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Resumen. Con el fin de estudiar la estructura genética de poblaciones silvestres, peridomésticas y domés-
ticas de Triatoma dimidiata se empled la técnica de amplificacion azarosa de polimorfismos de ADN (RAPD).
Se calculd el grado de flujo genético existente entre las poblaciones para estimar el riesgo epidemiologico
que representan las poblaciones no domiciliadas en la transmisién de la enfermedad de Chagas. Se anali-
zaron 14 individuos silvestres, 10 individuos peridomésticos y 15 domésticos. Se obtuvo un Fst de Wright
de 0.071 que denota que hay poca diferenciacién genética, y una tasa efectiva de migracion (Nm) de 3.3
que indica que por lo menos 3 individuos migran por generacion. Estos hallazgos sugieren que las pobla-
ciones no domiciliadas de T. dimidiata representan un riesgo epidemioldgico en la transmision de la enfer-
medad de Chagas dado que pueden colonizar las viviendas. Por lo tanto deben plantearse: la vigilancia
epidemiologica no sélo de la poblacion domiciliada sino también de la peridomiciliada; nuevas y mejores
alternativas de control encaminadas a los reservorios en el peridomicilio, y un programa de educacion
permanente de las personas en riesgo de adquirir la enfermedad.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas. RAPD. Flujo genético. Fst. Tasa de migracion. Programas de control.

Summary. In order to study the genetic structure of sylvatic, peridomestic and domestic populations of
Triatoma dimidiata, we used the randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) technique. The genetic flow
among populations was estimated to determine the epidemiological risk of nondomiciliated populations in
the transmission of Chagas disease. Fourteen sylvatic, 10 peridomestic and 15 domestic insects were analyzed.
The estimated Wright s Fst was 0.071 showing low genetic differentiation and an effective migration rate
Nm of 3.3 suggesting a movement of at least three individuals per generation. These findings suggest that
nondomiciliated populations of T. dimidiata represent an epidemiological menace for the transmission of
Chagas disease, due to their ability to colonize dwelling. It is necessary to perform: an epidemiological
surveillance not only of the domestic populations but also on the peridomestic ones. It is also important to
carry out new and better control alternatives for reservoirs, and to offer a permanent education program to
people at risk of infection.
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Introduccion

La enfermedad de Chagas es exclusiva del
continente americano, y se considera la en-
fermedad parasitaria mas importante en
América (Worl Bank 1993). Muestra una pre-
valencia de 16 millones de personas, una
incidencia de 200.000 nuevos casos cada
ano (estadisticas de 1999) y una mortali-
dad de 50.000 personas por ano (OMS). El
Trypanosoma cruzi, agente causal de esta
enfermedad, es transmitido principalmen-
te por insectos vectores que han mostrado
una fuerte estructuracion geografica que
puede ser detectada por marcadores mor-
fométricos, citogenéticos e isoenzimaticos

(Guhl y Schofield 1996). Igualmente pue-
den emplearse marcadores moleculares
generados por amplificacion azarosa de
polimorfismos de ADN que permiten deter-
minar la estructura genética de las pobla-
ciones de vectores (Williams et al. 1991;
Black et al. 1992). En Colombia, se consi-
deraba que Rhodnius prolixus (Stal) vector
principal de esta enfermedad, presentaba
dos poblaciones distribuidas en el domici-
lio y en las palmeras. Moreno et al. (1999),
mediante métodos morfométricos y
bioguimicos, demostré que no eran dos
poblaciones de Rhodnius prolixus, sino dos
especies diferentes similares morfologica-
mente, y definid a los insectos que se en-

cuentran en el ambiente silvestre como una
nueva especie, Rhodnius colombiensis. Pa-
ralelamente, usando técnicas moleculares
(Jaramillo et al. 2001) establecid que no se
presentaba flujo genético entre Rhodnius
silvestres y domiciliados, corroborando lo
hallado por Moreno et al. (1999).

El analisis de polimorfismos en el ADN ya
ha probado ser qtil en la determinacion de
flujo genético en poblaciones de insectos
como Aedes aegypti (Gorrochotegui-Esca-
lante et al. 2002).

Estudios como los realizados en Rhodnius,
evidencian la necesidad de analizar otras
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especies vecloras a través del analisis de
su estructura genética y por tanto del en-
tendimiento del comportamiento de sus
poblaciones, con el fin de controlar a me-
diano y largo plazo los vectores, focalizar
los programas de control, y por tanto pre-
venir la transmision de la enfermedad de
Chagas.

