ecolégicos influyen en la estructura genética del parésito

y en la dispersion de linajes entre provincias.

Y por altimo, en base a los resultados de la vigilancia molecular, tales como este,
donde se observa hotstops de malaria en la zona fronteriza, se sugiere fortalecer la
cooperacion binacional con Brasil y Colombia, a fin de establecer mecanismos
coordinados de intercambio de datos y monitoreo conjunto de linajes parasitarios

transfronterizos.
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XI.ANEXOS

Anexo 1. Tabla de mineria de datos. Relacion de la data gendmica disponible en bases de datos publicas, incluyendo informacion sobre el

tipo de secuenciacion, identificadores asociados (Biosample, SRA, Bioproject y RUN), asi como datos de procedencia geografica

(comunidad, distrito, provincia y region), afio de coleccion y referencia bibliogréfica correspondiente.

Biosample NonTSersetgg la Tipo de Data I:;itjfgg:;gﬁ SRA Bioproject RUN Comunidad Distrito Provincia Region  Afo Referencia
SAMNO0L09877  1Q07 WGS ILLUMINA SRS113792 PRINA51913  SRR073125 Iquitos Maynas Loreto 2007 %‘fgiaeta'"
SAMNO8452356  PQPC-029-0 WGS ILLUMINA SRS2910041  PRINA432819  SRR6668513  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;"s’f”et al.,
SAMNO08452357  PQPC-029-84 WGS ILLUMINA SRS2909997  PRINA432819  SRR6668560  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;"ée"et al,
SAMNO8452358  PQPC-035-0 WGS ILLUMINA SRS2910026  PRINA432819  SRR6668528  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;"ée"e‘ al,
SAMNO8452359  PQPC-035-35 WGS ILLUMINA SRS2910023  PRINA432819  SRR6668531  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;"f’f"e‘ al,
SAMNO8452295  PQPC-045-0 WGS ILLUMINA SRS2909991  PRINA432819  SRR6668566  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;"f’f”et al,
SAMNO08452297  PQPC-047-43 WGS ILLUMINA SRS2909989  PRJINA432819  SRR6668568  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;"f’f”et al,
SAMNO08452300  PQPC-071-105 WGS ILLUMINA SRS2909999  PRJINA432819  SRR6668558  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;’;’f”et al,
SAMNO8452302  PQPC-088-91 WGS ILLUMINA SRS2910011  PRINA432819 SRR6668544  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;"z’;"et al,
SAMNO8452304  PQPC-113-76 WGS ILLUMINA SRS2910013  PRINA432819 SRR6668542  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;’;’;”et al,
SAMNO8452306  PQPC-117-52 WGS ILLUMINA SRS2910007  PRINA432819 SRR6668548  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;"ée”et al,
SAMNO8452307  PQPC-123-0 WGS ILLUMINA SRS2910016 ~ PRINA432819  SRR6668547  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 ggi"ée”e‘ al,
SAMNO08452308  PQPC-125-0 WGS ILLUMINA SRS2910009  PRJINA432819  SRR6668546  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 Cowelletal,

2018




Cowell et al.,

SAMNO8452309  PQPC-125-80 WGS ILLUMINA SRS2910002  PRINA432819  SRR6668553  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 o0

SAMNO8452311  PQPC-128-87 WGS ILLUMINA SRS2910049  PRINA432819 SRR6668504  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;’ge”et al,
SAMNO08452313  PQPC-135-120 WGS ILLUMINA SRS2910051  PRINA432819  SRR6668502  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 ggi"g’f"et al,
SAMNO08452315  PQPC-139-121 WGS ILLUMINA SRS2010045  PRINA432819  SRR6668508  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2008 gg;"s’f”e‘ a,
SAMNO8452316  PQSC-010-0 WGS ILLUMINA SRS2910057  PRINA432819 SRR6668509  SantaClara gaaﬁtjlg;” Maynas Loreto 2008 gg;"i’f"et al.,
SAMNO8452318  PQSC-013-52 WGS ILLUMINA SRS2910046  PRINA432819 SRR6668507  SantaClara ;aantjlgg” Maynas Loreto 2008 gg;"i’f"et al.,
SAMNO08452319  PQSC-032-0 WGS ILLUMINA SRS2910053  PRINA432819  SRR6668500  Santa Clara g‘;ﬂfg&” Maynas Loreto 2008 gg;"z’f”et al,
SAMNO08452320  PQSC-034-0 WGS ILLUMINA SRS2910052  PRINA432819  SRR6668501  Santa Clara ;‘;ﬂd‘;&” Maynas Loreto 2008 gg;"s’f”et al,
SAMNO8452322  PQSC-042-134 WGS ILLUMINA SRS2910021  PRINA432819 SRR6668534  SantaClara ;aaﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 gg;"s’f"et al.,
SAMNO8452324  PQSC-058-30 WGS ILLUMINA SRS2910019  PRINA432819 SRR6668536  SantaClara ;aaﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 gg;"s’f"et al.,
SAMNO8452325  PQSC-088-178 WGS ILLUMINA SRS2910027  PRINA432819 SRR6668539  SantaClara gzztjlgg” Maynas Loreto 2008 gg;"f’f"et al,
SAMNO8452326  PQSC-105-0 WGS ILLUMINA SRS2910017  PRINA432819 SRR6668538  SantaClara gzﬂtjlls‘;” Maynas Loreto 2008 gg;"f’f"et al.,
SAMNO08452327  PQSC-105-32 WGS ILLUMINA SRS2910014  PRINA432819 SRR6668541  Santa Clara gzﬂtjl‘s‘;” Maynas Loreto 2008 gg;"f’f”et al,
SAMNO08452291  H-032-28 WGS ILLUMINA SRS2909995  PRINA432819  SRR6668562 Iquitos Maynas Loreto 2008 gg;"z’f"eta"'
SAMNO8452292  H-071-0 WGS ILLUMINA SRS2909996  PRINA432819  SRR6668561 Iquitos Maynas Loreto 2008 gg;"z’ge"eta"'
SAMNO8452328  PQSJ-004-28 WGS ILLUMINA SRS2910024  PRINA432819  SRR6668540  San Juan gzztjlgg” Maynas Loreto 2008 gg;"f’f"et al,
SAMNO8452329  PQSJ-058-0 WGS ILLUMINA SRS2910022  PRINA432819  SRR6668533  San Juan ;zﬁtjlls‘;” Maynas Loreto 2008 gg;"é’}e"et al.,
SAMNO08452330  PQSJ-058-40 WGS ILLUMINA SRS2910031  PRJINA432819  SRR6668532  San Juan g‘:\ﬂtjl‘s‘;” Maynas Loreto 2008 gg;"&’}e”et al,
SAMNO08452331  PQSJ-076-0 WGS ILLUMINA SRS2910036  PRJINA432819  SRR6668518  San Juan g‘;ﬂjg&” Maynas Loreto 2008 ggi’;’;”et al,
SAMNO8452332  PQSJ-103-0 WGS ILLUMINA SRS2910035  PRINA432819  SRR6668519  San Juan ;:‘thlg;” Maynas Loreto 2008 ggﬁe”et al,




SAMNO8452333  PQSJ-122-0 WGS ILLUMINA SRS2010034  PRINA432819  SRR6668520  San Juan ;2’;3;‘;” Maynas Loreto 2008 gg;’;’f”et al,
SAMNO8452334  PQSJ-122-144 WGS ILLUMINA SRS2010054  PRINA432819  SRR6668521  San Juan ;aa’;tjl‘s‘;” Maynas Loreto 2008 gg;’g’”et al,
SAMNO8452335  PQSJ-124-0 WGS ILLUMINA SRS2910032  PRINA432819  SRR6668522  San Juan ;zﬁtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 ggi"g’f"et al.,
SAMNO8452336  PQSJ-125-0 WGS ILLUMINA SRS2010042  PRINA432819  SRR6668523  San Juan ;aaﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 gg;"s’f"et al.,
SAMNO8452337  PQSJ-126-0 WGS ILLUMINA SRS2910030  PRINA432819  SRR6668524  San Juan gaaﬁtjlg;” Maynas Loreto 2008 gg;"i’f"et al.,
SAMNO8452338  PQSJ-131-0 WGS ILLUMINA SRS2910029  PRINA432819  SRR6668525  San Juan ;aantjlgg” Maynas Loreto 2008 gg;"i’f"et al.,
SAMNO08452339  PQSJ-132-0 WGS ILLUMINA SRS2910044  PRINA432819  SRR6668510  San Juan g‘;ﬂfg&” Maynas Loreto 2008 gg;"z’f”et al,
SAMNO08452340  PQSJ-134-0 WGS ILLUMINA SRS2910043  PRINA432819  SRR6668511  San Juan ;‘;ﬂd‘;&” Maynas Loreto 2008 gg;"s’f”et al,
SAMNO8452341  PQSJ-171-0 WGS ILLUMINA SRS2910008  PRINA432819  SRR6668557  San Juan ;aaﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 gg;"s’f"et al.,
SAMNO8452342  PQSJ-171-129 WGS ILLUMINA SRS2910000  PRINA432819  SRR6668556  San Juan ;aaﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 gg;"s’f"et al.,
SAMNO8452343  PQSJ-190-0 WGS ILLUMINA SRS2910015  PRINA432819  SRR6668555  San Juan gzztjlgg” Maynas Loreto 2008 gg;"f’f"et al,
SAMNO8452344  PQSJ-190-98 WGS ILLUMINA SRS2910001  PRINA432819  SRR6668554  San Juan gzﬂtjlls‘;” Maynas Loreto 2008 gg;"f’f"et al.,
SAMNO08452345  PQSJ-199-0 WGS ILLUMINA SRS2910040  PRJINA432819  SRR6668527  San Juan gzﬂtjl‘s‘;” Maynas Loreto 2008 gg;"f’f”et al,
SAMNO8452346  PQSJ-199-56 WGS ILLUMINA SRS2910028  PRINA432819  SRR6668526  San Juan gzﬁti‘;;” Maynas Loreto 2008 gg;"z’;"et al,
SAMNO8452347  PQSJ-202-0 WGS ILLUMINA SRS2910004  PRINA432819  SRR6668551  San Juan gzﬁti‘;;” Maynas Loreto 2008 gg;"z’;"et al,
SAMNO8452348  PQSJ-202-100 WGS ILLUMINA SRS2910005  PRINA432819  SRR6668550  San Juan gzztjlgg” Maynas Loreto 2008 gg;"f’f"et al,
SAMNO8452349  PQSJ-213-0 WGS ILLUMINA SRS2910033  PRINA432819  SRR6668530  San Juan ;zﬁtjlls‘;” Maynas Loreto 2008 gg;"é’}e"et al.,
SAMNO08452350  PQSJ-227-0 WGS ILLUMINA SRS2910025  PRINA432819  SRR6668529  San Juan g‘:\ﬂtjl‘s‘;” Maynas Loreto 2008 gg;"&’}e”et al,
SAMNO08452351  PQSJ-270-51 WGS ILLUMINA SRS2910038  PRINA432819  SRR6668516  San Juan g‘;ﬂtjlg;” Maynas Loreto 2008 ggi’;’;”et al,
SAMNO8452352  PQSJ-284-0 WGS ILLUMINA SRS2910037  PRINA432819  SRR6668517  San Juan ;:‘thlg;” Maynas Loreto 2008 ggﬁe”et al,




