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RESUMEN

TITULO: Caracterizacion genética de poblaciones de Rhodnius prolixus y Triatoma
dimidiata en areas endémicas de Colombia®.

AUTOR: Katherine Paola Luna Marin**.

PALABRAS CLAVES: Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Trypanosoma cruzi, citocromo b,
Enfermedad de Chagas, Colombia.

DESCRIPCION

Introduccion. La enfermedad de Chagas es considerada como uno de los mas importantes
problemas de salud publica en Latinoamérica. En Colombia se destaca Rhodnius prolixus como
vector principal, seguido de Triatoma dimidiata. La correcta determinacion de estas especies
vectoras en sus diferentes habitats es fundamental en el desarrollo de nuevas y eficientes
estrategias de control de la enfermedad de Chagas en Colombia.

Objetivo. Caracterizar genéticamente las poblaciones de R. prolixus y T. dimidiata de areas
endémicas de Colombia, en términos de diversidad y estructura.

Materiales y métodos. Se secuencio y se analizé un fragmento del gen mitocondrial citocromo b
en un total de 109 individuos de R. prolixus y 56 de T. dimidiata procedentes de habitats doméstico
y selvético. Se determiné el grado de variacion genética de las poblaciones estudiadas.
Resultados. La secuenciacion directa, confirmé la presencia de R. prolixus selvatico en Colombia,
estos insectos selvaticos tienen la capacidad de colonizar las viviendas humanas. Las poblaciones
de R. prolixus del pais y una zona fronteriza de Venezuela presentan una baja diversidad
nucleotidica (11 = 0.00204 + 0.00027), diversidad haplotipica de media a alta (Hd = 0.5902 +
0.055) y un grado de diferenciacion genética moderado (Fst = 0.12345, Gst = 0.11085, p =
0.0001). Las poblaciones de T. dimidiata del departamento de Santander presentan altos niveles
de diversidad nucleotidica (11 = 0.02239 + 0.00117) y diversidad haplotipica (Hd = 0.808 + 0.039),
el grado de diferenciacion genética es muy elevado (Fst = 0.90349, Gst = 0.48469 p = 0.0000).
En algunas regiones, ambas especies vectoras, las poblaciones domésticas y selvaticas se
comportan como una unidad panmictica (Fst < 0.05 y Nm > 1).

Conclusioén. Estos hallazgos muestran un importante riesgo de transmision con Trypanosoma
cruzi para las poblaciones humanas en esta zona endémica de enfermedad de Chagas, el disefio
de nuevas y efectivas estrategias que eviten la incursion de las poblaciones selvaticas al domicilio
es imperativo.

* Proyecto de Grado

** Facultad de Salud. Escuela de Medicina, Maestria en Ciencias Béasicas Biomédicas.
Director: Dr. Victor Manuel Angulo Silva



ABSTRACT

TITLE: Genetic characterization of populations of Rhodnius prolixus and Triatoma dimidiata
in endemic areas from Colombia*.

AUTOR: Katherine Paola Luna Marin**.

KEY WORDS: Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Trypanosoma cruzi, cytochrome b, Chagas
disease, Colombia.

DESCRIPTION

Introduction. Chagas disease is considered one of the most important problems of public health in
Latin America. In Colombia, Rhodnius prolixus and Triatoma dimidiata are principal vectors. The
correct determination of these vector species in their different habitats is fundamental in the
development of new and efficient strategies of control in the Chagas disease.

Objective. To characterize genetically the populations of R. prolixus and T. dimidiata in endemic
areas from Colombia, in terms of diversity and structure.

Materials and methods. A fragment of the cytochrome b gene for 109 Rhodnius prolixus
specimens and 56 T. dimidiata specimens from domestic and sylvatic habitats was analyzed to
determine the degree of genetic variation present in the populations.

Results. Direct sequencing confirmed the presence of R. prolixus in palms and that silvatic insects
can colonise houses. The populations of R. prolixus from Colombia and Venezuela showed a low
nucleotide diversity (11 = 0.00204 + 0.00027) and high haplotype diversity (Hd = 0.5902 + 0.055). A
degree of genetic moderated differentiation (Fst = 0.12345, Gst = 0.11085, p = 0.0001). The
populations of T. dimidiata from Santander present high levels of nucleotide diversity (11 = 0.02239
+ 0.00117) and haplotype diversity (Hd = 0.808 + 0.039), the degree of genetic differentiation is very
high (Fst = 0.90349, Gst = 0.48469 p = 0.0000). In some regions, both species, the domestic and
sylvatic populations behave as a panmictic unit (Fst < 0.05 and Nm > 1).

Conclusion. These findings show an important risk of transmission with Trypanosoma cruzi for the
human populations in this endemic zone of Chagas disease, the design of new and effective
strategies that avoid the incursion of the sylvatic insects to the domicile is imperative.

* Grade project
** Faculty of Health. School of Medicine. Master in Basic Biomedical Sciences. Victor Manuel
Angulo Silva Director.



1. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas es considerada como uno de los méas importantes problemas de
salud puablica en Latinoamérica. Los estimativos de la organizacion mundial de la Salud
(OMS) indican que 16 a 18 millones de personas han estado infectadas por su agente
causal, Trypanosoma cruzi. En Colombia, los departamentos con mas altas tasas de
infeccion son: Arauca (21.1%), Casanare (10%), Santander (6.3%), Norte de Santander
(5.2%), Boyaca (3.7%), Cundinamarca (1.9%) y Meta (1.7%) (Moncayo 2003). Se destaca
Rhodnius prolixus como vector principal, seguido de Triatoma dimidiata (Moncayo 2003,
Molina et al., 2000).

Actualmente, no existe una vacuna contra T. cruzi y no se dispone de un tratamiento
efectivo para ser aplicado a gran escala, por consiguiente la medida de control més efectiva
contra la enfermedad ha sido la eliminacién de las poblaciones domiciliadas de insectos
vectores por medio de fumigacion de las casas infestadas con insecticidas con accion
residual. En algunos paises (Venezuela y Colombia) los alcances de esta medida no han
sido significativos debido en parte, al poco conocimiento de las caracteristicas genéticas y

bioldgicas de sus principales especies vectoras.

En el estudio de los Triatominae, una herramienta como la secuenciacion del ADN ha
demostrado ser muy util. ElI gen mitocondrial citocromo b, se destaca como uno de los
marcadores de mas alto poder de resolucion, el cual ha permitido diferenciar especies
morfologicamente similares como R. prolixus y Rhodnius robustus (Lyman et al., 1999,
Monteiro et al., 2003), la determinacion de la diversidad genética las poblaciones de
Triatoma infenstans en Bolivia (Giordano et al., 2005), la determinacién de la estructura
genética de Triatoma brasiliensis (Almeida et al., 2008), el estudio de las poblaciones

venezolanas de R. prolixus (Fitzpatrick et al., 2008) y las poblaciones de T. dimidiata de



Centro-América (Dorn et al., 2009).

Hasta el momento, no se habia realizado el primer estudio genético poblacional que utilice
este excelente marcador en las poblaciones de R. prolixus y T. dimidiata de Colombia. La
correcta determinacién y caracterizacion genética de estas especies vectoras es fundamental
para la comprension de su papel en la transmision de la enfermedad de Chagas,
conocimiento necesario para el desarrollo de nuevas y eficientes estrategias de control

vectorial.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar genéticamente las poblaciones de Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata en

areas endémicas de Colombia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la estructura genética de las poblaciones de Rhodnius prolixus basada en

el gen mitocondrial citocromo b.

- Establecer la diversidad genética de las poblaciones de Rhodnius prolixus en areas

endémicas de Colombia.

- Determinar la estructura genética de las poblaciones de Triatoma dimidiata basada

en el gen mitocondrial citocromo b.

- Establecer la diversidad genética de las poblaciones de Triatoma dimidiata en areas

endémicas de Santander.



3. MARCO TEORICO

3.1 CONSIDERACIONES GENERALES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es producida por el protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), se considera una de las
enfermedades parasitarias de Latinoamérica de mas impacto social y economico (Dias &
Schofield 1999). Fue descubierta en 1909 por el Médico investigador Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, el cual ademas de proveer informacion fundamental sobre la patologia,
sintomatologia y epidemiologia de la enfermedad, fue el primero en reconocer el papel de

insectos hemipteros hematofagos como vectores del parasito (Lewinsohn, 1979).

T. cruzi circula naturalmente entre los insectos vectores y varios vertebrados silvestres y
domésticos incluyendo el hombre. Se observan tres importantes estadios morfologicos:
tripomastigote (estadio no proliferativo), epimastigote y amastigote (estadios proliferativos)
(Brener, 1973, Tyler & Engman, 2001).

Las poblaciones de T. cruzi presentan una alta variabilidad genética (Buscaglia & Di Noia,
2003, Devera et al., 2003, Macedo et al., 2004) atribuida a su modo de propagacién
basicamente clonal (Tibayrenc et al., 1986). Actualmente T. cruzi se encuentra dividido en
dos grupos principales bien definidos denominados T. cruzi I 'y T. cruzi Il; cinco sublinajes

son reconocidos dentro de T. cruzi Il (Ila-11e) (Brisse et al., 2000).

El mecanismo mas importante de transmisién de T. cruzi para los humanos y otros
mamiferos es a través del contacto con las heces del vector infectado que contiene la forma
infectiva del parésito los tripomastigotes metaciclicos, alrededor del 80% de la transmision
ocurre de esta forma. La transmision transfusional ocurre en un 15% y es considerada como

el segundo mecanismo, seguida por la transmision congénita la cual se presenta en un 0.5-



4% (Dias & Schofield, 1999). Los otros mecanismos son excepcionales (trasplante de
organos, infeccion via oral por ingestion de alimentos contaminados, via lactogénica y
accidentes de laboratorio) y no representan una importancia significativa en términos de

salud publica.

La enfermedad de Chagas es una patologia muy compleja, muestra un amplio rango de
presentaciones clinicas, las cuales varian en diferentes regiones geogréaficas, probablemente
como reflejo de factores genéticos del parasito y el huésped (Miles et al., 1981a, Apt et al.,
1987, Breniére et al., 1989, Macedo et al., 2004). En Chile y el centro de Brasil es
frecuente la forma digestiva de la enfermedad, mientras que en los paises de Centro-
América, Colombia y Venezuela son practicamente inexistentes, predominando la
cardiopatia chagasica (Luquetti et al., 1986, Dias, 1992). Las poblaciones de T. cruzi Il
predominan en los ciclos de transmision doméstica en los paises del cono sur de América
del Sur, mientras en los paises del norte de Sur América predomina T. cruzi | (Gaunt &
Miles, 2000).