En esta investigacion se muestran resulta-
dos preliminares sobre la estructura
geneética de poblaciones de Triatoma
dimidiata (Latreille), el segundo vector en
importancia en Colombia de la transmisiéon
de la enfermedad. A diferencia de otras es-
pecies estrictamente domiciliadas como T.
infestans, este insecto se ha encontrado en
tres habitats o ambientes diferentes, uno
silvestre (cuevas y rocas), uno peridoméstico
(gallineros y camas de animales), y uno
domeéstico. Se empled la técnica de RAPD
(Williams et al. 1991), con el fin de detectar
variabilidad genética entre las poblaciones
silvestre, peridoméstica y doméstica de esta
especie y calcular el grado de flujo genético
que se presenta entre ellas, para determi-
nar el posible riesgo que representan las
poblaciones no domiciliadas en la trans-
mision de la enfermedad. Este estudio se
llevd a cabo en el Centro de Investigacio-
nes en Microbiologia y Parasitologia Tropi-
cal — CIMPAT. Universidad de Los Andes,
Bogota - Colombia, afno 2001.

Materiales y Métodos
Recoleccion de insectos

Los insectos evaluados se capturaron en la
vereda Rio de Abajo, municipio Boavita del
departamento de Boyaca, a 1.970 msnm, 6°
19" 33.5" N; 72° 37" 10.61" W. Las capturas
se realizaron en tres habitats diferentes: en
cuevas (habitat silvestre), en el peridomicilio
(gallineros, cocinas, bodegas, camas de ani-
males) y dentro de las viviendas.

Extraccion y purificacion de ADN

Se retiraron las 6 patas de cada insecto y
se sometieron a un proceso de ruptura
mecanica en un volumen de 300 ul de
“Genomic DNA lysis solution” del kit
AquaPure Genomic DNA de BIORAD. Se con-
tinué con el procedimiento recomendado
por el fabricante para aislamiento de ADN a
partir de tejidos.

Amplificacion azarosa de polimorfismos
de ADN (RAPD)

5e empleo el kit Ready To Go RAFD de
Pharmacia, rehidratando cada perla con 19
ul de agua destilada y agregando 25 pmol
de iniciador. Se dividi6 el contenido en cua-
tro tubos, a cada uno de los cuales se le
agregd 2 ul de ADN templado, para un
volumen final de reaccion de 8 ul. Se
analizaron 14 individuos silvestres, 10
peridomésticos y 15 domésticos con los ini-
ciadores RTG de Pharmacia 2 y 3 (Tabla 1),
con el siguiente perfil térmico: un paso ini-
cial de denaturacion a 95.5°C por 5 minu-
tos, seguido de 44 ciclos de 95°C por 1 min,
36°C por 1 min, 72°C por 2 min y un paso
final de elongacién a 72°C por 7 min.

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores RTG 2
y 3 de Pharmacia, empleados en las reac-
ciones de RAPD

Iniciador RTG Secuencia 5' - 3'

2 GTTTCGCTCC
3 GTAGACCCGT

Visualizacion de los productos de RAPD

Los productos de amplificacion se visua-
lizaron en geles de poliacrilamida al 6%.
Posteriormente, se tifieron con el kit Silver
Stain Plus de Pharmacia siguiendo el pro-
tocolo recomendado por el fabricante, em-
pleando la mitad del volumen indicado para
la tincion de cada gel.

Andlisis de resultados de los RAPD

Se construyeron matrices binarias compa-
rando las bandas mas intensas de cada gel
e indicando la presencia de una banda como
1 y la ausencia de la misma como 0. Las
matrices se construyeron de acuerdo con
Welsh et al. (1992) y se analizaron con los
programas SYNTAX (Podani 1993),
POPGENE (Yeh et al. 1999) y RAPDPLOT
(Kambhampati et al. 1992).

Para el andlisis, se partio del supuesto de
que las tasas de evolucion o sustitucién son
constantes para las poblaciones; es decir,
que se encuentran en un equilibrio de
Hardy-Weinberg y que por tanto no hay pre-
siones de seleccion que favorezcan una u
otra poblacién o algin genotipo particular.