SAMNO08452353  PQSJ-284-71 WGS ILLUMINA SRS2910055  PRINA432819  SRR6668514  SanJuan ;2’;3;‘;” Maynas Loreto 2008 gg;’;’f” etal,
SAMNO08452354  PQSJ-294-0 WGS ILLUMINA SRS2910039  PRINA432819  SRR6668515  SanJuan ;‘;’l‘njl‘s‘;” Maynas Loreto 2008 gg;’;e” etal,
SAMNO08452355  PQSJ-294-73 WGS ILLUMINA SRS2910056  PRINA432819  SRR6668512  SanJuan ;zﬁtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 gg;"g’f" etal,
SAMNO2677068  Peru01 WGS ILLUMINA SRS693277 PRINA240370  SRR1562535  Santo Tomas ;aaﬂtjlls‘;” Maynas Loreto 2008 ;'S’fg'o etal,
SAMNO2677072  Peru02 WGS ILLUMINA SRS694228 PRINA240374  SRR1568179  Santo Tomas gaaﬁtjlg;” Maynas Loreto 2008 ;'6’1“;'0 etal,
SAMNO03284397  Peru03 WGS ILLUMINA SRS819436 PRINA240530  SRR1759047  Santo Tomas g’;ﬂ tjigg” Maynas Loreto 2008 '2"(;‘1";'0 etal,
SAMNO3284398  Peru04 WGS ILLUMINA SRS819437 PRINA240530  SRR1759122  Santo Tomas g‘;ﬂfg&” Maynas Loreto 2008 '2"(;‘1";'0 etal,
SAMNO3284579  Peru05 WGS ILLUMINA SRS819479 PRINA240530  SRR1759139  Santo Tomas ;‘;ﬂd‘s‘;" Maynas Loreto 2008 '2"6‘1":'0 etal,
SAMNO02677100  Peru06 WGS ILLUMINA SRS696218 PRINA240403  SRR1568211  Santo Tomas ;aaﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 ;'S’fg'o etal,
SAMNO2677101  Peru07 WGS ILLUMINA SRS693979 PRINA240404  SRR1568172  Santo Tomas ;aaﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 ;'S’fg"" etal,
SAMNO2677102  Peru08 WGS ILLUMINA SRS693263 PRINA240405 SRR1562512  Santo Tomas gzztjlgg” Maynas Loreto 2008 ;'(;’fg"" etal,
SAMNO2677103  Peru09 WGS ILLUMINA SRS693264 PRINA240406  SRR1562513  Santo Tomas gzﬂtjlls‘;” Maynas Loreto 2008 2”611";'0 etal,
SAMNO02677104  Perul0 WGS ILLUMINA SRS693270 PRINA240407  SRR1562521  Santo Tomas gzﬂtjl‘s‘;” Maynas Loreto 2008 2"'(;11";'0 etal,
SAMNO2677065  Peru0839 WGS ILLUMINA SRS693923 PRINA240367  SRR1568187 Mazan Maynas Loreto 2008 ;'(;’fg"’ etal,
SAMNO03284594  Peru6l2 WGS ILLUMINA SRS819493 PRINA240530  SRR1759307 Mazan Maynas Loreto 2008 ;'(;’fg"’ etal,
SAMNO03284614  Peru69? WGS ILLUMINA SRS819579 PRINA240530  SRR1759336 Mazan Maynas Loreto 2008 ;'(;’fg"" etal,
SAMNO02677075  Peru72l WGS ILLUMINA SRS693911 PRINA240377  SRR1568234 Mazan Maynas Loreto 2008 2"'6’1":'0 etal,
SAMNO2677070  Peru791 WGS ILLUMINA SRS693268 PRINA240372  SRR1568203 Mazan Maynas Loreto 2008 2"'6’1":'0 etal,
SAMNO2677067  Perus30 WGS ILLUMINA SRS693953 PRINA240369  SRR1568183 Mazan Maynas Loreto 2008 2”611":'0 etal,
SAMNO2677096  Peru852 WGS ILLUMINA SRS693941 PRINA240399  SRR1568182 Mazan Maynas Loreto 2008 Hupaloetal,

2016




Hupalo et al.,

SAMNO02677097  Peruss8 WGS ILLUMINA SRS693949 PRINA240400  SRR1568195 Mazan Maynas Loreto 2008 0t
SAMNO2677098  Peru869 WGS ILLUMINA SRS693276 PRINA240401  SRR1562534 Mazan Maynas Loreto 2008 ZHS’lpg'o etal,
SAMNO2677099  Peru872 WGS ILLUMINA SRS693977 PRINA240402  SRR1568122 Mazan Maynas Loreto 2008 ;'S’fg'o etal,
SAMNO02677125  Peru1008 WGS ILLUMINA SRS693972 PRINA240519  SRR1568206  Puerto Alegre  Morona ,E’Affargéie' Loreto 2010 ;'S’fg'o etal,
SAMNO2677128  Peru2025 WGS ILLUMINA SRS696216 PRINA240522  SRR1568162  Puerto Alegre  Morona ,\Dﬂffa”gé‘:]e' Loreto 2010 ;'6’1“;'0 etal,
SAMNO02677126  Perul021 WGS ILLUMINA SRS693307 PRINA240520  SRR1562567  Puerto Alegre  Morona ,\Dﬂffa'gé‘:]e' Loreto 2011 '2"(;‘1";'0 etal,
SAMNO2677127  Perul022 WGS ILLUMINA SRS693476 PRINA240521  SRR1562851  Puerto Alegre  Morona ,\Dﬂffa'gé‘:]e' Loreto 2011 '2"(;‘1";'0 etal,
SAMNO2677115  Peru3043_DO WGS ILLUMINA SRS696213 PRINA240509  SRR1568163  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2011 '2"6‘1":'0 etal,
SAMNO02677122  Peru3133 WGS ILLUMINA SRS693925 PRINA240516  SRR1564630  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2011 ;'S’fg'o etal,
SAMNO02677123  Peru3136 WGS ILLUMINA SRS696217 PRINA240517  SRR1568157  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2011 ;'S’fg"" etal,
SAMNO02677114  Peru3232 WGS ILLUMINA SRS693926 PRINA240508 SRR1568232  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2012 ;'(;’fg"" etal,
SAMNO02677118  Peru3270_DO WGS ILLUMINA SRS693364 PRINA240512  SRR1562624  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2012 2"'(;11";'0 etal,
SAMNO2677124  Peru3280 WGS ILLUMINA SRS693355 PRINA240518  SRR1562615  Padrecocha ~ Punchana  Maynas Loreto 2012 2"'(;11";'0 etal,
SAMNO2677121  Peru3323 WGS ILLUMINA SRS693921 PRINA240515 SRR1568184  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2012 ;'(;’fg"’ etal,
SAMNO2677135  Perud017 WGS ILLUMINA SRS693281 PRINA240529  SRR1562538 Iquitos Maynas Loreto 2012 ;'(;’fg"’ etal,
SAMNO2677136  Perud023 WGS ILLUMINA SRS693948 PRINA240530  SRR1568117 Iquitos Maynas Loreto 2012 ;'(;’fg"" etal,
SAMNO2677116  Peru3043 D87 WGS ILLUMINA SRS693581 PRINA240510  SRR1562972  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2011 2"'6’1":'0 etal,
SAMNO2677117  Peru3043 D106  WGS ILLUMINA SRS693354 PRINA240511  SRR1562614  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2011 2"'6’1":'0 etal,
SAMNO2677119  Peru3270_D43 WGS ILLUMINA SRS693345 PRINA240513  SRR1562606  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2012 2”611":'0 etal,
SAMNO02677120  Peru3270_D59 WGS ILLUMINA SRS693952 PRINA240514  SRR1568787  Padrecocha  Punchana  Maynas Loreto 2013 Hupaloetal,

2016




N/A (

SAMNO05853095 DBS-4 WGS ILLUMINA SRS1885920 PRINA344889  SRR5136530 lquitos lquitos Maynas Loreto 2015 PRINA344889)
SAMNO05853094 DBS-3 WGS ILLUMINA SRS1885936 PRINA344889  SRR5136546 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2015 :;lé'?l\g A344889)
SAMNO05853093 DBS-2 WGS ILLUMINA SRS1885924 PRINA344889  SRR5136534 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2015 ;‘é’j‘l\g A344889)
SAMNO05853092 DBS-1 WGS ILLUMINA SRS1885934 PRINA344889  SRR5136544 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2015 E‘é’j‘,\g A344889)
SAMNO05853091 Sample_18 WGS ILLUMINA SRS1885927 PRJINA344889  SRR5136537 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 ;‘é’?,\g A344889)
SAMNO05853090 Sample_17 WGS ILLUMINA SRS1885935 PRJINA344889  SRR5136545 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 %’N A344889)
SAMNO05853089 Sample_16 WGS ILLUMINA SRS1885939 PRINA344889  SRR5136550 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 ;‘é’?’\g A344889)
SAMNO05853088 Sample_15 WGS ILLUMINA SRS1885937 PRINA344889  SRR5136547 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 'F\,lé'?,\g A344889)
SAMNO05853087 Sample_14 WGS ILLUMINA SRS1885921 PRINA344889  SRR5136531 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 II;II/?'?I\E A344889)
SAMNO05853086 Sample_13 WGS ILLUMINA SRS1885923 PRJINA344889  SRR5136533 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 ’F\’léﬁl\g A344889)
SAMNO05853085 Sample_12 WGS ILLUMINA SRS1885933 PRJINA344889  SRR5136543 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 g‘é’}\g A344889)
SAMNO05853084 Sample_11 WGS ILLUMINA SRS1885930 PRJINA344889  SRR5136540 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 yg}\g A344889)
SAMNO05853083 Sample_10 WGS ILLUMINA SRS1885922 PRINA344889  SRR5136532 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 y@[\g A344889)
SAMNO05853082 Sample_9 WGS ILLUMINA SRS1885932 PRINA344889  SRR5136542 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 ’I;lF/QI\E A344889)
SAMNO05853081 Sample_8 WGS ILLUMINA SRS1885925 PRJINA344889  SRR5136535 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 IISIF/QI\E A344889)
SAMNO5853080  Sample_7 WGS ILLUMINA SRS1885940  PRINA344889 SRR5136549  SantaClara ?gl‘] tjigg” Maynas Loreto 2006 'F‘,'é'}\g A344859)
SAMNO5853079  Sample_6 WGS ILLUMINA SRS1885926  PRINA344889 SRR5136536  SantaClara g‘:‘l tJi‘S‘;” Maynas Loreto 2007 %’;ﬁ A344589)
SAMNO05853078 Sample_5 WGS ILLUMINA SRS1885941 PRINA344889  SRR5136551 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2008 g@,\g A344889)
SAMNO05853077 Sample_4 WGS ILLUMINA SRS1885931 PRINA344889  SRR5136541 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 y@,& A344889)
SAMNO05853076 Sample_3 WGS ILLUMINA SRS1885938 PRINA344889  SRR5136548 Padrecocha Punchana Maynas Loreto 2007 N/A (