En términos generales, la infeccion por T. cruzi en los humanos se inicia con un conjunto
de manifestaciones variables en frecuencia e intensidad, caracterizada por la sefial de puerta
de entrada del parasito. Esta lesion recibe el nombre de “chagoma” y consiste en una zona
endurecida eritematosa con inflamaciéon e hipertrofia de los ganglios regionales. Cuando la
via de entrada del paréasito es la mucosa conjuntival, aparece un edema indoloro unilateral
en las palpebras o en los tejidos adyacentes denominado “signo de Romana”. Las
manifestaciones clinicas mas frecuentes comprenden fiebre, edema, hepatomegalia,
esplenomegalia e insuficiencia cardiaca. La fase aguda de la enfermedad es generalmente
asintomatica, con apenas 1 a 2% de los pacientes con sintomas una o dos semanas después
de la infeccion. Esta fase es mas frecuente en nifios en las edades de 1 a 5 afios. Entre el 5
y el 10% de los pacientes sintomaticos mueren durante esta fase, debido a encefalomielitis
o a falla cardiaca (Prata, 2001, WHO 2002). Después de la fase aguda, los sintomas
iniciales desaparecen y comienza la forma indeterminada de la fase cronica, entre el 50-

70% de los individuos infectados permanecen en esta condicion durante toda su vida



(WHO, 2002). Se estima que aproximadamente el 25% de los individuos en fase crénica
desarrollard sintomas cardiacos, 6% dafios digestivos, y el 3% compromiso del sistema

nervioso periférico (Moncayo, 2003).

Actualmente, no hay una vacuna contra T. cruzi, y no se dispone de un tratamiento efectivo
para ser aplicado a gran escala, por consiguiente, el control de la enfermedad estd basado
principalmente en prevenir la transmision del parasito (Dias & Schofield 1999). En 1991
se lanz6 por el gobierno de los paises del cono sur (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Paraguay y Uruguay) una iniciativa regional para eliminar la enfermedad de Chagas, la cual
implicaba la eliminacién de las poblaciones domésticas y peridomésticas de Triatoma
infestans y un tamizaje obligatorio en los donantes de sangre para reducir el riesgo de
transmision transfusional (Schofield & Dujardin 1997, Schofield & Dias 1998), debido al
aparente exito de esta iniciativa del Cono Sur, dos iniciativas regionales adicionales fueron
lanzadas en 1997, la Iniciativa Centro Americana la cual incluy6 los paises de Centro
América (Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua y Panama) y la
iniciativa del Pacto Andino (Colombia, Venezuela, Ecuador y Per() con el objetivo de
erradicar principalmente poblaciones de R. prolixus y T. dimidiata (WHO, 1997). A pesar
de que estas iniciativas tienen objetivos comunes, se ha observado resultados diferenciales,
asi por ejemplo, Chile y Uruguay fueron declarados libres de transmision de la enfermedad
de Chagas en 1997 y 1999 respectivamente y una parte de Brasil en el 2000, mientras que
en otros paises esto seria dificilmente logrado en un futuro cercano (Afiez et al., 2004). En
parte, los motivos se deben al poco conocimiento sobre las caracteristicas genéticas y
biologicas de las principales especies vectoras, que con lleva a la incertidumbre sobre
cuéles deben ser las medidas y estrategias de control mas apropiadas para ser aplicadas en
cada regién (Guhl & Schofield, 2005).

3.2 VECTORES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Los vectores de T. cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas son insectos
pertenecientes al orden Hemiptera, suborden Heterdptera, familia Reduviidae y subfamilia



Triatominae; la cual estd organizada en seis tribus (Triatomini, Rhodniini, Cavernicolini,
Bolboderini, Linshcosteini y Alberprosenini) y 19 géneros con alrededor de 140 especies
(Galvao et al., 2003).

Los Hemiptera en general representan un orden antiguo, que sobre la base de especimenes
fosiles, habrian aparecido entre el bajo Pérmico y el bajo Tridsico (220 -260 millones de
afios) (Bargues et al., 2000, Schofield, 1994, Dujardin et al., 2002). Las especies de este
orden se encuentran ampliamente distribuidas por todas las regiones tropicales y
templadas. Estos organismos se caracterizan por su aparato bucal picador y chupador,
tradicionalmente se han clasificado en dos subdrdenes: Heteroptera y Homdptera. Los
Homoptera y la mayor parte de los Heterdptera son fitéfagos, adaptados para alimentarse de
jugos vegetales, pero varias de las familias de Heterdptera son predadores de insectos y
otros invertebrados. Se ha sugerido la existencia de lineas de evolucion independiente
hacia las formas hematdfagas facultativas y obligadas, partiendo de formas predatorias
principalmente, pero en el caso de los Cleradini (Subfamilia Heteroptera) de formas
fitofagas granivoras. Se encuentran hemat6fagos obligados en cuatro familias de
Hemiptera (Schofield, 1994, Dujardin et al., 2002).

Los Reduviidae constituyen una de estas cuatro familias, el éxito de estos insectos se ve
representado en su gran diversidad y extensa distribuciéon mundial. Se han encontrado
especimenes fosiles de predadores Reduviidae de los periodos Oligoceno y Eoceno (25-65
millones de afios) (Tartarotti et al., 2006). Los Triatominae probablemente evolucionaron
de este grupo, algunos autores sugieren un origen polifilético, de una variedad de
ascendientes predadores adaptandose primero para alimentarse de grupo de invertebrados
viviendo en varios nidos de aves o de mamiferos y evolucionando progresivamente para
explotar directamente el huésped vertebrado. Esta adaptacion se ve reflejada principalmente
en modificaciones del aparato bucal en relacion a los cambios de hospederos. Los
Reduviidae predadores tienen una proboscis curva y gruesa, apropiada para perforar el

exoesqueleto duro de los insectos, mientras que los Triatominae tienen una proboscis



rectilinea, fina y delgada, adaptada para perforar tejidos mas suaves (Schofield, 1994,
Dujardin et al., 2002).

La adaptacion a la hematofagia ha sido considerada un evento fundamental en la aparicion
de los Triatominae (Schofield 1994, Dujardin et al., 2002). Hay evidencia que sugiere que
este proceso adaptativo ha sido relativamente reciente en esta subfamilia, por ejemplo, la
forma de su cuerpo ha sufrido pocos cambios de sus putativos ancestros Reduviidae
(Schofield, 2000), la gran mayoria de especies de Triatominae se encuentran
exclusivamente en el nuevo mundo (Gorla et al., 1997), algunas especies de esta subfamilia
se alimentan facultativamente de invertebrados como Belminus herreri perteneciente a la
tribu Bolboderini y Eratyrus mucronatus perteneciente a la tribu Triatomini (Miles 1981b,
Sandoval et al., 2000), la picadura de muchos Triatominae permanece dolorosa a los
hospederos vertebrados, lo cual recuerda la picadura dolorosa de los Reduviidae
predadores, y por ultimo, la mayoria de los hemat6fagos obligados almacenan sus
simbiontes intracelularmente o en un drgano especial llamado micetoma, pero en los

Triatominae los simbiontes estan libres en el lumen intestinal (Schofield, 2000).

La gran mayoria de especies de Triatominae se encuentran exclusivamente en el Nuevo
mundo entre el gran lago de norte América y el sur de argentina y Chile, aproximadamente
entre las latitudes 40°N y 46°S (Schofield, 1985), siete especies del genero Triatoma en el
este de Asia y cinco especies del genero Linshcosteus en India y una sola especie Triatoma

rubrofasciata se encuentra en el Nuevo y Viejo mundo (Gorla et al., 1997).

En el Nuevo mundo, las especies de Triatominae pueden ser encontradas en una amplia
variedad de héabitats, los cuales ofrecen proteccidn climatica y un facil acceso a la fuente
de sangre de los vertebrados. Principalmente son hébitat selvaticos tales como nido de
aves, madrigueras de pequefios mamiferos, montones de rocas, arboles huecos, nidos de
pequefios roedores y cuevas con murciélagos, algunas especies también invaden vy

colonizan habitats peridomésticos tales como gallineros y corrales de cabras y habitats



domésticos ocupados por el hombre y sus animales (Schofield, 1994, Gorla et al., 1997,
Dujardin et al., 2002).

El ciclo bioldgico de un Triatominae es exopterigota hemimetabolo, el cual comprende el
huevo, cinco estadios ninfales y el estado adulto. Estos insectos tienen un ciclo mucho méas
largo y una tasa de reproduccion inferior a los demas insectos de importancia médica. Las
especies como R. prolixus pueden realizar el desarrollo huevo-adulto en 3 a 4 meses en
condiciones optimas mientras especies como T. dimidiata y Panstrongylus megistus pueden
tardar de 1 a 2 afios en terminarlo. En Triatoma infestans, una de las especies mas
estudiadas se ha demostrado que parametros como la densidad poblacional y la temperatura
externa pueden modificar la velocidad del ciclo, por ejemplo puede realizar hasta dos
generaciones por afo, cuando se ha encontrado en casas en el centro de Brasil, pero solo
una generacion por afio en el clima mas frio del centro de Argentina. La duracion de la

vida de un adulto puede sobrepasar los dos afios (Schofield 1994, Dujardin et al., 2002).

El ciclo de vida y la dindmica de las poblaciones de Triatominae dependen de manera
critica de la interaccién con sus huéspedes vertebrados. Los Triatominae se describen
como estrategas K, adaptados para la explotacion eficaz de un ambiente estable como lo es
el nido de un ave o la vivienda humana. En general, son insectos grandes que necesitan
comidas de sangre considerables, T. infestans por ejemplo ingiere en total 1.2 gramos de
sangre durante su desarrollo de huevo a adulto, y cada hembra puede ingerir otros 10
gramos 0 mas durante su vida reproductiva. Las especies como P. megistus, pueden tomar
dos veces esta cantidad. En una infestacion domestica tipica, cada insecto se alimenta cada
4 a 9 dias con lo que cada persona puede ser picada 20 a 30 veces por noche, segun la
especie infestante lo que representa una pérdida media de sangre por persona de unos 2,5
gramos por noche, contribuyendo de manera importante al desarrollo de anemia cronica por
deficiencia de hierro (Schofield 1981, Schofield 1994).

Los Triatominae tienen dos mecanismos de dispersion, uno activo por la marcha y el vuelo,

el otro pasivo mediante el desplazamiento del huésped vertebrado. En la literatura se ha



descrito que la dispersién en forma pasiva se ha dado bésicamente por el transporte de
huevos y ninfas en equipaje, vehiculos, utensilios de los humanos cuando estos se
desplazan a diferentes pueblos y ciudades, igualmente ese transporte puede ser realizado en
las plumas de algunas aves y en procesos como la recoleccion de la lefia debido a que
varias especies de Triatominae son presentes en troncos y arboles huecos. Estudios
epidemioldgicos han sefialado la importancia de la dispersion de estos insectos en el control
de la enfermedad de Chagas, porque por la dispersion se puede conducir a la
recolonizacion de las casas tratadas o a la invasion de nuevas areas (Schofield 1994,
Dujardin et al., 2002).