Los programas RAPDPLOT y POFPGENE pro-
ducen una matriz que contiene las distancias
genéticas calculadas usando el indice de si-
militud de Nei y Li (1985) que se define de la

siguiente manera: S= 2NAB / (NA+NB), don-
de NAB es el nimero de bandas que compar-
ten los individuos A y B, NA es el niimero de
bandas de A y NB el nimero de bandas de B.

Dado que los RAPD segregan independien-
temente y méas del 95% de los alelos son
dominantes (Williams et al. 1991), RAPD-
FLOT emplea una segunda medida que
involucra tanto la presencia compartida de
una banda como la ausencia compartida,
lo que permite tomar ventaja del fenotipo
recesivo (o ausencia compartida de una
banda). Se estima el nimero de concordan-
cias M que permite determinar relaciones
genéticas entre individuos mediante el cal-
culo M = NAB / NT, donde NAB es el nimero
total de bandas compartidas (presentes y
ausentes) entre los individuos A y B, y NT
es el nimero total de loci en estudio.

Los programas RAPDFLOT y SYNTAX per-
miten utilizar el algoritmo UPGMA, introdu-
cido por Sneath y Sokal (1973), el cual toma
la distancia mas pequena de la matriz de
distancias y elabora un cluster con los indi-
viduos que tengan esa distancia. Luego cal-
cula la similitud promedio entre las
poblaciones y el cluster ya evaluado, gene-
rando asi una nueva matriz de distancias,
repitiéndose el proceso hasta analizar to-
dos los individuos.

Resultados

Con los 14 individuos silvestres, 10 perido-
mésticos y 15 domésticos de Triatoma
dimidiata evaluados, se observa que no hay
un patrén de bandeo definido para cada
poblacién (Fig. 1). Se aprecia una homoge-
neidad en los patrones de amplificacion que
sugiere una diferenciacion genética baja
entre las poblaciones de este insecto.

Figura 1. Gel de poliacrilamida al 6% tefido con el kit "Silver Stain Plus" de Pharmacia, donde
se visualizan productos de amplificaciéon por RAPD con el iniciador 2 RTG de Pharmacia, para
tres individuos silvestres (S), tres peridomésticos (P) y dos domésticos (D) de Triatoma dimidiata.
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Al realizar un analisis mediante los progra-
mas RAPDFLOT, POPGENE y SYNTAX, se
obtuvo un dendrograma donde no se defi-
ne un cluster para cada poblacion, sino que
se ve una distribucion heterogénea de los
individuos de las diferentes poblaciones
(Fig. 2).

Se generaron dendrogramas de las pobla-
ciones silvestre y doméstica (Fig. 3a),
peridoméstica y doméstica (Fig 3b), y sil-
vestre y peridoméstica (Fig. 3c), observan-
dose que para los pares de poblaciones
evaluados, se mantiene el patrén de distri-
bucion heterogénea advertido para las tres
poblaciones en conjunto.

Al realizar el analisis con POPGENE se ob-
tuvo el valor de Gst (Nei 1973), el cual com-
bina informacion de muiiltiples loci en una
sola medida de la subestructura poblacional
y es un estimativo del Fst o indice de fija-
cién. También se obtuvo el Nm y el porcen-
taje de loci polimdérficos (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de Gst, Nm y porcentaje de
loci polimdrficos, calculados para las pobla-
ciones silvestre, peridoméstica y doméstica
de Triatoma dimidiata, mediante el progra-
ma POFGENE

Gst (Nei) Nm Loci
polimorficos
Valor 0.0856 5.3442 94,87%

Se calculo el valor de identidad genética y
el de distancia genética de Nei entre las
poblaciones, tanto para la distancia origi-
nal de 1973 (Tabla 3), como para la distan-
cia de Nei corregida con el algoritmo UFGMA
(1978) (Tabla 4). Con ambas medidas se

Tabla 3. Valores de identidad genética (por
encima de la diagonal) y distancia genética
de Nei (1973) (por debajo de la diagonal),
entre las poblaciones silvestre (S), perido-
méstica (P) y doméstica (D) de Triatoma
dimidiata, calculados mediante el programa
POPGENE