PRINA344889)




SAMNO05853075

Sample_2

WGS

ILLUMINA

SRS1885928

PRINA344889

SRR5136538

Padrecocha

Punchana

Maynas

Loreto

2007

N/A (
PRINA344889)

SAMNO05853074

Sample_1

WGS

ILLUMINA

SRS1885929

PRINA344889

SRR5136539

Padrecocha

Punchana

Maynas

Loreto

2007

N/A (
PRINA344889)

SAMN33235697

Pv07-19

WGS

ILLUMINA

SRS16725315

PRINA853729

SRR23389636

Progreso

San Juan
Bautista

Maynas

Loreto

2019

De Meulenaere
et al., 2023; De
Meulenaere et
al., 2022

SAMN33235698

Pv12-19

WGS

ILLUMINA

SRS16725316

PRINA853729

SRR23389635

Progreso

Belen

Maynas

Loreto

2019

De Meulenaere
et al., 2023; De
Meulenaere et
al., 2022

SAMN33235699

Pv20-19

WGS

ILLUMINA

SRS16725317

PRINA853729

SRR23389634

Santa Clara

San Juan
Bautista

Maynas

Loreto

2019

De Meulenaere
et al., 2023; De
Meulenaere et
al., 2022

SAMN33285180

Pv21-19

WGS

ILLUMINA

SRS16760795

PRINA853729

SRR23455098

Zungarococha

San Juan
Bautista

Maynas

Loreto

2019

De Meulenaere
et al., 2023; De
Meulenaere et
al., 2022

SAMN29401255

Pv004

WGS

ILLUMINA

SRS13614552

PRINA853729

SRR19884082

Moronacocha

lquitos

Maynas

Loreto

2016

De Meulenaere
et al., 2023; De
Meulenaere et
al., 2022

SAMN33235695

Pv005

WGS

ILLUMINA

SRS16725313

PRINA853729

SRR23389638

Moronacocha

lquitos

Maynas

Loreto

2016

De Meulenaere
et al., 2023; De
Meulenaere et
al., 2022

SAMN29401257

Pv017

WGS

ILLUMINA

SRS13614563

PRINA853729

SRR23390573

Progreso

Belen

Maynas

Loreto

2016

De Meulenaere
et al., 2023; De
Meulenaere et
al., 2022

SAMN33235696

Pv019

WGS

ILLUMINA

SRS16725314

PRINA853729

SRR23389637

Progreso

Belen

Maynas

Loreto

2016

De Meulenaere
et al., 2023; De
Meulenaere et
al., 2022

SAMN29401258

Pv020

WGS

ILLUMINA

SRS13614567

PRINA853729

SRR19884081

Progreso

Belen

Maynas

Loreto

2016

De Meulenaere
et al., 2023; De
Meulenaere et
al., 2022



De Meulenaere

. San Juan etal., 2023; De
SAMN29401259  Pv021 WGS ILLUMINA SRS13614554  PRINAS53729  SRR19884080  Quistococha oo ~i Maynas Loreto 2016 p oo e
al., 2022
De Meulenaere
SAMN29401260  Pv022 WGS ILLUMINA  SRS13614553  PRINA853720  SRR19884079  Quistococha S U8 \povnas Loreto 2016 ©tal 2023;De
Bautista Meulenaere et
al., 2022
De Meulenaere
SAMN29401262  Pv024 WGS ILLUMINA  SRS13614556  PRINAS53729  SRR19884078  Varillal sanduan -\ onas Loreto 2016 ©tal, 2023 De
Bautista Meulenaere et
al., 2022
De Meulenaere
SAMN29401263  Pv025 WGS ILLUMINA  SRS13614557  PRINAS53729  SRR19884077  Varillal Sanduan g nas Loreto 2016 ©tal 2023;De
Bautista Meulenaere et
al., 2022
De Meulenaere
SAMN29401265  Pv032 WGS ILLUMINA  SRS13614560  PRINA853729  SRR10884076  Quistococha  “2n U3 pravnas Loreto 2016 ©tal, 2023 De
Bautista Meulenaere et
al., 2022
De Meulenaere
SAMN29401266  Pv033 WGS ILLUMINA  SRS13614561  PRINAS53720 SRR23390572  Quistococha o2& \ravnas Loreto 2016 ©tal 2023;De
Bautista Meulenaere et
al., 2022
De Meulenaere
SAMN29401267  Pv04l WGS ILLUMINA SRS13614562  PRINA853729  SRR19884075  Progreso Belen Maynas Loreto 2016 ﬁ;:&leigife eDte
al., 2022
. Kattenberg et
SAMN29590264  Kattenberg Peru 1 WGS ILLUMINA SRS13977783  PRINA856808  SRR20306056 Iquitos Maynas Loreto 2008 *0HV
SAMN29590270  Kattenberg_Peru 2 WGS ILLUMINA SRS13977790  PRINA856808  SRR20306049 Alto Nanay ~ Maynas Loreto 2008 ;attzegzbzerg et
SAMN29590271  Kattenberg_Peru_3  WGS ILLUMINA SRS13977791  PRINABS56808  SRR20306048  Barrio Florido  Punchana ~ Maynas Loreto 2008 ;attzegzbzerg et
SAMN29590272  Kattenberg_Peru 4 WGS ILLUMINA SRS13977792  PRINA856808  SRR20306047 Mazan Maynas Loreto 2008 ;a“zeé‘zbz"'rg et
SAMN29590273  Kattenberg_Peru 5 WGS ILLUMINA SRS13977793  PRINA856808  SRR20306046  San Juan g‘;ﬂdg&” Maynas Loreto 2008 ;attze(;‘zbz"'rg et
SAMN29590274  Kattenberg_Peru_6 WGS ILLUMINA SRS13977794  PRINAS56808  SRR20306017 lquitos Maynas Loreto 2008 Kattenberget

al., 2022




Kattenberg et

SAMN29590275 Kattenberg_Peru_7 ~ WGS ILLUMINA SRS13977824 PRINA856808  SRR20306016 Curaray Napo Maynas Loreto 2008 al. 2022
SAMN29590276  Kattenberg_Peru 8 WGS ILLUMINA SRS13977823  PRINAS56808  SRR20306015  San Juan ;‘;’l‘njl‘s‘;” Maynas Loreto 2008 Sattzegzbzerg et
SAMN29590277  Kattenberg_Peru 9 WGS ILLUMINA SRS13977825  PRINA856808  SRR20306014  San Juan ;zﬁtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 ;attzegzbzerg et
SAMNZ29590265  Kattenberg_Peru_10 WGS ILLUMINA SRS13977784  PRINA856808  SRR20306055  San Juan ;aaﬂtjlls‘;” Maynas Loreto 2008 ;attzegzbzerg et
SAMNZ29590266  Kattenberg_Peru_11 WGS ILLUMINA SRS13977785  PRINA856808  SRR20306054  Curaray Napo Maynas Loreto 2008 ;atg’gzbzerg et
SAMN29590267  Kattenberg_Peru 12 WGS ILLUMINA SRS13977786  PRINA856808  SRR20306053 Iquitos Maynas Loreto 2008 ;a“zegzbzerg et
SAMN29590268  Kattenberg_Peru_13 WGS ILLUMINA SRS13977787  PRINAB856808  SRR20306052 Iquitos Maynas Loreto 2008 }a(lattzegzbzerg et
Ramon Ramon Kattenberg et
SAMN29590269  Kattenberg_Peru_14 WGS ILLUMINA SRS13977789  PRINAB56808 ~ SRR20306050  Caballococha Lot il Loreto 2008 ;"0
SAMEA104366051 \V/VX01421 WGS ILLUMINA ERS1991029  PRJEB2140 ERR2309761 lquitos Maynas Loreto 2016 '2‘5’2"‘2'“ etal,
SAMEAL04366053 VVX01439 WGS ILLUMINA ERS1991031  PRJEB2140 ERR2309762 Iquitos Maynas Loreto 2016 '2‘5‘2"‘2'“ etal,
SAMEAL04366050 VVX01445 WGS ILLUMINA ERS1991028  PRJEB2140 ERR2309760 Iquitos Maynas Loreto 2016 'g‘gfzm etal,
SAMEAL04366032 VVX01456 WGS ILLUMINA ERS1991010  PRJEB2140 ERR2309903 Iquitos Maynas Loreto 2016 ’g‘ggzm etal,
SAMEA3305207  PP0097-C WGS ILLUMINA ERS683881 PRIEB2140 ERR979859 Iquitos Maynas Loreto 2014 'g‘gjzm etal,
SAMEA104366352 V/VX01252 WGS ILLUMINA ERS1991330  PRJEB2140 ERR2309877 lquitos Maynas Loreto 2015 ?g;zm etal,
SAMEAL04366347 VVX01266 WGS ILLUMINA ERS1991325  PRJEB2140 ERR2309872 Iquitos Maynas Loreto 2015 ?g;zm etal,
SAMEA104366246 \VVX01893 WGS ILLUMINA ERS1991224  PRJEB2140 ERR2309769 Iquitos Maynas Loreto 2015 'g‘gfzm etal,
. Ramirez. R.
SN 7040503 WGS ILLUMINA SN SN 7040503 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 (2024)
. Ramirez. R.
SIA 7040510 WGS ILLUMINA SN SN 7040510 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 (2024)
. Ramirez. R.
SIA 7040520 WGS ILLUMINA SN SN 7040520 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 (2024)
. Ramirez. R.
SIA 7040522 WGS ILLUMINA SN SN 7040522 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022

(2024)




SIA 7040523 WGS ILLUMINA SN SN 7040523 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 (RZ%?BQZ' R.
. Ramirez. R.