Las tribus Rhodniini y Triatomini son las mas importantes epidemiologicamente,
destacandose los géneros Rhodnius y Triatoma. La hipotesis evolutiva formulada por
Schofield y Dujardin (1999) sugiere que las especies de Rhodnius se derivaron de una
forma ancestral que habitaba los bosques humedos en la region del Amazonas, la cual se
encuentra hoy dia representada con la especie Rhodnius pictipes, dentro del género esta
especie tiene la mas amplia distribucion geografica, ocupa un amplio rango de hébitats y
comparte caracteristica de genitalia masculina con otros Triatominae, las cuales no son
compartidas con las otras especies de Rhodniini excepto por R. stali (Jurberg 1996). Esta
especie ancestral dio origen a una radiacion de tres lineas adaptativas: las formas de la
“floresta amazonica” (representados por las especies pictipes, stali, brethesi, paraensis,
dallesandro), el grupo “prolixus” principalmente en regiones semejantes sabanas y areas
boscosas al oriente de la cordillera de los Andes (representados por las especies prolixus,
robustus, neglectus, nasutus, domesticus) y el grupo “pallescens” el cual forma un cline
evolutivo de norte a sur en el occidente de la cordillera de los Andes (representado por
pallescens, colombiensis, ecuadoriensis) (Schofield & Dujardin, 1999, Vallejo et al.,
2008).

El género Triatoma es el mas diverso, la gran mayoria de las especies (alrededor de 72) son

incluidas en este género (Dujardin et al., 2002). Hay evidencia que sugiere que las formas

ancestrales de Triatoma fueron separadas por lo menos 19 millones de afios (Bargues 2000,
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Marcilla 2001). Filogenias de secuencias de DNA ribosomal (rDNA), revelan dos clados
principales correspondiendo a especies de Norte y Centro América y especies de Sur
Ameérica separadas antes de cerrarse el istmo de Panama, alrededor de 3 millones de afos.
(Bargues et al., 2000, Bargues et al., 2002, Marcilla et al., 2001). Las especies de Triatoma
son distribuidas en tres principales grupos: El grupo Rubrofasciata (principalmente especies
Norte Americanas y del viejo mundo), el grupo Phyllosoma (principalmente
Mesoamericanas y Caribefias) y el grupo Infestans (principalmente Sur Americanas) cada
uno incluyendo complejos diferentes y subcomplejos en una clasificacion la cual es
progresivamente actualizada de acuerdo a nuevos datos genéticos y morfométricos
(Bargues et al., 2008). En este género las principales especies vectoras son: T. infestans y
T. brasiliensis de Sur América y T. dimidiata en Centro América desde México a

Colombia, Venezuela, Ecuador y Norte de Pert (Dujardin et al., 2002).

Generalmente las especies del género Rhodnius son arboricolas, la mayoria de las especies
de este género estan asociadas con palmas a diferencia del genero Triatoma que se
encuentra asociado a ambientes rocosos y madrigueras de roedores (Gaunt & Miles 2000,
Dujardin et al., 2002). Las principales especies transmisoras de T. cruzi pertenecen a estos
dos géneros y son: T. infestans, R. prolixus, T. brasiliensis y T. dimidiata. En Colombia R.
prolixus es considerado el vector mas importante debido a sus habitos antropofilicos
domiciliarios, su alta frecuencia de dispersion, ciclo de vida corto y corto tiempo de
defecacion (Molina et al., 2000), T. dimidiata le sigue en importancia por su gran capacidad

de dispersion y plasticidad para ocupar diferentes habitats (Angulo et al., 2005a).

3.3 METODOS BASADOS EN ADN EN EL ESTUDIO DE LOS VECTORES DE
LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

Numerosas técnicas basadas en ADN han sido empleadas en el estudio de los vectores de la
enfermedad de Chagas, se destaca la citogenética, la amplificacion aleatoria de ADN
polimoérfico (RAPD), los microsatélites y la secuenciacion de genes nucleares 'y
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mitocondriales (Abad-Franch & Monteiro, 2005). Describiéndose a continuacién algunos

de sus aportes principales.

La citogenética ha aportado elementos en la comprension de la taxonomia y la sistematica
de estos insectos vectores. Los Triatominae poseen cromosomas holocéntricos
(cromosomas con centromeros no localizado o difuso). Estos insectos han sido
tradicionalmente considerados como un grupo cromosomicamente muy homogéneo ya que
el numero diploide (2n) de cromosomas en machos varia dentro de un pequefio rango (21 a
25 cromosomas). Asi, la mayoria de las especies estudiadas de esta subfamilia presentan
20 autosomas (Pérez et al., 1992). En relacion a los cromosomas sexuales, los integrantes
de las tribus Rhodniini presentan un par de cromosomas XY, mientras en la tribu
Triatomini y en particular en el género Triatoma se observa una variacion significativa en
el numero de estos cromosomas sexuales (Dujardin et al., 2002). Por variacion
cromosomal y tamafio gendémico se sugiere que T. dimidiata puede representar un complejo

de especies cripticas (Panzera et al., 2006).

RAPD es una de las primeras técnicas moleculares probada en Triatominae, esta técnica
tiene ventajas como su bajo costo y gran sensibilidad; sin embargo, presenta problemas
como baja reproducibilidad y el no poder distinguir individuos heterocigotos de
homocigotos (Loxdale & Lushai 1998). Es importante resaltar que por medio de esta
herramienta se pudo proponer la hipétesis de una introduccion reciente de R. prolixus a
Centro América (Dujardin et al., 1998) y se revel6 la divergencia entre R. prolixus y R.
robustus los cuales hasta ese momento eran indiferenciados por medio de electroforesis de
isoenzimas (Garcia et al., 1998). Adicionalmente, el estudio de poblaciones de T. dimidiata
de diferentes habitats en un area endémica de Boyaca, Colombia, mostrd un gran riesgo
epidemioldgico debido a que se presentd un bajo grado de diferenciacion y un gran flujo
geénico entre las poblaciones domiciliadas y no domiciliadas (Ramirez et al., 2005).

Los microsatélites son secuencias muy cortas repetidas en tandem los cuales la unidad de

repeticion esta entre 1 y 6 pares de bases. Se consideran buenos marcadores polimérficos,

12



su alta tasa de mutacion y neutralidad los convierte en una poderosa herramienta en los
estudios genético poblacionales (Barker, 2002). Los primeros trabajos sobre microsatélites
en Triatominae fueron realizados por Harry et al (1998) y Anderson et al (2002), el
primero describe diez microsatélites en poblaciones de R. pallescens provenientes de
palmas en Colombia y el segundo ocho microsatélites en poblaciones de T. dimidiata de
Guatemala, Honduras y México. Recientemente, Fitzpatrick et al., (2008) aportaron
evidencia de flujo génico en poblaciones domiciliadas y selvaticas de R. prolixus en

Venezuela con el uso de esta herramienta.

La secuenciacion de ADN ha contribuido sustancialmente al conocimiento de la historia
evolutiva de los Hemiptera. Diferentes genes nucleares se han utilizado, se resalta el gen
18S del ADN ribosomal como un marcador eficiente para establecer relaciones
filogenéticas en Triatominae a nivel supraespecifico; sin embargo, tiene la limitante de no
resolver especies muy relacionadas. Esto puede deberse a que es un gen muy conservado
en el que la tasa de sustitucién nucleotidica es relativamente baja, lo cual ha permitido
utilizarlo en la evaluacién de relaciones antiguas (Bargues et al., 2000). En el estudio de
especies estrechamente relacionadas los espaciadores internos (ITS) han mostrado ser muy
utiles (Bargues et al., 2002), Un estudio realizado por Marcilla et al (2001) con el uso del
segundo espaciador interno (ITS-2) muestra una clara divergencia entre Triatomini y
Rhodninii confirmando la separacién de estas dos tribus. A nivel de géneros establece la
inclusion de Psammolestes dentro del género Rhodnius y sugiere que el género
Dipetalogaster se incluya en el género Triatoma. Otros autores con el uso de este marcador
han demostrado que T. dimidiata presenta una gran variabilidad intraespecifica (Bargues et
al., 2000, 2002, 2008).

De igual manera, los genes mitocondriales son ampliamente utilizados en estudios de
genética de poblaciones y evolutivos de diferentes organismos (Irwin et al., 1991). EI ADN
mitocondrial tiene como caracteristica su propagacion maternal, abundancia (numerosas
copias en una célula), la casi total ausencia de recombinacién y la presencia de regiones

altamente variables y conservadas (Simon et al., 1994). En T. dimidiata consta de 17019
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pares de bases, 13 genes codificantes de proteinas y 22 tARNs (Dotson & Beard, 2001).
Los arboles filogenéticos obtenidos a partir de secuencias de los genes mitocondriales 16S
RNAr y citocromo b (cyt b) muestran también una clara divergencia entre las dos tribus
Triatomini y Rhodniini (Lyman et al., 1999). Se destaca la utilidad del gen cyt b en la
diferenciacion de especies morfoldgicamente similares como R. prolixus y R. robustus
(Lyman et al., 1999, Monteiro et al., 2000, Monteiro et al., 2003,), en el estudio de la
diversidad genética de poblaciones de T. infenstans en Bolivia (Giordano et al., 2005), en la
determinacion de la estructura genética en T. brasiliensis (Almeida et al, 2008), en el
estudio de las poblaciones venezolanas de R. prolixus (Fitzpatrick et al., 2008) y en
poblaciones de Centro-América de T. dimidiata (Dorn et al., 2009). Hasta el momento, no
se habia realizado el primer estudio genético poblacional que utilice este excelente
marcador en las poblaciones de R. prolixus y T. dimidiata de Colombia, no teniéndose
claro el verdadero estatus taxondmico de las poblaciones de Rhodnius presentes en las
palmas de los Llanos Orientales de este pais. La correcta determinacion de estas especies
vectoras es fundamental para la comprension de su papel en la transmision de la
enfermedad de Chagas, conocimiento necesario para el desarrollo de nuevas y eficientes

estrategias de control.
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4. CAPITULO 2: CARACTERIZACION GENETICA DE POBLACIONES DE
Rhodnius prolixus EN AREAS ENDEMICAS DE COLOMBIA.

4.1 INTRODUCCION

Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae) es el vector mas importante de la enfermedad
de Chagas en Venezuela, Colombia y parte de Centro América (Monteiro et al., 2001,
Moncayo, 2003). Esta especie fue descrita por Stal en 1859 a partir de especimenes
colectados en viviendas en el norte de Venezuela. La distribucion de R. prolixus muestra
una clara discontinuidad entre Sur y Centro América, ya que esta especie no ha sido
registrada en Panama ni en el sur de Costa Rica (Dujardin et al., 1998, Schofield &
Dujardin 1999). Se destaca que R. prolixus es morfologicamente similar a Rhodnius
robustus, el cual se encuentra en palmas en Brasil, norte de Perl, Ecuador, Venezuela y
Colombia (Lent & Wygodzinsky 1979).

En Centro América R. prolixus esta estrictamente domiciliado, situacion diferente se
presenta en Venezuela y Colombia donde existen poblaciones silvestres (Gamboa 1963,
Lopez et al., 2007, Fitzpatrick et al., 2008). La hipétesis evolutiva generada por Schofield
and Dujardin 1999, propone que R. prolixus es esencialmente una especie doméstica
derivada probablemente de poblaciones selvaticas de R. robustus presentes en palmas en
los Ilanos de Venezuela y el oriente de Colombia. Este proceso de especiacion podria haber
ocurrido en tiempos relativamente recientes reflejandose en la gran similitud morfoldgica y
genética (Monteiro et al., 2003). Sin embargo, un reciente estudio molecular realizado por
Fitzpatrick et al, (2008) en Venezuela sugiere escenarios mas complejos, como la
coexistencia en algunas zonas de estas dos especies y la demostracion que R. prolixus

selvatico puede colonizar casas rurales.
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En Colombia, son pocos los estudios de caracterizacion genética de las poblaciones de R.
prolixus domiciliados y selvaticos no teniéndose claro el verdadero estatus taxondmico de
las poblaciones selvaticas. Es importante resaltar la utilidad del gen mitocondrial
citocromo b en la diferenciacion de especies morfoldgicamente similares como R. prolixus
y R. robustus (Lyman et al., 1999, Monteiro et al., 2000., Monteiro et al., 2003, Fitzpatrick
et al., 2008) y como marcador molecular en el estudio de las poblaciones de diferentes
especies de Triatominae como T. infestan, T. brasiliensis, T. dimidiata y R. prolixus
(Monteiro et al., 2004, Giordano et al., 2005, Almeida et al., 2008, Fitzpatrick et al.,2008,
Dorn et al., 2009).