POBLACION S P D
S - 0.96 0.9484
P 0.0408 z 0.9455
D 0.0530 0.0561 -

Tabla 4. Valores de identidad genética (por
encima de la diagonal) y distancia genética
de Nei (1978) (por debajo de la diagonal),
calculados con el algoritmo UPGMA entre las
poblaciones silvestre (S), peridoméstica (P)
y doméstica (D) de Triatoma dimidiata, me-
diante el programa POPGENE

o

POBLACION s | 4
s = 0.9736 0.9716 |
P 0.0268 = 0.9598 |
D 0.0391 0.0410 - |
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Figura 2. Dendrograma generado mediante el programa SYNTAX con los iniciadores 2y 3
RTG para 39 individuos de Triatoma dimidiata y 39 marcadores RAFD. Poblaciones de in-
sectos evaluadas distribuidas asi: 14 individuos silvestres (s), 10 individuos peridomésticos

(p} ¥ 15 individuos domésticos (d).

observa que hay una identidad genética alta
entre las poblaciones, siendo mayor para
las poblaciones silvestre y peridoméstica.

El valor de distancia genética es mayor en-
tre las poblaciones peridomestica- domés-
tica y silvestre-doméstica.

Se obtuvo un dendrograma de las tres po-
blaciones evaluadas donde se evidencia una
diferenciacion genética menor entre la po-

blacion silvestre y la peridoméstica con res-
pecto a la doméstica (Fig. 4), dado que el
cluster que agrupa a las dos primeras agru-
pa a una menor distancia genética.

Con el programa RAPDPLOT se calculd el
Fst de Wright (1951), de Weir y Cockerham
(1984}, y de Lynch y Milligan {1994) (Tabla
5), tanto para las tres poblaciones en con-
Junto, como para los pares de poblaciones.
Para todos los casos, el Nm fue suficiente

Tabla 5. Valores de Fst y Nm de Wright, de Weir y Cockerham y de Lynch y Milligan, calcula-
dos para las poblaciones silvestre (S), peridoméstica (F) y doméstica (D), como para parejas
de poblaciones de Triatoma dimidiata mediante el programa RAPDPLOT

Wright Lynch Weir
Fst Nm Fst Nm Fst Nm
EntreD/S/P 0.071 3.3 0.068 3.4 0.077 3.0
| EntreD/P 0.060 3.9 0.073 3.2 0.094 2.4
| EntreD/S 0.046 5.2 0.040 6.0 0.059 4.0
| EntreS/P 0.066 3.6 0.064 3.6 0.085 2.7




4 Revista Colombiana de Entomologia

Carlos Jaramillo & Cols.

e

a

ssddssss§sdddssdddsssddddddsd

pppddddppppppdddddddddpdd
b

0.9 4
0.4
0.3
L
0.2 4 . JT
0.1
[

SSPPSSPSSSPPPSPPPSSSSPSS
C

Figura 3. Dendrogramas generados para las parejas de poblaciones silvestre-doméstica (3a), peridoméstica-doméstica (3b), y silvestre-
peridomeéstica (3¢) de Triatoma dimidiata mediante el programa SYNTAX.

para mantener homogeneidad genética, y
el Fst indicé moderada diferenciacion
genética.

Discusion

Los resultados obtenidos sugieren un flujo
genético mayor que el registrado para es-
pecies de mariposas como Fapilo glaucus
en Ohio, Georgia y Florida donde se logrd
un Nm de -0.0032 (Bossart y Scriber 1995).
Previamente se ha descrito flujo genético
entre poblaciones de insectos como Aedes
aeqgypti (el principal vector de fiebre ama-
rilla y dengue) en Puerto Rico, con un Nm
de 11.7 (Apostol et al. 1993).

El método de estimacién de flujo genético
es indirecto, dado que se basa en una dis-
tribucion geografico-espacial de unos
genotipos o individuos, que posteriormen-
te han sido sometidos a un analisis
genético molecular para que permita infe-
rir un comportamiento poblacional que
concuerde con el parametro genético
(Slatkin 1985, 1993). El patron encontran-
do con los individuos evaluados, sugiere
que hay un nivel elevado de flujo genético
entre las poblaciones, que no permite cla-
sificarlas como unidades discretas, sino
que las define como poblaciones de una
especie que interactian constantemente
entre si. Hay migracion de los insectos (Ta-
bla 2), es decir movimiento de los indivi-
duos desde un ambiente silvestre hacia