SIA 7040524 WGS ILLUMINA SN SN 7040524 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 )
. Ramirez. R.

SIA 7040533 WGS ILLUMINA SN SN 7040533 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 (o)
. Ramirez. R.

SIA 7040548 WGS ILLUMINA SN SN 7040548 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 o)
. Ramirez. R.

SIA 7040551 WGS ILLUMINA SN SN 7040551 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 ()
. Ramirez. R.

SIA 7040563 WGS ILLUMINA SN SN 7040563 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 (2024)
SIA 7050585 WGS ILLUMINA SN SN 7050585 Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2022 (Rz‘i)r;“'{)ez' R.
- Ramirez. R.

SIA 7050586 WGS ILLUMINA SN SN 7050586 Urco Mirafio Mazan Maynas Loreto 2022 (2024)
. Ramirez. R.

SIA 904021-16 WGS ILLUMINA SN SN 904021-16 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 (2024)
. Ramirez. R.

SIA 904022-16 WGS ILLUMINA SN SN 904022-16 Libertad Mazan Maynas Loreto 2022 (2024)
L Ramirez. R.

SIA 905047-18 WGS ILLUMINA SN SN 905047-18 Urco Mirafio Mazan Maynas Loreto 2022 (2024)
SIA 102032044 WGS ILLUMINA SN SN 102032044 Libertad Mazan Maynas Loreto 2015 (RZ%Z‘['{;Z' R.
SIA 102067075 WGS ILLUMINA SN SN 102067075 Libertad Mazan Maynas Loreto 2015 (RZ%Z‘['{)“' R.
SIA 110022035 WGS ILLUMINA SN SN 110022035 Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2015 Z%"Z“'{)ez' R.
SIA 110022065 WGS ILLUMINA SN SN 110022065 Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2015 2%”2“'{)62' R.
SIA 110047144 WGS ILLUMINA SN SN 110047144 Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2015 Z%r%ez' R.
SIA 110053044 WGS ILLUMINA SN SN 110053044 Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2015 (RZ%?Lr)ez. R.
SIA 231014058 WGS ILLUMINA SN SN 231014058 Libertad Mazan Maynas Loreto 2017 (RZ%’QX)‘*Z' R.

SIA CON21-065 AmpliSeq ILLUMINA SN SN otl_S43 Candungos Rio Condorcanqui Amazonas 2021 Bt

Santiago estudio

SIA CON21-066 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot2_S54 Candungos Rio Condorcanqui Amazonas 2021 Este estudio

Santiago




Rio

SIA CON21-067 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot3_S65 Candungos Santiago Condorcanqui Amazonas 2021 Este estudio
SIA CON22-248 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot4_S77 Candungos ggﬁtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-312 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot5_S89 Cucuasa g;ﬁtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-320 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot6_S101 Cucuasa g;?\tiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-335 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot7_S113 Soledad g;cr)mtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-336 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot8_S125 Soledad g;(r)mtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-338 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot9_S44 Ayambis g{;(r)\tiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-343 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot10_S55 Palometa gg(r)mtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-344 AmpliSeq ILLUMINA SN SN otll_S66 Cucuasa g;cr)\tiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-345 AmpliSeq ILLUMINA SN SN otl2_S78 Ayambis g;cr)\tiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-346 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot13_S90 Cucuasa g;cr)mtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-347 AmpliSeq ILLUMINA SN SN otl4_S102 Palometa g:r)mtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-364 AmpliSeq ILLUMINA SN SN otl5 S114 Ayambis gg(r)\tiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-366 AmpliSeq ILLUMINA SN SN otl6_S126 Nauta g;cr)\tiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-367 AmpliSeq ILLUMINA SN SN otl7_S45 Nauta g;cr)\tiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-376 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot18 S56 Ayambis g;cr)mtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-377 AmpliSeq ILLUMINA SN SN otl9_S67 Ajachim g;?\tiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-379 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot20_S79 Nauta g;gtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-446 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot21_S91 Caterpiza g;(r)\tiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-451 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot22_S103 Caterpiza Rio Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio

Santiago




Rio

SIA CON22-459 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot23_S115 Caterpiza Santiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-462 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot24_S127 Caterpiza géﬁtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-463 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot25_S46 Cucuasa gallgtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-465 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot26_S57 Cucuasa gf:\(r)\tiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CON22-466 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot27_S68 Cucuasa gelxcr)mtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA CT035-22 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot28_S80 Caterpiza gelx(r)mtiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA GY23-066 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot29_S92 Guayabal g;(r)\tiago Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA GY23-079 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot30_S104 Guayabal gf;(r)\tiago Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA GY23-113 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot31_S116 Guayabal gf:\cr)\tiago Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CON23-062 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot32_S128 Kayamas gf:\cr)\tiago Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CON23-065 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot33_S47 Belén gelxcr)mtiago Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CON23-071 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot34_S58 Kayamas gelx(r)mtiago Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CON23-097 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot35_S69 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CON23-099 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot36_S81 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CON23-100 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot37_S93 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CONZ23-102 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot38_S105 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CONZ23-107 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot39_S117 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CON23-112 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot40_S129 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CON23-114 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot41_S48 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CONZ23-126 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot42_S59 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CON23-128 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot43_S70 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CONZ23-130 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot44_S82 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio




SIA CON23-133 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot45_S94 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio

SIA CON23-148 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot46_S106 Guayabal gallﬁtiago Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio

SIA CON23-171 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot47_S118 Alto Kashap Nieva Condorcanqui  Amazonas 2023 Este estudio

SIA CON23-172 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot48_S130 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio

SIA CON23-173 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot49_S49 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio

SIA CON23-177 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ot50_S60 Alto Kashap Nieva Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio

. Alianza Rio . .

SIA CON22-05 AmpliSeq ILLUMINA SN SN chl_S71 Progreso Santiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio

SIA CON22-06 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch2_s83 Alianza Rio Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
— Progreso Santiago

SIA NE-860 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch4_S95 Nueva Rio Condorcanqui Amazonas 2020 Este estudio
— Esperanza Santiago

SIA Ps.CH-019 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch5_S107 Alianza Rio Condorcanqui Amazonas 2019 Este estudio
= Progreso Santiago

SIA Ps.CH-003 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch6_S119 Alianza Rio Condorcanqui  Amazonas 2019  Este estudio
Progreso Santiago

. Alianza Rio - :

SIA CON21-036 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch9_S131 Progreso Santiago Condorcanqui Amazonas 2021 Este estudio

- Nueva Rio . .

SIA NE-020-04 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch10_S50 Esperanza Santiago Condorcanqui Amazonas 2021 Este estudio

SIA CON22-83 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch12_S61 Nueva Rio Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
— Esperanza Santiago

SIA CON22-228 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch13_S72 Alianza Rio Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
Progreso Santiago

SIA CON22-285 AmpliSeq ILLUMINA SN SN chl5_S84 Alianza RIO. Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
Progreso Santiago

SIA CON22-324 AmpliSeq ILLUMINA SN SN chl7_S96 Alianza Rio Condorcanqui  Amazonas 2022 Este estudio
Progreso Santiago

. Alianza Rio - :

SIA CON22-383 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch19_S108 Progreso Santiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio

SIA CON22-430 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch20_S120 Nueva Rio Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
Esperanza Santiago

SIA CON22-433 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch21_S132 Nueva Rio Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
Esperanza Santiago

SIA AP-030-22 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch25_S51 Alianza R|o. Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
Progreso Santiago



. Alianza Rio . .
SIA AP-040-22 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch26_5S62 Progreso Santiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA AP-053-22 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch27_s73 Alianza Rio Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
Progreso Santiago
: Nueva Rio . .
SIA NE-012-22 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch31_S85 Esperanza Santiago Condorcanqui Amazonas 2022 Este estudio
SIA NE-082-22 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch33_s97 E“e"a Rio Condorcanqui  Amazonas 2022 Este estudio
speranza Santiago
SIA CON23-043 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch37_S109 E“e"a Rio Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
speranza Santiago
. Alianza Rio - -
SIA CON23-051 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch39_S121 Progreso Santiago Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
- Nueva Rio . .
SIA CON23-060 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch41_S133 Esperanza Santiago Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
SIA CON23-061 AmpliSeq ILLUMINA SN SN ch42_S52 Alianza Rio Condorcanqui Amazonas 2023 Este estudio
Progreso Santiago
. San Jose de Ramon Ramon Kattenberg et
SAMN38982299  PE-PV-3 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948955  PRINA10S5117 SRR27306060  [on 20 " CECL Castilln Loreto 2018 ;"0
. San Jose de Ramon Ramon Kattenberg et
SAMN38982300  PE-PV-4 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948956  PRINAL0S5117 SRR27306059 | ~no 0 " CTCL Castilla Loreto 2018 ;"0
SAMN38982301  PE-PV-8 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949105  PRINAL0S5117 SRR27305910 Islandia Yavarf EZ;‘R{; Loreto 2018 ;attze(;‘zb??rg et
SAMN38982302  PE-PV-10 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949146  PRINAL0S5117 SRR27305869 Islandia Yavarf Eggt‘fl’g Loreto 2018 ;attzegzbgrg et
SAMN38982303  PE-PV-11 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949157  PRINAL055117 SRR27305858 lIslandia Yavarf Eggﬁl’; Loreto 2018 ;attzeé‘zt’;rg et
SAMN38982304  PE-PV-17 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949168  PRINAL055117 SRR27305847 Islandia Yavarf g:gt‘ﬁl’; Loreto 2018 ;attze&b;rg et
SAMN38982305  PE-PV-21 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949179  PRINA1055117 SRR27305836 Islandia Yavari Egg‘i‘;{; Loreto 2018 ;(Iattzegzb??rg et
SAMN38982306  PE-PV-22 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948992  PRINAL0S5117 SRR27306023 Islandia Yavarf EZ;‘R{; Loreto 2018 ;attze(;‘zb??rg et
SAMN38982307  PE-PV-23 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949003  PRINAL0S5117 SRR27306012 Islandia Yavarf Egg’t‘f;g Loreto 2018 ;attzegzbs?rg et
SAMN38982308  PE-PV-24 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949014  PRINAL055117 SRR27306001 Islandia Yavari ggg’t‘l‘;g Loreto 2018 ;anze(;‘zb;rg et
SAMN38982309  PE-PV-25 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948957  PRINA1055117 SRR27306058 lIslandia Yavarf g:gt‘ﬁg Loreto 2018 ;anze(;‘zb;rg et
SAMN38982310  PE-PV-26 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948968  PRINA1055117 SRR27306047 lIslandia Yavarf gg;‘ﬁg Loreto 2018 ;anze(;‘zt’;rg et