De tal manera, en el presente trabajo se utilizd el gen mitocondrial citocromo b como
marcador molecular, con el fin de determinar la estructura y diversidad genética de las
poblaciones de R. prolixus en Colombia. Este conocimiento es fundamental en el
desarrollo de nuevas y eficientes estrategias de control de la enfermedad de Chagas, ademas
de ser imprescindible en la comprension del origen, evolucion, distribucion y limites de

expansion de esta importante especie vectora.

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Area de estudio. El area de estudio comprende los departamentos de Magdalena,

Guajira, Santander, Tolima, Arauca, y Casanare en Colombia y una zona fronteriza
Venezolana con los estados de Apure y Barinas (Figura 1).
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Figura 1. Mapa con el sitio de origen de los individuos R. prolixus del estudio.

Fuente: IDEAM con modificaciones realizadas en este trabajo.

En Colombia, estos departamentos pertenecen a tres regiones naturales: Sierra Nevada
(Magdalena y Guajira), Zona Andina (Santander y Tolima) y los Llanos de la Orinoquia

(Arauca y Casanare).

4.2.2 Insectos. Los individuos de R. prolixus fueron colectados en los afios 2002 — 2004
(Tabla 1) por investigadores, personal del CINTROP (Bio6logos y auxiliares de campo),
técnicos de ETV y la comunidad de las zonas de estudio (Angulo et al., 2005b, 2007),
utilizando la técnica hora/hombre en domicilio y peridomicilio y con trampas de cebo
animal en el habitat selvatico (Angulo VM, datos no publicados) (Figuras 2 y 3). Los
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insectos fueron identificados como R. prolixus en el laboratorio de entomologia por medio

de la clave taxonomica de Lent & Wygodzinsky (1979).

Tabla 1. Sitios de colecta de los individuos de R. prolixus del estudio.

Pais Departamento Municipio Héabitat n  Latitud Longitud Altitud

Colombia  Magdalena Santa Marta D 12 11°09° 73°18’ 300
Colombia  Guajira Dibulla D 12 11°09° 73°18’ 297
Colombia  Santander Albania D 3 5°45° 73°55° 1900
Colombia  Santander Macaravita D 3 6°28’ 72°36’ 1960
Colombia  Santander Capitanejo D 1 6°31° 72°39° 1744
Colombia  Santander Molagavita D 2 6°35° 72°49° 1849
Colombia  Tolima Coyaima D 12 347 75°12° 350
Colombia  Arauca Arauca D 10 6°98’ 71°12° 130
Colombia  Arauca Arauca S 5 6°58’ 71°07° 150
Colombia  Arauca Arauquita S 2 6°34° 71°04° 142
Colombia Casanare Mani D 7 4°50° 72°21° 163
Colombia Casanare Nunchia D 1 5°36° 72°00° 225
Colombia Casanare Paz D 4 5950’ 71°35° 181
Colombia Casanare Mani P 4 4°24° 72°21° 163
Colombia Casanare Nunchia P 2 5°36° 72°00° 225
Colombia  Casanare Mani S 18 424 72°05° 167
Colombia Casanare Nunchia S 1 5°36° 72°00° 225
Venezuela Barinas Bolivar D 10 8247 70°30° 990
Venezuela Barinas Ezequiel Zamora D 1 7°52’ 71°14° 160
Venezuela Apure Guérico D 2 6°09’ 67°52’ 140

D = Doméstico, P = Peridoméstico, S = Selvatico
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Figura 2. Sitios de colecta de algunos individuos de R. prolixus del estudio. A: Casa del
departamento de Santander y B: Habitat selvatico del departamento de Casanare.

Fuente: CINTROP-UIS

Figura 3. Trampa con cebo animal (gallina), para colecta de insectos selvaticos
(Angulo VM).

Fuente: CINTROP-UIS
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4.2.3 Extraccion de ADN. EIl ADN se obtuvo a partir de tres patas de cada insecto que
fueron conservadas en etanol absoluto a -20°C. Cada muestra fue congelada rapidamente
en nitrogeno liquido y macerada. En la extraccion de ADN se utilizé el kit Wizard Genomic
Purification (Promega, Madison, WI), siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante para aislamiento de ADN en tejido animal. EI ADN fue almacenado a -20°C

hasta su procesamiento.

4.2.4 Amplificacion del gen mitocondrial citocromo b. Un fragmento de 630 pb del gen
mitocondrial cyt b se amplificé mediante la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
los iniciadores descritos por Monteiro et al (2003), CYTB7432F, 5 -GGACG
(AT)GG(AT)ATTTATTATGGATC y CYTB7433R, 5-GC(AT)CCAATTCA(AG)GT
TA(AG)TAA. La reaccion se realizd en un termociclador (BIO-RAD Laboratories, Inc)
con las siguientes condiciones: Desnaturalizacion a 94°C 5min; 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C 30 s, hibridacion a 47°C 30 s y extensién a 72°C 1 min; un paso
final de extensién a 72°C 10 min. El producto amplificado fue visualizado en geles de
agarosa 1% coloreados con bromuro de etidio (0.25 ug/L). En todos los experimentos se

incluyeron controles negativos para verificar la ausencia de contaminacion.

Los productos PCR fueron purificados utilizando los filtros (Montage™ PCR, Millipore)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Estos productos purificados fueron

almacenados a -20°C.

4.2.,5 Secuenciacion del gen mitocondrial citocromo b. La secuenciacion del
fragmento cyt b se llevo a cabo mediante PCR con el uso de un kit de nucle6tidos marcados
con reactivos fluorescentes (Big dyes TM, Perkin Elmer Applied Biosystem, Foster City,
CA) y con los mismos iniciadores descritos anteriormente. Se realizé purificacion del
nuevo producto mediante el uso de columnas (Centri-Sep, Princeton Separations, Adelphia,
NJ) la cual se realiz6 de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el fabricante.

Posteriormente los productos PCR fueron secados al vacio y almacenados a -20°C en
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oscuridad. Ambas cadenas de ADN fueron analizadas en un secuenciador automatico ABI
3100.

4.2.6 Andlisis de datos:

4.2.6.1 Alineamiento. Las secuencias fueron alineadas usando el programa ClustalW
(Thompson et al., 1994) implementado en el programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007)

teniendo en cuenta los costos por defecto.

4.2.6.2 Andlisis filogenético. En la confirmacion del estatus taxondmico de las
poblaciones presentes en las palmas (habitat selvatico), se realizd un analisis filogenético
con los haplotipos obtenidos del estudio, un haplotipo de R. prolixus de Honduras y
haplotipos de R. robustus derivados del trabajo de Monteiro et al, (2003) publicadas en el
GenBank (AF421339, AF421340, AF421341, AF421342, AF421343). Adicionalmente
como grupos externos se utilizé a Rhodnius colombiensis y T. dimidiata, secuenciados en el

presente trabajo.

La relacion entre las secuencias fue resuelta a partir de dos métodos de reconstruccion
filogenética: EI método de distancia, mediante el modelo Kimura dos Parametros (K2P) y
el algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) implementado en MEGA 4.0
(Tamura et al., 2007) y el método de parsimonia con bdsqueda heuristica implementado en
el programa PAUP 4.0 (Swofford, 1998). El soporte de los nodos de las topologias
reconstruidas se validé mediante el analisis de bootstrap no pardmetrico (Felseinstein,
1985) con 1000 replicas.

4.2.6.3 Anélisis genético-poblacionales. A partir de las secuencias obtenidas, se analizo
la composicion nucleotidica A, T, C y G utilizando el programa MEGA 4.0.
Posteriormente con el uso del programa DnaSP 4.0 (Rozas et al., 2003) se determindé el
namero de haplotipos (h), los sitios variables o polimérficos (S), el numero de sitios

informativos, la diversidad haplotipica (Hd) y la diversidad nucleotidica (x) (Nei, 1987).
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El indice de diversidad haplotipica (Hd) es definido como la probabilidad que dos
secuencias elegidas al azar en la poblacion sean diferentes, este indice se estimo a partir de

k
pa=" (123 e
T n-—1 /Pt
=1

Donde n es el numero de secuencias, k es el niumero de haplotipos y pi es la frecuencia

la siguiente ecuacion:

del haplotipo i.

El indice de diversidad nucleotidica (r) se define como el niUmero promedio de diferencias
nucleotidicas entre todos los pares de haplotipos en la muestra, se estimo a partir de la

siguiente ecuacion:

K
n
m=_—7 Zzpipjdij

i=1 j=1

Donde dij es la proporcion de diferencias nucleotidicas entre haplotipos i y j, k es el

numero de haplotipos, pi y p; son las frecuencias de los haplotipos iy j.

La estructura genética (subdivision poblacional) se evalué con el uso del mismo programa
mediante los estadisticos Fst (Hudson et al., 1992) y Gst (Nei, 1973). Como un método
indirecto de estimacion de flujo génico entre las poblaciones se calculé el niumero de

migrantes por generacion (Nm) a partir de cada uno de estos estadisticos con las siguientes

ecuaciones:
1
— -1
Nm = ( Fgt )
2
0,5 (1-G
Nm = (1-Ggt)
Gst
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Este flujo génico poblacional fue evaluado a diferentes niveles, entre par de poblaciones, y
entre habitats de una localidad. Ademas, se determing las relaciones entre las poblaciones
estudiadas a partir de las distancias Fst (Hudson et al., 1992), reconstruidas mediante el
algoritmo NJ (Saitou & Nei, 1987), utilizando el programa MEGA 4.0 (Tamura et al,
2007).

Una segunda exploracion del nivel de estructura poblacional fue realizada mediante el
analisis de varianza molecular AMOVA (Excoffier et al., 1992) con el uso del programa
Arlequin 3.0 (Excoffier et al., 2005). Este analisis permite establecer cOmo se encuentra
estructurada la poblacién y estimar el porcentaje de variacion debido a cada nivel
poblacional. Asi, la variabilidad genética es explicada por distintos niveles jerarquicos de
organizacion: dentro de las poblaciones (Fst), entre poblaciones dentro de grupos (Fsc) y

entre grupos (Fct). En todos los analisis, se realizaron 10000 permutaciones.