uno peridoméstico y hacia uno doméstico,
incluyendo movimientos que puedan ha-
cer que regularmente un individuo retor-
ne a su localizacién original (Baker 1978).
Parece no darse entre las poblaciones de
Triatoma dimidiata un proceso de disper-
sion pues no se presenta un incremento
significativo en las distancias genéticas
entre las poblaciones (Tablas 3 y 4), aun-
que en los dendrogramas se observa una
variabilidad mayor de la poblacién domés-
tica. Siete de 15 individuos domésticos
evaluados presentan un mayor grado de
disimilitud o variabilidad genética con res-
pecto a individuos silvestres o perido-
meésticos (Fig. 2), observdndose también
una relaciéon de individuos silvestres y
peridomésticos mas estrecha pero no de-
finitiva, lo que podria indicar que los indi-
viduos domésticos una vez que logran
colonizar la vivienda es poco probable que
retornen a su habitat natural silvestre. Esto
se observa igualmente en el dendrograma
de poblaciones (Fig. 4), donde hay una
mayor relacién genética entre la poblacion
silvestre y la poblacién peridoméstica, con
respecto a la domeéstica.

Los valores de Gst y Fst obtenidos indican
que hay una diferenciaciéon genética mode-
rada entre las poblaciones de T. dimidiata;
es decir, que hay un intercambio genético
entre las poblaciones que permite mante-
ner una heterocigocidad importante. Por
otro lado, los valores de Nm (Tabla 5) deno-

tan una migracion representativa de indivi-
duos por generacion suficiente para man-
tener homogeneidad genética y se
muestran como cifras significativamente
elevadas si se comparan con valores de Nm
descritos para insectos (Slatkin 1985).

Se obtuvo un porcentaje de loci polimérficos
de 94,87%, es decir 37 de 39 loci estudia-
dos (Tabla 2). Esto concuerda con un mo-
delo de efecto Wahlund (Wahlund 1928), en
donde la homocigocidad promedio decre-
ce cuando las subpoblaciones se mezclan,
es decir, que hay un aumento de hete-
rocigotos y por tanto de loci polimorficos,
generando asi mas alelos en una poblacion.

Puede plantearse que las poblaciones de T.
dimidiata estarian encaminandose hacia un
proceso lento de domesticacion, como ya
esta establecido para otras especies como
T. infestans en paises del cono sur o R.
prolixus en los Andes o en Centro América.
En anos recientes, ya se han senalado es-
tablecimientos de colonias de T. dimidiata
en viviendas urbanas y periurbanas (Scho-
field et al. 1999). La mayor diferenciacion
genética de la poblacion domiciliada con
respecto a la peridomiciliada y a la silves-
tre, podria ser consecuencia de una perma-
nencia de los insectos dentro de las
viviendas, en donde encuentran nuevas
fuentes de alimento, resguardo y mejores
condiciones climéticas (Schofield et al.
1999).
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peridoméstica |
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Figura 4. Dendrograma generado a partir
de la distancia de Nei para las poblaciones
silvestre, peridoméstica y doméstica de
Triatoma dimidiata con el programa
POPGENE.

|
domeéstica |

Conclusiones

* Mediante la técnica de RAPD se obtuvie-
ron patrones de bandeo homogéneos para
las poblaciones silvesire, doméstica y
peridoméstica de Triatoma dimidiata, sin
poder discriminar con los 39 marcadores
obtenidos, una u otra poblacién. Esto deja
establecer que hay un flujo genético eleva-
do entre las poblaciones, que no permite
que se diferencien.

* El Fst y el Nm obtenidos mediante las
metodologias de Wright (1978), Lynch y
Milligan (1994) y Weir y Cockerhan (1984),
son suficientes para mantener una homo-
aeneidad genética entre las poblaciones.

¢ Las poblaciones no domiciliadas de T.
dimidiata estarian representando un ries-
go epidemiolégico en la transmision de la
enfermedad de Chagas dada la elevada
movilidad de los individuos de las pobla-
ciones no domiciliadas. Seria necesario un
monitoreo periddico de la tasa efectiva de
migracion hacia el domicilio, al igual que
una vigilancia y control del peridomicilio,
y mejores programas educativos frente a
las personas en riesgo de adquirir la
enfermedad.

* Se evidencia la importancia de estudiar
especies vectoras secundarias en la trans-
mision de esta enfermedad ya que pueden
contribuir significativamente en su transmi-
sion o en la reinfestacion de casas tratadas
con los insecticidas de accién residual.

* Estudios como éste brindan un beneficio
social, economico y cientifico a la comuni-
dad, ya que permiten conocer el comporta-
miento de poblaciones de vectores
importantes en el pais y asi mismo,
implementar programas de control mejo-
res y mas efectivos.
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