SAMNB38982311

PE-PV-28

AmpliSeq

ILLUMINA

SRS19948979

PRINA1055117

SRR27306036

Islandia

Yavari

Ramon

Loreto

2018

Kattenberg et

Castilla al., 2023
SAMN38982312  PE-PV-32 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949028  PRINA1055117 SRR27305987 Islandia Yavarf EZQQ,‘,’; Loreto 2018 ;ﬁttze(')‘zbgerg et
SAMN38982313  PE-PV-33 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949039  PRINA1055117 SRR27305976 Islandia Yavarf Fé:g:ﬁg Loreto 2018 Sﬁ“zegzbsf"g et
SAMN38982314  PE-PV-34 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949050  PRINA1055117 SRR27305965 Islandia Yavarf gzgt‘ﬁg Loreto 2018 ;ﬁ“ze&b;rg et
SAMN38982315  PE-PV-35 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949061  PRINA1055117 SRR27305954 Islandia Yavari gzgt‘fl’g Loreto 2018 5?“;6‘;;’9 et
SAMN38982316  PE-PV-37 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949072  PRINA1055117 SRR27305943 Islandia Yavari EZ;‘I‘I’EI Loreto 2018 ;ﬁ“ze(;‘zbserg et
SAMN38982317  PE-PV-38 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949083  PRINA1055117 SRR27305932 Islandia Yavari EZQ;?I'; Loreto 2018 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMN38982318  PE-PV-39 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949094  PRINAIL055117 SRR27305921 Islandia Yavari EZQ;?I'; Loreto 2018 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMN38982319  PE-PV-40 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949106  PRINAL055117 SRR27305909 Islandia Yavari gggﬁg Loreto 2018 gfttze&b;rg et
SAMN38982320  PE-PV-42 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949117  PRINA1055117 SRR27305898 Islandia Yavarf g:;?ﬁg Loreto 2018 gfttzegzt’;’g et
SAMN38982321  PE-PV-45 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949128  PRINA1055117 SRR27305887  San Juan gzﬁti‘;;” Maynas Loreto 2007 ;ﬁ“zegzb;rg et
SAMN38982322  PE-PV-46 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949139  PRINA1055117 SRR27305876  San Juan gzztjlgg” Maynas Loreto 2007 ;ﬁ“ze(;‘;’;rg et
SAMN38982323  PE-PV-47 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949140  PRINA1055117 SRR27305875  San Juan gzﬂtjlls‘;” Maynas Loreto 2007 ;ﬁttzegzt’;rg et
SAMN38982324  PE-PV-48 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949141  PRINA1055117 SRR27305874  San Juan ;";ﬂ;‘s‘;" Maynas Loreto 2007 ;‘j"’ttze&b;rg et
SAMN38982325  PE-PV-49 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949142  PRINA1055117 SRR27305873  San Juan ;22;‘;;” Maynas Loreto 2007 ;ﬁ“ze&b;rg et
SAMN38982326  PE-PV-50 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949143  PRINA1055117 SRR27305872  San Juan ;Zﬁtjl‘;;” Maynas Loreto 2007 ;ﬁ“zegzb;rg et
SAMN38982327  PE-PV-51 AmpliSeq ILLUMINA  SRS19949144  PRINAL0S55117 SRR27305871  San Juan San AN Maynas Loreto 2007 ;ﬁ“zeé‘zbs?rg et
SAMN38982328  PE-PV-53 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949145  PRINA1055117 SRR27305870  San Juan g‘:\ﬂ;‘s‘;” Maynas Loreto 2007 ;‘j*’ttze&b;rg o
SAMN38982329 PE-PV-55 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949147 PRINA1055117 SRR27305868 lquitos lquitos Maynas Loreto 2008 ;‘ji’ttze&b;rg et
SAMN38982330  PE-PV-56 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949148  PRINA1055117 SRR27305867  San Juan gzﬂtig;” Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“ze(;‘zt’;rg et



SAMN38982331  PE-PV-57 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949149  PRINAL055117 SRR27305866  Bellaluz ;";’;d;‘;" Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982332  PE-PV-59 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949150  PRINA1055117 SRR27305865  El Milagro ;2’;3;‘;” Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982333  PE-PV-63 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949151  PRINA1055117 SRR27305864  Belen Belen Maynas Loreto 2008 Sﬁ“zegzbsf"g et
SAMN38982334  PE-PV-65 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949152  PRINA1055117 SRR27305863  AltoNanay  Alto Nanay —Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“ze&b;rg et
SAMN38982335  PE-PV-66 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949154  PRINAL055117 SRR27305862  San Juan ;aaﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 ;ﬁtg’gg’g et
SAMNB38982336  PE-PV-67 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949153  PRINAL055117 SRR27305861  San Juan gaaﬁtjlg;” Maynas Loreto 2008 ;ftg’gzbserg et
SAMNB38982337  PE-PV-68 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949155  PRINAL055117 SRR27305860  Iquitos Iquitos Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982338  PE-PV-69 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949156  PRINA1055117 SRR27305859 Iquitos Iquitos Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982339  PE-PV-70 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949158  PRINA1055117 SRR27305857  Iquitos Iquitos Maynas Loreto 2008 gfttze&b;rg et
SAMN38982340  PE-PV-71 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949159  PRINA1055117 SRR27305856  Punchana Punchana  Maynas Loreto 2008 ;ﬁtg’gg’g et
SAMN38982341  PE-PV-72 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949160  PRINAL055117 SRR27305855  San Juan gzﬁti‘;;” Maynas Loreto 2008 ;ftg’(;‘zb??rg et
SAMN38982342  PE-PV-73 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949161  PRINAL0S5117 SRR27305854  Barrio Florida Punchana  Maynas Loreto 2008 ;f"’“zegzbgrg et
SAMNB38982343  PE-PV-74 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949162  PRINAL055117 SRR27305853  Mazan Mazan Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“ze(;‘zb;rg et
SAMN38982344  PE-PV-75 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949163  PRINA1055117 SRR27305852  San Juan g";ﬂtjl‘s‘s‘a” Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“zegzt’;rg et
SAMN38982345  PE-PV-76 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949165  PRINA1055117 SRR27305851  San Juan ;Zztji‘;;” Maynas Loreto 2008 ;(If"’“ze&b;rg et
SAMNB38982346  PE-PV-78 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949164  PRINAL055117 SRR27305850  Masusa Punchana  Maynas Loreto 2008 ;ftg’(;‘zb??rg et
SAMNB38982347  PE-PV-79 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949166  PRINAL055117 SRR27305849  San Juan ;zﬁtjlg;” Maynas Loreto 2008 ;f"’tg’(;‘zbgrg et
SAMN38982348  PE-PV-80 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949167  PRINA1055117 SRR27305848  Iquitos Iquitos Maynas Loreto 2008 ;‘?’“Ze&b;rg et
SAMN38982349  PE-PV-81 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949169  PRINA1055117 SRR27305846  Curaray Napo Maynas Loreto 2008 ;‘?’“zegzt’;rg et
SAMNB38982350  PE-PV-82 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949170  PRINA1055117 SRR27305845  Iquitos Iquitos Maynas Loreto 2008 Kattenberget

al., 2023



SAMN38982351  PE-PV-83 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949171  PRINAL055117 SRR27305844  San Juan ;";’;d?&” Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982352  PE-PV-84 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949172  PRINA1055117 SRR27305843  San Juan ;2’;3;‘;” Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982353  PE-PV-85 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949173  PRINA1055117 SRR27305842  San Juan ;aa’;tjl‘s‘;” Maynas Loreto 2008 Sﬁ“zegzbsf"g et
SAMN38982354  PE-PV-86 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949039  PRINA1055117 SRR27305841  San Juan ;fiﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“ze&b;rg et
SAMNB38982355  PE-PV-87 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949175  PRINAL055117 SRR27305840  San Juan ;zﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2008 gfttzegzt’;’g et
SAMNB38982356  PE-PV-88 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949176  PRINAL055117 SRR27305839  Iquitos Iquitos Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“ze(;‘zbserg et
SAMN38982357  PE-PV-89 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949177  PRINAL055117 SRR27305838  San Juan ;aaztjlgg” Maynas Loreto 2008 ;ﬁttzegzbgrg et
SAMNB38982358  PE-PV-90 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949178  PRINA1055117 SRR27305837 lquitos Iquitos Maynas Loreto 2008 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMN38982359  PE-PV-91 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949181  PRINA1055117 SRR27305835  San Juan ;‘;ﬂd‘;&” Maynas Loreto 2008 gfttze&b;rg et
SAMN38982360  PE-PV-92 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949180  PRINA1055117 SRR27305834  Iquitos Iquitos Maynas Loreto 2008 gfttzegzt’;’g et
SAMN38982361  PE-PV-93 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949182  PRINAL055117 SRR27305833  Caballococha Ezg’t’ﬁg Eggﬁ{; Loreto 2008 ;ﬁ“zeggrg et
SAMN38982362  PE-PV-95 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949183  PRINAL055117 SRR27305832  Simon Bolivar gzztjlgg” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“ze(;‘;’;rg et
SAMN38982363  PE-PV-96 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949184  PRINAL055117 SRR27305831  America gzﬂtjl‘s‘;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁttzegzt’;rg et
SAMNB38982364  PE-PV-97 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948987  PRINAIL055117 SRR27306028  Shiriara g";ﬂtjl‘s‘s‘a” Maynas Loreto 2014 ;ﬁttze&b;rg et
SAMN38982365  PE-PV-98 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948988  PRINA1055117 SRR27306027  Camelias gzﬁti‘;;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982366  PE-PV-99 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948989  PRINAL055117 SRR27306026  SantaClara gzﬁti‘;;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zegzb;rg et
SAMNB38982367  PE-PV-100 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948990  PRINAL055117 SRR27306025  SantaClara ;zﬁtjlg;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zeé‘zbs?rg et
SAMN38982368  PE-PV-101 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948991  PRINAL055117 SRR27306024  San Juan g‘:\ﬂ;‘s‘;” Maynas Loreto 2014 ;‘j*’ttze&b;rg et
SAMN38982369  PE-PV-102 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948993  PRINAL055117 SRR27306022  Bella Luz g‘:\ﬂtjl‘s‘;” Maynas Loreto 2014 ;‘?’“Zeé‘zt’;rg et
SAMN38982370  PE-PV-104 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948994  PRINA1055117 SRR27306021  Santa Clara gzﬂtig;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“ze(;‘zt’;rg et