Finalmente se realiz6 una red de haplotipos segun el criterio de Parsimonia propuesto por
Templeton (1987), implementado en el programa TCS 1.18 (Clement et al., 2000). Las
redes haplotipicas han sido propuestas como las mejores representaciones para datos
intraespecificos, ya que estos datos poseen gran cantidad de secuencias similares, algunas
de las cuales pueden ser ancestrales (Posada & Crandall, 2001).

4.3 RESULTADOS

Se amplific6 un fragmento de aproximadamente 630 pb del gen mitocondrial cyt b (Figura
4), Este fragmento se secuencid en un total de 109 individuos correspondientes a siete

poblaciones (Figura 1).
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Figura 4. Electroforesis de agarosa del fragmento cyt b amplificado-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

En el analisis se utiliz6 611pb de este fragmento, encontrandose una composicion
nucleotidica de A= 0,315; C=0,231; T=0,322; G=0,131, un total de 18 haplotipos de los
cuales 13 se encuentran presentes en Colombia. EI promedio de diversidad haplotipica
(Hd) fue 0.5902 + 0.055 y de diversidad nucleotidica (rr) fue 0.00204 £ 0.0002 (Tabla 2).

Tabla 2. Diversidad genética de las poblaciones de R. prolixus de Colombia y una zona
fronteriza Venezolana.

Poblacion Haplotipos observados S Hd T
Guajira H1 0 0.00000 0.00000
Magdalena H1, H8, H9 2 0.55556 0.00106
Santander H1, H8, H10 2 0.55556 0.00106
Tolima H1 0 0.00000 0.00000
Arauca H1, H7 3 0.48529 0.00254
Casanare H1, H7, H11 - H18 9 0.75676 0.00235
Venezuela H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7. 9 0.84615 0.00411
Total H1-H18 16 0.59020 0.00204

S=sitios polimdrficos Hd= diversidad haplotipica, n= diversidad nucleotidica

Todos los sitios variables o polimorficos (16) fueron mutaciones puntuales, cinco
singletones y 11 sitios informativos para parsimonia. La Tabla 3 muestra estos sitios
variables en forma detallada. Se destaca que el haplotipo 1 (HAP 1, H1) fue el mas comun

y se presentd en todos los habitats y en todas las localidades analizadas.
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Tabla 3. Posiciones variables en los18 haplotipos encontrados de R. prolixus.

POSICION 3 8
NucLeoTiDiIcA 7

HAP 1 T T
HAP 2

HAP 3 .- A

HAP 4 N

HAPS . . A . G . . . T . . . . C
HAP6 . . . . . . C

HAP 7 - CcC - - G - - - T

HAP8 . . . . . . . . . . . T

HAP9 . . . . . . . . . . T

HAP 10 |

HAPll . . . . . . . A

HAP 12 S I

HAP13 . . . . . . . . . A

HAP 14 G - - - - - - A

HAP15 . . . . G . . . . . . T

HAP16 . . . . . . . . T

HAP17 . . . . . . . o o . o o A

HAP18 . . . . . . . o o . o o . . C

o]
O MO R
> O R R
> L1 » N
O R NN
— RO W
0O ONW
O o O &
O oOowahs
0O LB ub
O Vo b
> 0O owwun
— N b~ WG
- o uwu
O = o0 NWn

Con respecto al estatus taxondémico, la identidad de los individuos colectados en palmas fue
establecida de acuerdo a los dos métodos de reconstruccion filogenética (Distancia y
Parsimonia). Estos analisis muestran una clara separacion entre R. prolixus y R. robustus,
encontrandose todos los haplotipos del estudio presentes en palmas formando un grupo con
R. prolixus (Figura 5), indicando la existencia de R. prolixus selvatico. El haplotipo mas

comun en el estudio (Hap 1) fue idéntico a R. prolixus de Honduras (AF421339).
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Figura 5. Arbol Neighbor-Joining basado en el modelo Kimura 2P.
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Las poblaciones de R. prolixus de los diferentes departamentos de Colombia y la zona
fronteriza VVenezolana presentaron un grado de diferenciacion moderada (Fst = 0.12345,
Gst = 0.11085, p = 0.0001). Las comparaciones entre par de poblaciones son descritas en
las Tablas 4 y 5.

Tabla 4. Diferenciacion genética y flujo génico entre poblaciones de R. prolixus basado en
valores Fst y Nm respectivamente.

Poblacion  Guajira Magdalena Santander Tolima Arauca Casanare Venezuela

Guajira - 5.50 5.50 ND 1.10 4.08 4.90
Magdalena 0.08333 - 9.90 5.50 1.44 4.69 4.76
Santander  0.08333 0.04808 = 5.50 1.44 4.69 4.76
Tolima 0.00000 0.08333 0.08333 - 1.10 4.08 4.60
Arauca 0.31250 0.25763 0.25763  0.31250 - 4.24 38.61
Casanare 0.10913 0.09626 0.09626  0.10913 0.10555 - 20.84

Venezuela  0.09259 0.09505 0.09505  0.09804 0.01278 0.02343 -

Los valores de Fst se encuentran por debajo de la diagonal y los valores de Nm por encima
de la diagonal.

Tabla 5. Diferenciacion genética y flujo génico entre poblaciones de R. prolixus basado en
valores Gst y Nm respectivamente.

Poblacion  Guajira Magdalena Santander Tolima Arauca Casanare Venezuela

Guajira = 4.34 4.34 ND 2.64 4.46 2.29
Magdalena 0.10336 - -45.00 4.34 10.68 17.09 16.69
Santander  0.10336 -0.01124 - 4.34 10.68 17.09 16.69
Tolima 0.00000 0.10336 0.10336 - 2.64 4.46 2.29
Arauca 0.15906 0.04474 0.04474  0.15906 - 10.14 20.48
Casanare 0.10083 0.02843 0.02843  0.10083 0.04699 - 34.00

Venezuela  0.17915 0.02909 0.02909  0.17915 0.02383 0.01449 -

Los valores de Gst se encuentran por debajo de la diagonal y los valores de Nm por encima
de la diagonal.

Con los valores de distancias Fst entre pares de poblaciones de R. prolixus se construyo6 un
arbol NJ, el cual permitio observar claramente que las poblaciones de la Sierra Nevada y la
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zona Andina son mas homogéneas que las encontradas en los Llanos Orientales de

Colombia (Figura 6).

Figura 6.  Arbol Neighbor-joining a partir de distancias Fst entre pares de
poblaciones de R. prolixus.
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Del mismo modo, los resultados del AMOVA presentan estructura poblacional en los tres
enfoques realizados (Tabla 6), recuperandose el mayor porcentaje de variacion
intrapoblacional que interpoblacional. Se encuentra un indice de fijacion mayor cuando se
hace la comparacion entre dos grandes grupos definidos por el analisis de distancia, las
poblaciones localizadas al el oriente de los Andes (Arauca, Casanare y la zona fronteriza de
Venezuela) y las que se encuentran al Occidente de esta importante cordillera (Guajira,

Magdalena, Tolima y Santander).

28



Tabla 6. Andlisis jerarquico de la variacion genética en poblaciones de R. prolixus.

Estructura
evaluada

Todas las
poblaciones
(no agrupadas)

Tres regiones
naturales
(Sierra Nevada,
andina y llanos
orientales)

Dos zonas
geograficas
(Occidente y
Oriente de los
Andes)

Fuente de GL
variacion

Entre poblaciones 6

Dentro de
poblaciones 102
Entre regiones 2

Entre poblaciones

dentro de las 4
regiones

Dentro de las 102
poblaciones

Entre zonas 1

Entre poblaciones
dentro de las zonas 5

Dentro de las
poblaciones 102

(*p<0.05, **p <0,01)

Uno de los intereses de esta investigacion era poder determinar el

Componentes de
varianza

0.05050 Va

0.72698 Vb

0.02787 Va

0.03161 Vb

0.72698 Vc

0.05327 Va

0.01929 Vb

0.72698 Vc

% de
variacion

6.50

93.50

3.54

4.02

92.44

6.66

241

90.93

movimiento de

indice de
fijacion

Fst: 0.06496**

Fct: 0.03543*

Fsc: 0.04167

Fst: 0.07563**

Fct : 0.06662*

Fsc : 0.02585*

Fst: 0.09075**

los

individuos de R. prolixus entres sus diferentes habitats, los resultados indican dos

escenarios en la zona de los Llanos Orientales de Colombia, en Arauca las poblaciones

domésticas y selvaticas de R. prolixus presentan un alto grado de diferenciacion con flujo

génico restringido, por el contrario las poblaciones de Casanare se comportan como una

unidad panmictica (Tabla 7 y 8).
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Tabla 7. Diferenciacion genética y flujo génico entre poblaciones de R. prolixus de los

diferentes habitats en los Llanos orientales.

Poblaciones Fst Nm Gst Nm
Arauca doméstico Vs. Selvético 0.83333 0.10 0.74639 0.17
Casanare doméstico Vs. Selvético -0.04652 -11.25 0.01572 31.30
Casanare doméstico Vs. Peridoméstico 0.00125 398.25 0.01403 35.14
Casanare Peridoméstico Vs. Selvético 0.03126 15.49 -0.00199 -251.92

Tabla 8. AMOVA en poblaciones de R. prolixus de los diferentes habitats en los Llanos
Orientales de Colombia.

Estructura Fuente de GL Componentes de % de indice de
evaluada variacion varianza variacion fijacion

Todas las Entre poblaciones 1 7.56857 Va 86.31
poblaciones Fst: 0.86315**
(Arauca) Dentro de

poblaciones 15 1.20000 Vb 13.69
Todas las Entre poblaciones 2 -0.02357Va -2.15
poblaciones Fst: -0.02147**
(Casanare) Dentro de

poblaciones 34 1.12126Vb 102.15

(*p< 0.05, **p < 0,01)

Finalmente, la red de haplotipos para las poblaciones de R. prolixus analizadas present6 una
forma de estrella con la presencia de un haplotipo dominante (Hap 1) y exceso de
haplotipos raros (Figura 7). Cada haplotipo en promedio se conectd con otros por uno a tres
pasos mutacionales, sugiriendo esto que no hay una ramificacion profunda entre los
haplotipos para esta especie en la zona de estudio. No hubo registro de haplotipos perdidos

lo cual indica que se reunid la muestra para el analisis poblacional.
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Figura 7. Red de haplotipos obtenida mediante parsimonia estadistica a partir del
programa TCS. EI tamafo del circulo es directamente proporcional a la frecuencia del

haplotipo y los circulos sélidos negros son pasos mutacionales.
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4.4 DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion son Unicos y relevantes, ya que ellos
comprenden el primer analisis genético poblacional del principal vector de la enfermedad
de Chagas en Colombia (R. prolixus), con el uso de la herramienta de secuenciacion de
ADN. El analisis del gen mitocondrial citocromo b, permitio caracterizar las poblaciones

de este vector en términos de diversidad y estructura.

31



En Colombia, R. prolixus se encuentra domiciliado en gran parte de su territorio, sin
embargo, algunos estudios han reportado la presencia de poblaciones selvaticas en palmas
en el departamento de Casanare (Angulo & Esteban 2005, Lopez et al, 2007, Guhl et al.,
2007). La determinacion taxondmica de estas poblaciones ha sido dificil debido a su gran
similaridad morfoldgica con la especie estrictamente selvética, R. robustus. Este estudio
ayudd a resolver el interrogante de la existencia de R. prolixus selvético en Colombia,
como se puede observar en la clara separacion de los diferentes haplotipos de R. robustus
descritos por Monteiro et al., (2003) y los haplotipos de Rhodnius encontrados en Colombia

en habitat doméstico y selvatico (Figura 5).

Este resultado unido a la existencia de R. prolixus selvatico en Venezuela, la cual ha sido
descrita recientemente (Fitzpatrick et al., 2008), son una fuerte evidencia para sugerir que
R. prolixus no se trata simplemente de una especie doméstica derivada de poblaciones de R.
robustus presentes en palmas en los Ilanos de Venezuela y el oriente de Colombia, hipétesis
evolutiva propuesta por Schofield and Dujardin (1997, 1999). Este trabajo discute algunas

hipétesis de dispersion y origen de este vector.

El andlisis de las secuencias del fragmento de 611 bp del gen cyt b entre las poblaciones de
R. prolixus en Colombia y una zona fronteriza Venezolana revelé una baja diversidad
nucleotidica (r = 0.00204 + 0.00027) y una diversidad haplotipica de media a alta (Hd =
0.5902 £ 0.055), lo cual segun Avise (2000) podria indicar una expansién reciente 0 una
historia evolutiva corta de la poblacion. Adicionalmente la estructura encontrada en la red
de haplotipos en forma de estrella (Figura 7) con la presencia de un haplotipo dominante
(haplotipo 1) y exceso de haplotipos raros sugiere el mismo proceso (Avise 2000,
Templeton, 2006).

Es importante resaltar que el haplotipo 1 esta presente en todos los habitats (doméstico y
selvatico) esto podria sugerir que los individuos de R. prolixus con este haplotipo presentes
en palmas poseen la capacidad de colonizar casas. Adicionalmente, el haplotipo 1 fue

idéntico al haplotipo descrito para individuos de R. prolixus de Honduras (AF421339,
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Monteiro et al., 2003) y fue el haplotipo mas comun en Venezuela. Esta amplia

distribucion y su gran frecuencia lo proponen como un haplotipo ancestral.

Estos hallazgos podrian ayudar a dar explicacion a la situacion presentada en Centro
América, donde R. prolixus se encuentra estrictamente domiciliado, dandose soporte a la
hipGtesis propuesta por el investigador Rodrigo Zeleddn basada en registros historicos,
donde las poblaciones de R. prolixus en Centro América se derivaron de un escape
accidental de insectos de laboratorio utilizados para xenodiagnéstico en el Salvador en
1915, cuyo origen geografico de los insectos era La Guayra, Venezuela, los cuales fueron
llevados a formar una colonia en un laboratorio de Paris, donde se desarroll6 esta técnica
diagnostica (Zeledon, 2004). La dispersion del Salvador a los otros paises de Centro
América probablemente se dio por medio de migraciones humanas, de esta forma R.
prolixus habria invadido esta region en unas pocas décadas como una especie doméstica
(Schofield & Dujardin 1997, Zeleddn 2004).

Un proceso igual o similar debid ocurrir en la region al occidente de los Andes en
Colombia, donde las poblaciones de R. prolixus se encuentran solamente domiciliadas, la
alta homogeneidad de estas poblaciones (Figura 6) con la presencia del haplotipo 1 de
forma exclusiva en los departamentos de Tolima y Guajira y de forma representativa en
Santander y Magdalena, soportan la hipétesis del origen introducido de R. prolixus en esta
region, probablemente por medio de migraciones humanas como fueron las expediciones de
colonizadores, un ejemplo, la llevada a cabo por el explorador y conquistador Aleméan
Ambrosio Alfinger desde Falcon (Venezuela) hasta Santander en 1532 (Schofield &
Dujardin, 1999).

De otro lado, la mayor diversidad nucleotidica y haplotipica encontrada en los Llanos
Orientales de Colombia y la zona fronteriza de Venezuela (Tabla 2) y los resultados
obtenidos por Fitzpatrick et al., (2008) con poblaciones de R. prolixus de Venezuela son

evidencia para considerar que en estas regiones, el origen de R. prolixus es autoctono.
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El grado de estructuracion genética (moderada) presentado en las poblaciones de R.
prolixus (Fst = 0.12345, Gst = 0.11085, p = 0.000) debido probablemente a un evento
como la expansién de rango, no es un fendmeno poco frecuente en los vectores
responsables de enfermedad, recientemente se ha encontrado evidencia de este proceso en
T. infenstans, Anopheles darlingi, Anopheles sinensis, Culex tarsalis (Bargues et al., 2006,
Mirabello & Conn, 2006, Jung et al., 2007, Venkatesan et al., 2007).

Esta investigacion, tenia un interés especifico al caracterizar genéticamente las poblaciones
de R. prolixus de Colombia, y era poder conocer si existe flujo entre las poblaciones
selvéticas y domiciliadas, debido al riesgo epidemioldgico que conlleva. Dos escenarios
son observados en la region de los llanos orientales de Colombia, en Arauca las
poblaciones domésticas y selvaticas de R. prolixus presentan un alto grado de
diferenciacion (Fst = 0.83333 Gst = 0.74639) por el contrario las poblaciones de Casanare
de estos mismos habitats se comportan como una unidad panmictica (Fst < 0.05,
Gst < 0.05, Nm > 1). Futuras investigaciones son necesarias para dilucidar los posibles

mecanismos responsables de estas diferencias.

Estos hallazgos muestran un importante riesgo de transmision con T. cruzi para las
poblaciones humanas presentes en el departamento de Casanare, debido a que los
programas de control vectorial estan dirigidos principalmente a la eliminacion de las
poblaciones domiciliadas. Por consiguiente, el disefio de nuevas y efectivas estrategias que
eviten la incursion de las poblaciones selvaticas de R. prolixus al domicilio es imperativo.
Este estudio ha hecho una contribucién fundamental al entendimiento de las poblaciones de
R. prolixus en el contexto de la epidemiologia de la enfermedad de Chagas y el control

vectorial en Colombia.
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5. CAPITULO 3: CARACTERIZACION GENETICA DE POBLACIONES DE
Triatoma dimidiata EN AREAS ENDEMICAS DEL DEPARTAMENTO DE
SANTANDER.

5.1 INTRODUCCION

Triatoma dimidiata (Latreille, 1811) tiene una amplia distribucién geogréfica,
encontrandose en México, Centro Ameérica y parte de la costa pacifica de América del Sur
(Colombia, Ecuador y Pert). Actualmente es el vector principal de la enfermedad de
Chagas en Guatemala, El Salvador, Nicaragua y Costa Rica y el segundo vector méas
importante en Honduras y Colombia (Dorn et al., 2007). Esta especie presenta un
comportamiento ecléctico, con un amplio espectro de hospederos vertebrados incluyendo el
hombre (Zeledon et al., 2005); se encuentra ocupando una gran variedad de habitats
domeéstico, peridoméstico y selvatico, destacandose su presencia en viviendas periurbanas
y urbanas de buena construccién en pequefias y grandes ciudades de América Central,
Ecuador y Colombia (Zeleddn et al., 2001).

La clasificacion de T. dimidiata ha sufrido diversos cambios desde su descripcion original.
Con base a estudios morfol6gicos, Usinger en 1941 dio nombres subespecificos como T.
dimidiata maculipennis (algunas de las formas mejicanas), T. dimidiata capitata (algunas
formas colombianas) y T. dimidiata dimidiata (formas de Centro América). Lent &
Wigodzinsky en 1979 sinonimiz6 estas tres subespecies en una sola especie con la
observacion que al analizar suficientes especimenes eran indistinguibles morfoldgicamente,
sugiriéndose una variacion clinal, igualmente descrita por otros autores, la cabeza se
vuelve relativamente mas larga (y los ojos mas pequefios) de norte a sur — siendo mas
cortas en algunos especimenes mejicanos (maculipennis) y mas largas en algunas formas

colombianas (capitata) pero convirtiéndose mas corta nuevamente en las formas
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ecuatorianas y peruanas (Schofield, 2005). Lent & Jurberg (1985), estudiaron las
estructuras de la terminalia externa de los machos en individuos provenientes de Norte,
Centroamérica y Suramérica, encontrando diferencias importantes, que apuntaban a la
misma variabilidad observada en los caracteres cromaticos y a la relacion entre la cabeza y
el rostrum. Estudios moleculares basados en las secuencias del espaciador transcrito
interno ITS-2 del ADN ribosomal de poblaciones de T. dimidiata de Centro América
demostré una gran variabilidad intraespecifica, hasta el punto de sugerirse un status
taxonémico especifico en el caso de las poblaciones de la Peninsula de Yucatan, México
(Bargues et al, 2000, 2002, Marcilla et al., 2001). Es asi, que en los Gltimos afios se han
venido adelantando estudios morfoldgicos y moleculares con el fin de esclarecer las
relaciones y posicion taxondémica de las poblaciones de T. dimidiata en toda su area de

distribucién.

Anélisis del fenotipo antenal, genitalia, caracteres morfométrico y RAPD han mostrado que
la variacion dentro de esta especie es mas grande que la previamente considerada (Dorn et
al 2003, Calderon et al., 2004, Bustamante et al., 2004, Lehmann et al., 2005, Fernandez et
al., 2005., Catala et al 2005). Andlisis morfométricos y de hidrocarburos cuticulares
sugieren que una poblacion selvatica de Lanquin, Guatemala esta sufriendo un proceso de
especiacion (Bustamante et al., 2004, Calderdn et al., 2005). Variacion cromosomal y el
tamafio gendmico sugiere que T. dimidiata puede representar un complejo de especies
cripticas (icé indistiguibles morfologicamente, pero taxas aislados reproductivamente)
(Panzera et al., 2006). Un estudio muy reciente con ITS-2 en poblaciones de T. dimidiata
de México, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama y Colombia demostro la existencia
de 31 haplotipos con una clara distribucién en cuatro grupos directamente relacionados a su
origen geografico. Se observé patrones de diversidad poblacional compatibles con el rango
de subespecies ya descritas anteriormente (T. d. dimidiata, T. d. capitata, T. d.
maculipennis) las cuales podrian haber seguido una radiacion adaptativa a partir de formas

ancestrales presentes en Guatemala (Bargues et al., 2008).
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Las poblaciones de T. dimidiata en Colombia han sido poco estudiadas genéticamente,
encontrdndose hasta el momento sélo dos estudios reportados, un analisis de la estructura
genética mediante RAPD de poblaciones de diferentes habitats en Boavita, Boyac4, el cual
mostré una baja diferenciacion genetica entre las poblaciones, indicando que las
poblaciones no domiciliadas representan un riesgo epidemiolégico en la transmision de la
enfermedad de Chagas (Ramirez et al., 2005) y el estudio de Bargues et al (2008) con ITS-2
ya descrito anteriormente. Por consiguiente, se realizo el presente estudio el cual utiliza el
gen mitocondrial cyt b en la caracterizacion genética de las poblaciones de T. dimidiata
colectadas en diferentes habitats de areas endémicas del departamento de Santander. Este
conocimiento contribuye al entendimiento de aspectos evolutivos y bioldgicos de esta
especie, que inevitablemente conlleva, al desarrollo de eficaces estrategias de control
vectorial que nos aproximen a una erradicacion de la enfermedad de Chagas en un futuro

cercano.
5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Area de estudio. Este estudio fue realizado en éreas endémicas del departamento
de Santander (Figura 8) el cual esta situado en la region Andina, en la vertiente occidental

de la cordillera oriental entre los 05° 42' y 08° 08' de latitud norte, y los 72° 26"y 74° 32' de
longitud oeste (IGAC, 1984).
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Figura 8. Mapa con el sitio de origen de los individuos T. dimidiata del estudio.
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En el relieve del territorio santandereano se distingue dos grandes unidades fisiogréficas:
Valle Medio del Magdalena y la cordillera Oriental. El valle del Magdalena, al occidente
del departamento, se caracteriza por un modelado plano y suavemente ondulado; en las
margenes del rio Magdalena predomina la vegetacion selvética y al oriente de éstas, se
encuentra una faja de bosque ecuatorial. La cordillera Oriental ocupa la mayor parte del

departamento en direccidn general suroeste — noreste (IGAC, 1984, Florez et al., 2006).
5.2.2 Insectos. Los individuos de T. dimidiata fueron colectados en algunos municipios

del departamento de Santander en diferentes habitats en los afios 2002 — 2004 (Tabla 9,

Figura 9) por investigadores, personal del CINTROP (Bidlogos y auxiliares de campo),
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técnicos de ETV y la comunidad de la zona de estudio (Angulo et al., 2006), utilizando la

técnica hora/hombre en domicilio y peridomicilio y con trampas de cebo animal en el

habitat selvatico (Angulo VM, datos no publicados) (Figura 10).