SAMNB38982371  PE-PV-105 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948995  PRINAL055117 SRR27306020  Santa Clara ;2’;3;‘;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982372  PE-PV-106 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948996  PRINA1055117 SRR27306019  Santa Clara ;2’;3;‘;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982373  PE-PV-107 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948997  PRINA1055117 SRR27306018  Azucenas ;aa’;tjl‘s‘;” Maynas Loreto 2014 Sﬁ“zegzbs?rg et
SAMN38982374  PE-PV-108 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948998  PRINA1055117 SRR27306017  Santa Clara ;fiﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“ze&b;rg et
SAMN38982375  PE-PV-109 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948999  PRJINAL055117 SRR27306016  Rosale ;zztjl‘;;” Maynas Loreto 2014 5?“;6‘;;’9 et
SAMN38982376  PE-PV-110 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949000  PRJINAL055117 SRR27306015  Camelias gz:tjlg;n Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“ze(;‘zbserg et
SAMN38982377  PE-PV-111 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949001  PRJINAL0S5117 SRR27306014  Rumococha g‘;ﬂfg&” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982378  PE-PV-112 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949002  PRINAL055117 SRR27306013  Camelias g‘;ﬂfg&” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982379  PE-PV-113 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949004  PRINA1055117 SRR27306011  Manco Inca ;‘;ﬂd‘;&” Maynas Loreto 2014 gfttze&b;rg et
SAMN38982380  PE-PV-114 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949005  PRINA1055117 SRR27306010  Quistococha ;zﬂtjl‘;;” Maynas Loreto 2014 gfttzegzt’;’g et
SAMN38982381  PE-PV-115 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949006  PRINAL055117 SRR27306009  Azucenas gzﬁti‘;;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zegzb;rg et
SAMN38982382  PE-PV-116 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949007  PRINAL0S5117 SRR27306008  Azucenas gzztjlgg” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“ze(;‘;’;rg et
SAMN38982383  PE-PV-117 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949008  PRINAL0S5117 SRR27306007 25 de Enero gzﬂtjl‘s‘;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁttzegzt’;rg et
SAMN38982384  PE-PV-118 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949009  PRINA1055117 SRR27306006  Quistococha g";ﬂtjl‘s‘s‘a” Maynas Loreto 2014 ;ﬁttze&b;rg et
SAMN38982385  PE-PV-119 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949010  PRINA1055117 SRR27306005  Camelias gzﬁti‘;;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zeggrg et
SAMN38982386  PE-PV-120 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949011  PRINAL055117 SRR27306004  Monasi ;Zﬁtjl‘;;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zegzb;rg et
SAMN38982387  PE-PV-121 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949012  PRINAL0S5117 SRR27306003  Camelias ;z[‘ltjlg;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zeé‘zbs?rg et
SAMN38982388  PE-PV-122 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949013  PRINA1055117 SRR27306002  Simon Bolivar g‘:\ﬂ;‘s‘;” Maynas Loreto 2014 ;‘j*’ttze&b;rg et
SAMN38982389  PE-PV-123 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949015  PRINA1055117 SRR27306000  Laguna Azul ngtJig;n Maynas Loreto 2014 ;‘j"’ttze&b;rg et
SAMN38982390  PE-PV-125 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949016  PRINA1055117 SRR27305999  Quistococha gzﬂtig;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“ze(;‘zt’;rg et



SAMN38982391  PE-PV-126 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949017  PRINAL055117 SRR27305998  Quistococha ;";’;d?&” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982392  PE-PV-127 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949018  PRINA1055117 SRR27305997  San Juan ;2’;3;‘;” Maynas Loreto 2014 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982393  PE-PV-128 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949019  PRINA1055117 SRR27305996  Santa Clara ;aa’;tjl‘s‘;” Maynas Loreto 2014 Sﬁ“zegzbs?rg et
SAMN38982394  PE-PV-134 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949020  PRINA1055117 SRR27305995  Huaman Urco  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“ze&b;rg et
SAMN38982395  PE-PV-141 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949021  PRINAL055117 SRR27305994  Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“;g;;’g et
SAMN38982396  PE-PV-142 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949022  PRINAL055117 SRR27305993  Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2016 ;f"’“zeg‘zbserg et
SAMN38982397  PE-PV-143 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949023  PRINAL055117 SRR27305992  Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMN38982398  PE-PV-152 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949024  PRINA1055117 SRR27305991  Visto Bueno  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMN38982399  PE-PV-153 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948958  PRINA1055117 SRR27306057  Visto Bueno  Mazan Maynas Loreto 2016 gfttze&b;rg et
SAMN38982400  PE-PV-163 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948959  PRINA1055117 SRR27306056  Santa Cruz Mazan Maynas Loreto 2016 gfttzegzt’;’g et
SAMNB38982401  PE-PV-164 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948960  PRINAL055117 SRR27306055  Santa Cruz Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982402  PE-PV-174 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948961  PRINAL055117 SRR27306054  Libertad Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“ze(;‘;;rg et
SAMNB38982403  PE-PV-176 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948962  PRINAL055117 SRR27306053  Libertad Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁttzegzt’;rg et
SAMN38982404  PE-PV-180 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948963  PRINA1055117 SRR27306052  Libertad Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁttze&b;rg et
SAMN38982405  PE-PV-183 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948964  PRINA1055117 SRR27306051  Libertad Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“ze&b;rg et
SAMNB38982406  PE-PV-184 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948965  PRINAL055117 SRR27306050  Puerto Alegre  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“zeggrg et
SAMN38982407  PE-PV-185 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948966  PRINAL0S5117 SRR27306049  Puerto Alegre  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“zeé‘zbs?rg et
SAMN38982408  PE-PV-187 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948967  PRINAL055117 SRR27306048  Puerto Alegre  Mazan Maynas Loreto 2016 ;‘j*’ttze&b;rg et
SAMN38982409  PE-PV-188 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948969  PRINA1055117 SRR27306046  Puerto Alegre  Mazan Maynas Loreto 2016 ;‘?’“Zeé‘zt’;rg et
SAMN38982410  PE-PV-192 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948970  PRINA1055117 SRR27306045  Sucusari Mazan Maynas Loreto 2016 Kattenberget

al., 2023



SAMNB38982411

PE-PV-194

AmpliSeq

ILLUMINA

SRS19948971

PRINA1055117

SRR27306044

Sucusari

Mazan

Maynas

Loreto

2016

Kattenberg et

al., 2023

SAMN38982412  PE-PV-196 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948972  PRINA1055117 SRR27306043  Huaman Urco  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982413  PE-PV-215 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948973  PRINA1055117 SRR27306042  Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2016 Sﬁ“zegzbsf"g et
SAMN38982414  PE-PV-220 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948974  PRINA1055117 SRR27306041  Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“ze&b;rg et
SAMN38982415  PE-PV-248 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948975  PRINAL055117 SRR27306040  Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁtg’(;‘;;’g et
SAMN38982416  PE-PV-315 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948976  PRINA1055117 SRR27306039  Puerto Obrero  Mazan Maynas Loreto 2017 ;f",tg}gzbserg et
SAMN38982417  PE-PV-322 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948977  PRINAL0S5117 SRR27306038  Libertad Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982418  PE-PV-325 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948978  PRINA1055117 SRR27306037  Libertad Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982419  PE-PV-327 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948980  PRINA1055117 SRR27306035  Libertad Mazan Maynas Loreto 2017 gfttze&b;rg et
SAMN38982420  PE-PV-344 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948981  PRINA1055117 SRR27306034 Ezggro de Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁtg’gg’g et
SAMN38982421  PE-PV-348 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948982  PRINAL0S5117 SRR27306033  Santa Cruz Mazan Maynas Loreto 2017 ;f"’“ze(;‘zb??rg et
SAMN38982422  PE-PV-349 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948983  PRINAL0S5117 SRR27306032  Santa Cruz Mazan Maynas Loreto 2017 ;f"’“zegzbgrg et
SAMN38982423  PE-PV-352 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948984  PRINAL0S5117 SRR27306031  Santa Cruz Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁ“zegzt’;rg et
SAMN38982424  PE-PV-353 AmpliSeq ILLUMINA SRS19948985  PRINAL055117 SRR27306030 Eg'r'g onte Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁ“zegzt’;rg et
SAMN38982425  PE-PV-354 AmpliSeq ILLUMINA SRS10948986  PRINA1055117 SRR27306029  Santa Cruz Mazan Maynas Loreto 2017 ;ftg’(;‘zb??rg et
SAMN38982426  PE-PV-355 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949025  PRINAL0S5117 SRR27305990  Santa Cruz Mazan Maynas Loreto 2017 ;f"’“ze(;‘zb??rg et
SAMN38982427  PE-PV-360 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949026  PRINA1055117 SRR27305989 Ei'r'g onte Mazan Maynas Loreto 2017 ;f"’“zegzbs?rg et
SAMN38982428  PE-PV-363 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949027  PRINAL055117 SRR27305988  Santa Cruz Mazan Maynas Loreto 2017 ;‘?’“Ze&b;rg et
SAMNS38982429  PE-PV-364 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949029  PRINA1055117 SRR27305986  Libertad Mazan Maynas Loreto 2017 ;‘?’“zegzt’;rg et
SAMN38982430  PE-PV-365 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949030  PRINA1055117 SRR27305985  Libertad Mazan Maynas Loreto 2017 Kattenberget

al., 2023



SAMN38982431

PE-PV-367

AmpliSeq

ILLUMINA

SRS19949031

PRINA1055117

SRR27305984

Libertad

Mazan

Maynas

Loreto

2017

Kattenberg et

al., 2023
SAMN38982432  PE-PV-368 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949032  PRINA1055117 SRR27305983  Libertad Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982433  PE-PV-378 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949033  PRINA1055117 SRR27305982  Puerto Obrero  Mazan Maynas Loreto 2017 Sﬁ“zegzbsf"g et
SAMN38982434  PE-PV-383 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949034  PRINA1055117 SRR27305981  Huaman Urco  Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁ“ze&b;rg et
SAMN38982435  PE-PV-385 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949035  PRJINAL055117 SRR27305980 Ezg’:gm de Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁtg’(;‘;;’g et
SAMN38982436  PE-PV-387 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949036  PRINAL055117 SRR27305979 Eﬂg’:gm de Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁtg’gzbserg et
SAMN38982437  PE-PV-388 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949037  PRINAL055117 SRR27305978 ig"z’:r’gg’rgﬁ’o Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982438  PE-PV-390 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949038  PRINA1055117 SRR27305977  Urco Mirafio  Mazan Maynas Loreto 2017 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMN38982439  PE-PV-395 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949040  PRINA1055117 SRR27305975  Visto Bueno  Mazan Maynas Loreto 2016 gfttze&b;rg et
SAMN38982440  PE-PV-396 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949041  PRINA1055117 SRR27305974  VistoBueno  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁtg’gg’g et
SAMN38982441  PE-PV-398 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949042  PRINAL055117 SRR27305973  Salvador Mazan Maynas Loreto 2016 ;‘f"’“ze(;‘zb?frg et
SAMNB38982442  PE-PV-402 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949043  PRINAL055117 SRR27305972  Sucusari Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁtg’(;‘zbgrg et
SAMNB38982443  PE-PV-404 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949044  PRINAL055117 SRR27305971  Sucusari Mazan Maynas Loreto 2016 ;ﬁ“ze(;‘zb;rg et
SAMNB38982444  PE-PV-405 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949045  PRINA1055117 SRR27305970  Sucusari Mazan Maynas Loreto 2016 ;‘j"’ttze&b;rg et
SAMN38982445  PE-PV-409 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949046  PRINA1055117 SRR27305969  Puerto Alegre  Mazan Maynas Loreto 2016 ;ftg’(;‘zb??rg et
SAMNB38982446  PE-PV-411 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949047  PRINAL055117 SRR27305968  Libertad Mazan Maynas Loreto 2016 ;ftg’(;‘zb??rg et
SAMNB38982447  PE-PV-412 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949048  PRINAL055117 SRR27305967  Libertad Mazan Maynas Loreto 2016 ;f"’tg’(;‘zbgrg et
SAMN38982448  PE-PV-413 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949049  PRINAL055117 SRR27305966 mg;‘;’;th Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;‘?’“Ze&b;rg et
SAMN38982449  PE-PV-414 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949051  PRINAL055117 SRR27305964 m;;;’;th Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;‘j"’“ze(;‘zb;rg et
SAMN38982450  PE-PV-415 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949052  PRINA1055117 SRR27305963 “:ﬁ;’feth Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;‘j"’“ze&b;rg et



SAMN38982451  PE-PV-416 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949053  PRINAL055117 SRR27305962 HZ;Xfeth Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982452  PE-PV-417 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949055  PRINA1055117 SRR27305961 H:g?eth Trompeteros  Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982453  PE-PV-418 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949054  PRINA1055117 SRR27305960 g“e‘r’ﬁ‘s’aalen Trompeteros  Loreto Loreto 2019 Sﬁ“zegzbsf"g et
SAMN38982454  PE-PV-419 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949056  PRINA1055117 SRR27305959 'J\'e‘:S;’:Ien Trompeteros  Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“ze&b;rg et
SAMNB38982455  PE-PV-420 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949057  PRINAL055117 SRR27305958 'J\'e‘:SZZIen Trompeteros Loreto Loreto 2019 gfttzegzt’;’g et
SAMN38982456  PE-PV-421 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949058  PRINAL055117 SRR27305957 'J\'elsﬁg’;en Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982457  PE-PV-422 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949050  PRINAL055117 SRR27305956 S“elr‘szglen Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁttzegzbgrg et
SAMNB38982458  PE-PV-423 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949060  PRINAL055117 SRR27305955 S\Ielrjs\slglen Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNS38982459  PE-PV-424 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949062  PRINAL055117 SRR27305953 g“e‘r‘l'“:‘s’;‘len Trompeteros Loreto Loreto 2019 gfttze&b;rg et
SAMN38982460  PE-PV-425 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949063  PRINA1055117 SRR27305952 'J\lel:SZ;en Trompeteros  Loreto Loreto 2019 gfttzegzt’;’g et
SAMNB38982461  PE-PV-426 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949064  PRINAL055117 SRR27305951 H:f;’raeth Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982462  PE-PV-427 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949065  PRINAL055117 SRR27305950 H;ﬁ;’f}eth Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“ze(;‘;;rg et
SAMNB38982463  PE-PV-428 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949066  PRINAL055117 SRR27305949 m;:;’;th Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁttzegzt’;rg et
SAMN38982464  PE-PV-429 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949067  PRINAL055117 SRR27305948 'J\lel:S\s/aalen Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁttze&b;rg et
SAMN38982465  PE-PV-430 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949068  PRINA1055117 SRR27305947 g\'et’ﬁg’;en Trompeteros  Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982466  PE-PV-431 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949069  PRINAL055117 SRR27305946 g\'et’ﬁg’;en Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982467  PE-PV-432 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949070  PRINAL055117 SRR27305945 iﬂﬁ;’;en Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zeg‘zbgrg et
SAMN38982468  PE-PV-434 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949071  PRINAL055117 SRR27305944 'J\'e‘:S‘S’;e . Trompeteros  Loreto Loreto 2019 ;‘j*’ttze&b;rg et
SAMNB38982469  PE-PV-435 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949073  PRINAL055117 SRR27305942 'J\‘e‘:S‘S’;en Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;‘j"’ttze&b;rg et
SAMNB38982470  PE-PV-436 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949074  PRINAL055117 SRR27305941 'J\‘e‘:S‘S’:Ien Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;‘j"’ttze&b;rg et



SAMN38982471  PE-PV-438 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949075  PRINAL055117 SRR27305940 i‘r’ﬁ‘s’aalen Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982472  PE-PV-439 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949076  PRINA1055117 SRR27305939 g\f;r’ﬁ‘s’aalen Trompeteros  Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982473  PE-PV-440 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949077  PRINA1055117 SRR27305938 g“e‘r’ﬁ‘s’aalen Trompeteros  Loreto Loreto 2019 Sﬁ“zegzbsf"g et
SAMN38982474  PE-PV-441 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949078  PRINA1055117 SRR27305937 'J\'e‘:S;’:Ien Trompeteros  Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzb;rg et
SAMNB38982475  PE-PV-442 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949079  PRINAL055117 SRR27305936 'J\'e‘:SZZIen Trompeteros Loreto Loreto 2019 gfttzegzt’;’g et
SAMNB38982476  PE-PV-443 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949080  PRINAL055117 SRR27305935 'J\'elsﬁg’;en Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982477  PE-PV-444 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949081  PRINAL055117 SRR27305934 S“elr‘szglen Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁttzegzbgrg et
SAMNB38982478  PE-PV-445 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949082  PRINAL055117 SRR27305933 S\Ielrjs\slglen Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982479  PE-PV-446 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949084  PRINAL055117 SRR27305931 g“e‘r‘l'“:‘s’;‘len Trompeteros Loreto Loreto 2019 gfttze&b;rg et
SAMN38982480  PE-PV-447 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949085  PRINA1055117 SRR27305930 m;g;’raeth Trompeteros  Loreto Loreto 2019 gfttzegzt’;’g et
SAMN38982481  PE-PV-448 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949086  PRINAL055117 SRR27305929 g\'et’ﬁg’;en Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982482  PE-PV-449 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949087  PRINAL055117 SRR27305928 ?‘eLr’S;’ZIen Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“ze(;‘;;rg et
SAMNB38982483  PE-PV-450 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949088  PRINAL055117 SRR27305927 'J\'e‘r‘S‘s’Zlen Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁttzegzt’;rg et
SAMN38982484  PE-PV-451 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949089  PRINA1055117 SRR27305926 'J\lel:S\s/aalen Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁttze&b;rg et
SAMN38982485  PE-PV-452 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949090  PRINA1055117 SRR27305925 g\'et’ﬁg’;en Trompeteros  Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982486  PE-PV-453 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949091  PRINAL055117 SRR27305924 g\'et’ﬁg’;en Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982487  PE-PV-454 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949092  PRINAL055117 SRR27305923 iﬂﬁ;’;en Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zeg‘zbgrg et
SAMN38982488  PE-PV-455 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949093  PRINAL055117 SRR27305922 'J\'e‘:S‘S’;e . Trompeteros  Loreto Loreto 2019 ;‘j*’ttze&b;rg et
SAMN38982489  PE-PV-456 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949095  PRINAL055117 SRR27305920 'J\‘e‘:S‘s’;en Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;‘?’“Zegzb;rg et
SAMN38982490  PE-PV-457 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949096  PRINA1055117 SRR27305919 'J\‘e‘:S‘S’:Ien Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;‘j"’ttze&b;rg et



SAMN38982491  PE-PV-458 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949097  PRINAL055117 SRR27305918 i‘r’ﬁ‘s’aalen Trompeteros Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982492  PE-PV-459 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949098  PRINA1055117 SRR27305917 g\f;r’ﬁ‘s’aalen Trompeteros  Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982493  PE-PV-460 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949099  PRINA1055117 SRR27305916 g“e‘r’ﬁ‘s’aalen Trompeteros  Loreto Loreto 2019 Sﬁ“zegzbsf"g et
SAMN38982494  PE-PV-461 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949100  PRINA1055117 SRR27305915 'J\'e‘:S;’:Ien Trompeteros  Loreto Loreto 2019 ;ﬁ“zegzb;rg et
SAMNB38982495  PE-PV-462 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949101  PRINAL055117 SRR27305914 'J\'e‘:SZZIen Trompeteros Loreto Loreto 2019 gfttzegzt’;’g et
SAMNB38982496  PE-PV-463 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949103  PRINAL055117 SRR27305913 'J\'elsﬁg’;en Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982497  PE-PV-464 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949102  PRINAL055117 SRR27305912 S“elr‘szglen Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁttzegzbgrg et
SAMN38982498  PE-PV-465 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949104  PRINAL055117 SRR27305911 S\Ielrjs\slglen Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982499  PE-PV-466 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949107  PRINAL055117 SRR27305908 g“e‘r‘l'“:‘s’;‘len Trompeteros Loreto Loreto 2020 gfttze&b;rg et
SAMN38982500  PE-PV-467 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949108  PRINA1055117 SRR27305907 'J\lel:SZ;en Trompeteros  Loreto Loreto 2020 gfttzegzt’;’g et
SAMN38982501  PE-PV-468 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949100  PRINAL055117 SRR27305906 g\'et’ﬁg’;en Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982502  PE-PV-469 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949110  PRINAL055117 SRR27305905 ?‘eLr’S;’ZIen Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“ze(;‘;;rg et
SAMNB38982503  PE-PV-470 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949111  PRINAL055117 SRR27305904 'J\'e‘r‘S‘s’Zlen Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁttzegzt’;rg et
SAMN38982504  PE-PV-471 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949113  PRINAL055117 SRR27305903 'J\‘e‘r‘l'“:‘s’aalen Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;‘j"’ttze&b;rg et
SAMN38982505  PE-PV-472 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949112  PRINA1055117 SRR27305902 g\'et’ﬁg’;en Trompeteros  Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982506  PE-PV-473 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949114  PRINAL055117 SRR27305901 g\'et’ﬁg’;en Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“zeggrg et
SAMNB38982507  PE-PV-474 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949115  PRINAL055117 SRR27305900 iﬂﬁ;’;en Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“zeg‘zbgrg et
SAMN38982508  PE-PV-475 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949116  PRINAL055117 SRR27305899 'J\'e‘:S‘S’;e . Trompeteros  Loreto Loreto 2020 ;‘j*’ttze&b;rg et
SAMNB38982509  PE-PV-476 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949118  PRINAL055117 SRR27305897 'J\‘e‘:S‘S’;en Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;‘j"’ttze&b;rg et
SAMNB38982510  PE-PV-477 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949120  PRINAL055117 SRR27305896 'J\‘e‘:S‘S’;en Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“ze(;‘zt’;rg et