Los insectos fueron

identificados como T. dimidiata por el personal de entomologia con el uso de la clave

taxondmica de Lent & Wygodzinsky (1979).

Tabla 9. Sitios de colecta de los individuos de T. dimidiata del estudio.

Municipio Vereda
Macaravita Buraga
Macaravita Huertas
Macaravita Buraga
Macaravita Juncal
Macaravita Buraga
Macaravita Centro
Capitanejo Chorreras

Capitanejo Montecillo
Mogotes Centro
San Joaquin  Centro
Onzaga Centro
El Carmen El Carmen

Habitat
Doméstico
Domeéstico
Peridoméstico
Peridoméstico
Selvatico
Urbano
Selvatico
Selvético
Urbano
Urbano
Urbano
Colonia
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n

10

g w s~ Wk 0o b~

Latitud
6°27'55"
6°30'04"
6°28'00"
6°29'51"
6°27'07"
6°30'32"
6°31'39"
6°32'43"
6°28'59"
6°25'59"
6°21'00"
6°41'22"

Longitud
72°36'36"
72°34'09"
72°37'01"
72°34'43"
72°37'29"
72°35'45"
72°39'24"
72042'28"
72°957'59"
72°951'59"
72048'59"
73031'57"

Altitud
1815
1812
1877
1969
1825
2432
1744
1052
1687
2175
2171

990



Figura 9. Diferentes habitats de la zona de estudio. A: Doméstico, B: Peridoméstico, C: Selvatico.

Fuente: CINTROP-UIS

Figura 10. Trampa con cebo animal (gallina) en la colecta de insectos selvaticos (Angulo VM).

Fuente: CINTROP-UIS
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5.2.3 Extraccion de ADN. EI ADN se obtuvo a partir de tres patas de cada insecto que
fueron conservadas en etanol absoluto a -20°C. Cada muestra fue congelada rapidamente
en nitrogeno liquido y macerada. En la extraccion de ADN se utilizé el kit Wizard Genomic
Purification (Promega, Madison, WI), siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante para aislamiento de ADN en tejido animal. EI ADN fue almacenado a -20°C

hasta su procesamiento.

5.2.4 Amplificacién del gen mitocondrial citocromo b. Un fragmento de 640 pb del gen
mitocondrial cyt b se amplificé mediante la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
los iniciadores descritos por Monteiro et al (2003), CYTB7432F, 5 -GGACG(AT)GG
(AT)ATTTATTATGGATC y CYTB7433R, 5 -GC(AT)CCAATTCA(AG)GT
TA(AG)TAA. La reaccion se realizé en un termociclador (BIO-RAD Laboratorios, Inc)
con las siguientes condiciones: Desnaturalizacion a 94°C 5min; 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C 30 s, hibridacion a 47°C 30 s y extension a 72°C 1 min; un paso
final de extensién a 72°C 10 min. El producto amplificado fue visualizado en geles de
agarosa 1% coloreados con bromuro de etidio (0.25 ug/L). En todos los experimentos se
incluyeron controles negativos para verificar la ausencia de contaminacion. Los productos
PCR fueron purificados utilizando los filtros (Montage™ PCR, Millipore) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Estos productos purificados fueron almacenados a -20°C.

5.2.5 Secuenciacion del gen mitocondrial citocromo b. La secuenciacion del fragmento
cyt b se llevé a cabo mediante PCR con el uso de un kit de nucle6tidos marcados con
reactivos fluorescentes (Big dyes TM, Perkin Elmer Applied Biosystem, Foster City, CA) y
con los mismos iniciadores descritos anteriormente. Se realizd purificacién del nuevo
producto mediante el uso de columnas (Centri-Sep, Princeton Separations, Adelphia, NJ) la
cual se realizo de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el fabricante.
Posteriormente los productos PCR fueron secados al vacio y almacenados a -20°C en
oscuridad. Ambas cadenas de ADN fueron analizadas en un secuenciador automatico ABI
3100.
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5.2.6 Analisis de datos. Las secuencias fueron alineadas usando el programa ClustalW
(Thompson et al., 1994) implementado en el programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007)

teniendo en cuenta los costos por defecto.

La diversidad genética se estimo con base en varios indices con el uso del programa DnaSP
4.0 (Rozas et al., 2003). Estos indices fueron: el nimero de haplotipos (h), el nimero de
sitios segregantes o polimorficos (S), el numero de sitios informativos, la diversidad
nucleotidica (w) (Nei, 1987) y la diversidad haplotipica (Hd) (Nei, 1987).

Se establecid una relacién de los diferentes haplotipos con el método de distancia, mediante
el modelo K2P y el algoritmo NJ (Saitou & Nei, 1987) implementado en MEGA 4.0
(Tamura et al., 2007). El soporte de los nodos de la topologia reconstruida se validd
mediante el analisis de bootstrap no parametrico (Felseinstein, 1985) con 1000 replicas. En
este andlisis se utilizd la secuencia publicada en el GenBank de T. dimidiata de México con
Acceso No. AY062150 (Harris KD and Beard CB) y como grupo externo la secuencia de
Triatoma pallidipennis publicada en el GenBank con Acceso No. DQ198814 (Pfeiler et al.,
2006).

La subdivision poblacional se evalué mediante los estadisticos Fst (Hudson et al., 1992) y
Gst (Nei, 1973). Como un método indirecto de estimacion de flujo génico entre las
poblaciones se calculé el numero de migrantes por generacion (Nm) a partir de cada uno de
estos estadisticos. Esto se realizd6 con el programa DnaSP 4.0 (Rozas et al., 2003).
Ademas, se determiné las relaciones entre las poblaciones estudiadas a partir de las
distancias Gst (Nei, 1973) reconstruidas mediante el algoritmo NJ (Saitou & Nei, 1987),
implementado en MEGA 4.0 (Tamura et al, 2007).

Una segunda exploracion del nivel de estructura poblacional fue realizada mediante
AMOVA (Excoffier et al., 1992) con el uso del programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al.,
2005). Se probo la hipétesis nula de no diferenciacion genética entre las poblaciones de T.

dimidiata en Santander, Colombia.
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5.3 RESULTADOS
Se amplifico un fragmento de aproximadamente 630 pb del gen mitocondrial cyt b (Figura

11). Este fragmento se secuencié en un total de 56 individuos correspondientes a seis

poblaciones del departamento de Santander (Figura 8).

Figura 11. Electroforesis de agarosa del fragmento cyt b amplificado.

En el andlisis se utilizo 614pb de este fragmento, encontrandose una composicion
nucleotidica de A= 0.313, C=0.228 T= 0.339 G= 0.119, un total de 12 haplotipos, una
diversidad haplotipica (Hd) = 0.808 + 0.039 y una diversidad nucleotidica (7) = 0.02239 +
0.00117 (Tabla 10).

Tabla 10. Diversidad genética en poblaciones de T. dimidiata de Santander, Colombia.

Poblacion Haplotipos observados S Hd T
Macaravita HapA, HapB, HapC, HapD, HapE, HapF, HapG 14 0.56745  0.00739
Capitanejo HapH, Hapl, HapJ, HapK 13 0.58333  0.00556
Mogotes Hapl 0 0.00000  0.00000
San Joaquin  Hapl 0 0.00000  0.00000
Onzaga Hapl 0 0.00000  0.00000
El Carmen HapL 0 0.00000  0.00000
Total HapA - HapL 44 0.80800 0.02239

S=sitios polimorficos Hd= diversidad haplotipica, n= diversidad nucleotidica
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Ademas, se obtuvo un total de 44 sitios variables o polimorficos, de los cuales 37 son sitios
informativos para parsimonia y siete singletones. La Tabla 11 muestra estos sitios variables

en forma detallada.
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Tabla 11. Posiciones variables en los 12 haplotipos encontrados de T. dimidiata en Santander, Colombia.

1111111222 222222 333333 4 4 4 4 45
Posicion 2 4890111 0002 446 89 12 4 6 6 922346170
Nucleotidica 6 1 6 5 7 0 6 7 9 9136758619 6 516822587700
Hap A A ATTTTCCGTGCTAAATCATCCCATTCCTTGGATT
Hap B A - A G - C C C
Hap C A - A G - C C C
Hap D o0 o (€
Hap E A A G CT C C
Hap F A A A G C C C
Hap G A - A G G - C - C
Hap H C TTATC CaG T G C - T G C o (€ 0 C
Hap | G C - T AC C G T G C TTGC - C - A C
Hap J C TTAC CG T G C - T G C T C - A C
Hap K G G C C T AC CG T C GCT - -TGCC - C - C
Hap L -G - - - CTT A G A C G C T - C - G
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En la relacion de los haplotipos se observa claramente la formacion de dos clados
principales con las muestras de T. dimidiata de Santander, destacdndose que en un clado se
encuentran todos los haplotipos presentes en el municipio de Macaravita y el otro clado esta
compuesto por los haplotipos encontrados en Capitanejo, Mogotes, San Joaquin, Onzaga y
el Carmen. De igual manera, se observa una marcada divergencia entre la muestra de T.

dimidiata de México y los haplotipos de este vector en Santander (Figura 12).

Figura 12. Arbol Neighbor-Joining basado en el modelo K2P de haplotipos de T.

dimidiata encontrados en Santander, Colombia.
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Los valores de Fst y Gst indican altos niveles de subdivision poblacional (Fst = 0.90349,
Gst = 0.48469, p = 0.0000). La estimacion del nimero de migrantes entre cada par de
poblacién (Nm) revela un escenario de flujo génico restringido (Nm < 1.0) (Tabla 12). Del
mismo modo, los resultados de AMOVA hacen rechazar la hipdtesis nula de no
diferenciacion entre las poblaciones de T. dimidiata de los diferentes municipios de
Santander (Fst = 0.788, p = 0.0000) (Tabla 13). El mayor porcentaje de variacion se

encuentra entre las poblaciones que intrapoblacional.

Tabla 12. Diferenciacion genética y flujo génico entre poblaciones de T. dimidiata de

Santander.

Poblaciones Fst Nm Gst Nm
Macaravita Vs. Capitanejo 0.81041 0.12 0.21132 1.87
Macaravita Vs. MGSJOZ 0.90010 0.06 0.38059 0.81
Macaravita Vs. El Carmen 0.88098 0.07 0.27242 1.34
Capitanejo Vs. MGSJOZ 0.64674 0.27 0.51873 0.46
Capitanejo Vs. ElI Carmen 0.90607 0.05 0.46630 0.57
El Carmen Vs. MGSJOZ 1.00000 0.00 1.00000 0.00

MGSJOZ= Mogotes, San Joaquin y Onzaga.

Tabla 13. AMOVA de las poblaciones de T. dimidiata de seis municipios en Santander.

Estructura Fuente de GL Componentes % de Indice de p
evaluada variacion de varianza  variacion fijacion
Entre 6 6.17919 Va 78.89
Todas las poblaciones
poblaciones Fst: 0.78887 0.00000
(no agrupadas)  Dentro de 49 1.65378 Vb 21.11
poblaciones

Con los valores de distancias Gst entre pares de poblaciones de T. dimidiata se construy6

un arbol NJ, que nos permitio observar la formacion de dos clados principales, el primero
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compuesto por las poblaciones de los diferentes hébitats de Macaravita las cuales forman
un grupo bastante homogéneo y las poblaciones del municipio del Carmen y el otro clado

corresponde a las poblaciones de Capitanejo y los municipios de Mogotes, San Joaquin y
Onzaga (Figura 13).

Figura 13. Arbol Neighbor-joining a partir de distancias Gst entre pares de poblaciones de
T. dimidiata.
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—
0.05

Finalmente, se establecid que las poblaciones de T. dimidiata presentes en diferentes
habitats (Domeéstico, peridoméstico y selvatico) se comportan como una unidad panmictica
(Fst <0.05, Nm > 1) (Tabla 14).
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Tabla 14. Diferenciacion genética y flujo génico entre poblaciones de T. dimidiata de los
diferentes hébitats del municipio de Macaravita.

Poblaciones Fst Nm Gst Nm
Doméstico Vs Peridoméstico -0.05341 -9.86 0.00424 117.33
Doméstico Vs Selvatico -0.05287 -9.96 0.04694 10.15
Peridoméstico Vs Selvatico -0.10805 -5.13 0.05897 7.98
Urbano Vs Selvatico 0.06452 7.25 0.08247 5.56
Urbano Vs Doméstico rural -0.06234 -8.52 0.00824 60.19
Urbano Vs Peridoméstico rural 0.01636 30.07 0.02501 19.49

5.4 DISCUSION

Triatoma dimidiata presenta una gran variabilidad intraespecifica la cual ha sido descrita
con el uso de marcadores fenéticos y genéticos (Dorn et al, 2007). Encontrandose estudios
que dividen a esta especie en diferentes grupos (dos a cuatro), en el que el tamafio de
muestra y el poder de resolucion de los marcadores utilizados podrian jugar un papel
determinante (Bustamante et al., 2004., Calderdn et al., 2005, Catala et al., 2005, Panzera et
al., 2006, Bargues et al., 2008). La presente investigacién fue realizada a una escala
geografica mas fina con un excelente marcador, el gen mitocondrial cyt b, con el objetivo
claro de aportar al esclarecimiento de lo que se encuentra incluido bajo la denominacion de
T. dimidiata.

Es importante resaltar que este es el segundo estudio genético que utiliza la herramienta de
la secuenciacion de ADN en poblaciones de T. dimidiata de Colombia. EI primero ha sido
un estudio filogeografico (siete paises) realizado por Bargues et al. (2008) con el uso del
marcador nuclear (ITS-2), Colombia es representada con 31 individuos de cinco
departamentos, de los cuales tres corresponden a Santander. EIl presente estudio amplia
esta muestra a 56 individuos para este departamento, los insectos son colectados en
diferentes habitats y en un periodo de tiempo corto (tres afios), caracteristicas
fundamentales para evitar el conocido efecto Wahlund (Hart & Clark 2005) muchas veces

responsable de malas interpretaciones en estudios genético-poblacionales.
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El gen mitocondrial cyt b ha demostrado ser muy Util en caracterizar las diferentes especies
de Triatominae (Lyman et al., 1999, Monteiro 2003, Giordano et al., 2005, Martinez et al.,
2006, Pfeiler et al., 2006, Almeida et al, 2008, Fitzpatrick et al., 2008, Dorn et al., 2009).
En este trabajo el analisis de un fragmento de 614 pb del gen cyt b mostr6 una rica
composicion de A-T (65.3%), concordante con lo reportado para el genoma mitocondrial de
insectos (DeSalle et al., 1987). El alto numero de sitios polimorficos (44), los valores de =
(0.02239 + 0.00117) y Hd (0.808 £ 0.039) con la presencia de 12 haplotipos (Tabla 11)
demuestran una gran heterogeneidad de las poblaciones de este vector. Esta caracteristica
ha sido igualmente evidenciada con el uso de este marcador en poblaciones de T. dimidiata
de Centro América (Dorn et al., 2009).

Un hallazgo interesante es la marcada divergencia observada entre la muestra de T.
dimidiata de México y los haplotipos de este vector en Santander (Figura 12), lo cual
podria deberse a un proceso de aislamiento por distancia el cual también ha sido sugerido
por Bargues et al (2008). Estos autores mostraron en sus analisis filogenéticos de
poblaciones de T. dimidiata de varios paises la formacién de dos grandes clados, el primero
correspondiente a las poblaciones presentes en la peninsula de Yucatan, el norte de
Guatemala y algunas de Honduras el cual le proponen un estatus especifico Ilamado
provisionalmente Triatoma sp. aff. dimidiata. ElI segundo clado, corresponde a algunas
poblaciones presentes en México, Guatemala y Honduras y todas las poblaciones de
Ecuador, Panama y Colombia. Este clado es formado por tres grupos, los cuales
correspondieron a las tres subespecies inicialmente propuestas para T. dimidiata (T. d.
dimidiata, T. d. maculipennis, T. d. capitata), donde las poblaciones de T. dimidiata de

Panaméa y Colombia serian T. d. capitata (Bargues et al., 2008).

Esta investigacion revela que las poblaciones de T. dimidiata de Santander presentan un
alto grado de diferenciacion genética (Fst = 0.90349, Gst = 0.48469), el mayor porcentaje
de la variacion se dio interpoblacionalmente (Tabla 13). Es importante resaltar que en otras
areas pequefias, T. dimidiata ha presentado el mismo comportamiento, un ejemplo, es

Campeche, México donde las poblaciones de este vector forman dos clados bien
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diferenciados (Tamay et al., 2008) y otro es observado en Petén, Guatemala (Dorn, et al.,
2009).

En la relacion de los haplotipos encontrados en el estudio, se observa claramente la
formacion de dos clados principales (Figura 12), destacandose que en un clado se
encuentran todos los haplotipos presentes en el municipio de Macaravita y el otro clado esta
compuesto por los haplotipos encontrados en Capitanejo, Mogotes, San Joaquin y Onzaga
formando un grupo y el haplotipo L presente en el Carmen. En el arbol NJ de las distancias
Gst entre las diferentes poblaciones (Figura 13), se observa igualmente la gran separacion
de las poblaciones de Macaravita en sus diferentes hébitats con las poblaciones de
Capitanejo y los municipios de Mogotes, San Joaquin y Onzaga. Se destaca que los
individuos del municipio del Carmen (haplotipo L) aunque diferenciados se encuentran esta
vez formando un clado con los individuos de Macaravita, lo cual podria indicar que se
necesita un mayor nimero de individuos en esta region para aclarar su verdadera posicion.
Es importante anotar, que estos individuos procedian de colonia, de diferentes
generaciones (F1, F2, F3), la dificultad que existe en el muestreo en esta zona y la
presencia de un haplotipo no encontrado en los otros municipios obligé a incluirlos en el

estudio.

La gran cercania de los municipios de Macaravita y Capitanejo con la alta diferenciacion
genética de sus poblaciones de T. dimidiata (Fst = 0.81041, Gst = 0.21132) podrian sugerir
un proceso de especiacion simpatrica en esta region, en el cual aislamiento geografico no es
necesario para el aislamiento reproductivo. Sin embargo, estos hallazgos unido a lo
presentado en las poblaciones de T. dimidiata de Petén, Guatemala y Yucatan, México, en
el que dos grupos distintos son encontrados en simpatria (Dorn et al, 2009), soportan la
hipotesis, que lo que se encuentra hoy dia conocido como T. dimidiata es un complejo de
especies cripticas, con la urgente necesidad de mas estudios genéticos y fenéticos que
utilicen un buen nimero de marcadores y una muestra representativa de toda el area de

distribucion de este importante vector.

51



Finalmente, este trabajo establece el alto riesgo de transmision con T. cruzi de la poblacion
humana del municipio de Macaravita al encontrarse que las poblaciones de T. dimidiata de
los diferentes habitats se comportan como una unidad panmictica (Fst < 0.05, Nm > 1).
Situacion igualmente descrita en el estudio de la estructura genética de poblaciones
domeésticas, peridomésticas y selvéticas de T. dimidiata en el municipio de Boavita, Boyaca
(Ramirez et al., 2005). Por consiguiente, el control de estas poblaciones peridomésticas y
selvaticas es un verdadero reto para los programas de control vectorial de la enfermedad de

Chagas en Colombia.
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6. CONCLUSIONES

El gen mitocondrial cyt b demostré ser un marcador muy util en el estudio de las
caracteristicas genéticas de las poblaciones de R. prolixus y T. dimidiata de areas

endémicas de Colombia.

Las poblaciones de R. prolixus de Colombia y una zona fronteriza Venezolana

presentan un grado de estructura genética moderado.

Se confirma la presencia de R. prolixus selvatico en palmas de los Llanos Orientales
de Colombia, y ademés se establece la capacidad de colonizar las viviendas

humanas de estos insectos selvaticos.

Se establece un alto riesgo de transmision con T. cruzi de las poblaciones humanas
del departamentos de Casanare, por el flujo continuo de las poblaciones selvaticas

de R. prolixus a las viviendas.

Las poblaciones de T. dimidiata del departamento de Santander, Colombia

presentan una estructura con un alto grado de diferenciacion genética.

Se establece un alto riesgo de transmisidn con T. cruzi de las poblaciones humanas
de los departamentos del municipio de Macaravita (Santander), por la existencia de

flujo de las poblaciones selvaticas de T. dimidiata a las viviendas.
El disefio de nuevas y efectivas estrategias de control de la enfermedad de Chagas,

que eviten la incursion de las poblaciones selvaticas de R. prolixus y T. dimidiata al

domicilio, es imperativo.
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