SAMN38982511  PE-PV-478 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949119  PRINAL055117 SRR27305895 i‘r’ﬁ‘s’aalen Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982512  PE-PV-479 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949121  PRINA1055117 SRR27305894 g\f;r’ﬁ‘s’aalen Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMN38982513  PE-PV-480 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949122  PRINA1055117 SRR27305893 g“e‘r’ﬁ‘s’aalen Trompeteros Loreto Loreto 2020 Sﬁ“zegzbsf"g et
SAMN38982514  PE-PV-481 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949123  PRINA1055117 SRR27305892 'J\'e‘:S;’:Ien Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁ“zegzb;rg et
SAMN38982515  PE-PV-482 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949124  PRINAL055117 SRR27305891 'J\'e‘:l‘i;’;en Trompeteros Loreto Loreto 2020 ;ﬁtg’gg’g et
SAMN38982516  PE-PV-483 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949125  PRINAL055117 SRR27305890  Gamitanacocha Mazan Maynas Loreto 2018 ;ftg’gzbserg et
SAMNB38982517  PE-PV-484 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949127  PRINAL055117 SRR27305889  Gamitanacocha Mazan Maynas Loreto 2018 ;ﬁ“zegzbgrg et
SAMNB38982518  PE-PV-486 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949126  PRINA1055117 SRR27305888  Gamitanacocha Mazan Maynas Loreto 2018 ;ﬁ“zegzbserg et
SAMNB38982519  PE-PV-487 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949129  PRINA1055117 SRR27305886  Libertad Mazan Maynas Loreto 2018 gfttze&b;rg et
SAMN38982520  PE-PV-488 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949130  PRINA1055117 SRR27305885  Libertad Mazan Maynas Loreto 2018 ;ﬁtg’gg’g et
SAMN38982521  PE-PV-489 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949131  PRINAL0S5117 SRR27305884  Libertad Mazan Maynas Loreto 2018 ;f"’“ze(;‘zb??rg et
SAMN38982522  PE-PV-490 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949132  PRINAL0S5117 SRR27305883  Libertad Mazan Maynas Loreto 2018 ;f"’“zegzbgrg et
SAMN38982523  PE-PV-492 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949133  PRINAL055117 SRR27305882 ;Sf’a"cyacu Mazan Maynas Loreto 2018 ;ﬁ“zegzt’;rg et
SAMN38982524  PE-PV-493 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949134  PRINA1055117 SRR27305881  Puerto Alegre  Mazan Maynas Loreto 2018 ;‘j"’ttze&b;rg et
SAMN38982525  PE-PV-495 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949135  PRINA1055117 SRR27305880  Libertad Mazan Maynas Loreto 2018 ;(If"’“ze&b;rg et
SAMN38982526  PE-PV-496 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949136  PRINAL0S5117 SRR27305879  Libertad Mazan Maynas Loreto 2018 ;f"’“ze(;‘zb??rg et
SAMN38982527  PE-PV-497 AmpliSeq ILLUMINA SRS19949137  PRINAL0S5117 SRR27305878  Libertad Mazan Maynas Loreto 2018 ;f"’“zegzbs?rg et
SAMN38982528  PE-PV-498 AmpliSeq ILLUMINA SRS10949138  PRINAL055117 SRR27305877  Puerto Alegre  Mazan Maynas Loreto 2018 ;‘?’“Ze&b;rg et

*SN: sin codigo asignado



Anexo 2. Parametros de secuenciacion. Diagramas de caja que muestran las

caracteristicas de los reads obtenidos mediante las plataformas AmpiSeq y WGS,

diferenciados por regiones (Amazonas y Loreto). A) Numero total de reads; B)

Porcentaje de reads alineados; C) Longitud media de los reads; y D) Cobertura de

alineamiento.
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Anexo 3. Proporcion de reads trimeados. Diagrama de caja que muestra la
proporcién de reads eliminados durante el proceso de trimming en las secuencias

obtenidas mediante AmpiSeq y WGS, diferenciadas por region
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Anexo 4. Distribucion de datos faltantes (missing genotypes). Curva de densidad
que representa la proporcién de genotipos faltantes en las muestras analizadas. La
linea roja indica el promedio de datos faltantes y la linea azul el umbral de filtrado
aplicado (35%). Aquellas muestras con un porcentaje de genotipos faltantes mayor

al 35% fueron excluidas de los andlisis.

density
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myh;i;;.all =
Anexo 5. Porcentaje de datos faltantes. Diagrama de caja que muestra la
proporcion de datos faltantes en las secuencias obtenidas mediante AmpiSeq y

WGS, diferenciadas por las regiones de Amazonas y Loreto.
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LO2 (32.18%)

LD2 (25.39%)

Anexo 6. Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC)
agrupados a priori por provincia y Diferenciacion genética (Fst). Patrones de
estructuracion genética de las muestras analizadas mediante DAPC, agrupadas a
priori por provincia e identificadas segun distrito y periodo de muestreo, utilizando
el conjunto completo de SNPs bialélicos (A), junto con los valores pareados de Fst
calculados entre agrupaciones a nivel de distrito para este mismo conjunto de
marcadores (B). Patrones de estructuracion genética de las muestras analizadas
mediante DAPC, identificadas segun distrito y periodo de muestreo, utilizando el
barcode ITM-Peru (C), junto con los valores pareados de Fst calculados entre

agrupaciones a nivel de distrito para este conjunto de marcadores (D).
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Anexo 7. Analisis de estructuracion genética analizado por periodos de tiempo.
Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) de todos los aislados,
agrupados a priori por periodo de muestreo, utilizando el conjunto completo de
SNPs bialélicos (A). DAPC restringido a los aislados correspondientes a los
periodos 2011-2016 y 2017-2021, también basado en el conjunto completo de
SNPs bialélicos (B). A partir de las agrupaciones temporales parcialmente
observadas en el DAPC, se presentan los valores pareados de Fst entre periodos de
muestreo (C). Se muestran ademas los valores de heterocigosidad esperada
utilizando el barcode ITM-Peru (D) y los valores de diversidad nucleotidica
estimados para las agrupaciones temporales (E). Las barras horizontales indican las
comparaciones significativas entre grupos, donde *p<0.05; **p < 0.01y ***p <

0.001
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Anexo 8. Analisis genético de las muestras de Mazan. Analisis de Componentes
Principales de las muestras de Mazan, visualizados segun periodos de muestreo, sin
evidencia de estructuraciones genéticas (A). Analisis Discriminante de
Componentes Principales de las mismas muestras agrupadas a priori por periodo
de muestreo, con evidencia de estrcuturacion genética asociada al tiempo (B);
ambos analisis realizados a partir del conjunto completo de SNPs bialélicos.
Valores pareados de Fst entre periodos de muestreo calculados a partir del conjutno
completo de SNPs (C) y las estimaciones de hetericogidad esperada calculadas a

partir del barcode del ITM-Peru (D).
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Anexo 9. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) por rango de afos
utilizando los 802 SNPs bialélicos. EI AMOVA se realiz6 agrupando las muestras
de Loreto y Amazonas en cuatro periodos: 2006-2010, 2011-2016, 2017-2021 y
2022-2023. Los resultados indican una diferenciacion genética significativa entre
los periodos temporales, no obstante, dado que las muestras provienen de distintos
lugares, esta diferencia podria deberse a la variacion espacial de las poblaciones y

no exclusivamente a cambios temporales en su composicidn genética.

Por agrupaciones de rango de afios

Porcentaje  Indices

Fuente de Suma de Mediade Componente de de P-
Variacion Cuadrados Cuadrados de varianza o, e, value
variacion  fijacion

Entre 53 117846 37615343  3.598813 1541223 0.1541223 0.001
rangos de

anos

Dentro 594 7861121 1075156  10.751561  84.58777

de rangos

de afos

401 8989.581 22.41791 23.350374 100
Total




Anexo 10. Determinacion del numero 6ptimo de agrupamientos (K) mediante
validacion cruzada utilizando 802 SNPs bialélicos. Los valores del error de
validacion cruzada (Cross-validation error) obtenidos para diferentes nimeros de
clusters (K = 1-10) en el anélisis de ADMIXTURE. Se observa una disminucion
progresiva del error al incrementar el nimero de grupos, con una estabilizacion a

partirde K=5

0.16

0.14

Cross-validation error

0.12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Clusters (K)



Anexo 11. Redes de identidad por descendencia (IBD) utilizando 802 SNPs
bialélicos con diferentes umbrales de similitud. Cada plot emplea tres niveles de
conectividad (A) IBD 90 %, (B) IBD 50 % y (C) IBD 10 %. Cada nodo representa
un individuo y los colores indican la provincia y region de procedencia, mientras

que las conexiones reflejan la proporciéon de alelos compartidos entre pares de

individuos.
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Anexo 12. Métricas de centralidad derivadas del arbol de Neighbor-Joining
(NJ) construido con 802 SNPs bialélicos, calculadas en StrainHub. La tabla
muestra los valores de centralidad de grado (Degree Centrality), grado de entrada
(Indegree Centrality), grado de salida (Outdegree Centrality), intermediacion
(Betweenness Centrality), cercania (Closeness Centrality) y proporcion de nodos

fuente (Source Hub Ratio) para cada provincia analizada.

Provincia Degree Indegree  Outdegree  Betweenness  Closeness Source
Centrality Centrality Centrality Centrality Centrality Hub Ratio
Condorcanqui 3 2 1 0 0.16666667 0.33333333
Datem del 1 1 0 0 0.14285714 0
Maranon
Loreto 4 2 2 3 0.16666667 0.5
Maynas 5 1 4 4 0.25 0.8
Ramon 1 1 0 0 0.14285714 0

Castilla




Anexo 13. Representacion de la red de transmision entre provincias basada en
el indice Source Hub Ratio obtenido en StrainHub. El tamafio de los nodos
indica su centralidad (importancia relativa de cada provincia dentro de la red) y el

grosor de las flechas la magnitud del flujo de transmisién inferido.

Ramon Castilla

Datem del Maranon



