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Resumen. Se analizaron molecularmente insectos del género Rhodnius, pertenecientes al habitat do­
méstico y silvestre para determinar la posibilidad de reinfestación de las viviendas por parte de la pobla­
ción silvestre y así orientar apropiadamente los programas de control y vigilancia epidemiológica. Se 
generaron dendrogramas utilizando programas de cómputo, los cuales, junto con los valores calculados 
de Fst (0,2421) y Nm (1,05), sugieren que no existe flujo genético entre las dos poblaciones, es decir, que 
se trata de dos poblaciones aisladas. Sin embargo, se encontraron 4 individuos que fueron colectados 
dentro de las casas pero se caracterizaron como pertenecientes a la población silvestre mediante rDNA-
PCR y adicionalmente se agruparon en el cluster de la población silvestre; esto indicaría un posible 
movimiento de individuos silvestres hacia áreas domiciliares, por lo tanto se recomienda monitorear 
periódicamente las viviendas para evitar una posible reinfestación. 

Palabras clave: rDNA-PCR. 
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RAPD. Flujo genético. Programas de control. Enfermedad de Chagas. Fst. 

Summary. Insects of the genus Rhodnius belonging to the domestic and silvatic habitat were analyzed 
by molecular techniques to determine the reinfestation possibility of the human dwellings to guide the 
control programs and epidemiological survellaince. Dendrographs, Fst (0.2421) and Nm (1.05) were 
generated using informatic packages. These results suggest that genetic flow between the two populations 
is nuil, that is to say, they are isolated. riowever, 4 individuáis captured in the houses, were characterized 
as belonging to the wild population when rDNA was amplified, and also this individuáis grouped inside 
of the wild population cluster, this also suggest a possible migration of wild individuáis to domiciliated 
áreas, therefore it is recommended a períodic monitoring of human dwellings to prevent possible 
reinfestations. 
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Introducción 

Rhodnius prolixus (Stal, 1859) es un in­
secto de gran importancia epidemiológica. 
En Colombia es el vector principal de 
Trypanosoma cruzi, agente causal de la 
enfermedad de Chagas que afecta cerca de 
16 millones de personas en Latinoamérica 
(WHO 2001). En el país, el 3,3% de la po­
blación se encuentra infectada y un 10% 
bajo riesgo de contraer la infección (Quhl 
y Schofield 1996). 

La enfermedad de Chagas, a pesar de exis­
tir solamente en las Américas, es conside­

rada por el Banco Mundial como una de 
las enfermedades parasitarias más impor­
tantes en el mundo, ocupando el tercer 
lugar después de la malaria y la esquisto-
somosis (Schofield 1997). 

Actualmente, la forma de control más efec­
tiva es mediante la interrupción de la trans­
misión vectorial y transfusional del 
parásito, por lo cual se diseñaron y desa­
rrollaron en varios países del cono sur, pro­
gramas de control vectorial basados en la 
erradicación del insecto de las viviendas 
por medio de rociamiento químico de ac­
ción residual (WHO 1997). 

Se han encontrado en Colombia ejempla­
res de Rhodnius colombiensis, los cuales 
se encuentran en el habitat silvestre (Mo­
reno et al. 1999). Esta especie está muy 
relacionada con Rhodnius prolixus hasta 
el punto de ser considerada, hasta hace 
pocos años, como una población de 
Rhodnius prolixus, el cual es el vector más 
importante de la enfermedad de Chagas 
en Colombia. Es posible encontrar que las 
viviendas intervenidas presenten reinfes­
tación por estos triatomíneos. Estas dos 
especies son morfológicamente similares, 
de ahí la importancia de llevar a cabo estu­
dios moleculares que provean herramien-

Autor para correspondencia: Microbióloga. Universidad de los Andes, Departamento de Ciencias Biológicas, Centro de Investigaciones 
en Microbiología y Parasitología Tropical - CIMPAT. Kra Ia río. 18A-10. E-mail: ma-verge@uniandes.edu.co 
M. Se. Universidad de los Andes, Departamento de Ciencias Biológicas, Centro de Investigaciones en Microbiología y Parasitología 
Tropical - CIMPAT. E-mail: cjaramil@uniandes.edu.co 
Biologa. Universidad de los Andes, Departamento de Ciencias Biológicas, Centro de Investigaciones en Microbiología y Parasitología 
Tropical - CIMPAT. E-mail: lydaraqueIcastro@hotmail.com 
MSc,Ph. D. Universidad del Tolima, Departamento de Ciencias Básicas, Laboratorio de Investigaciones en Parasitología Tropical. Barrio 
Santa Elena. E-mail: gvallejo@ibague.cetcol.net.co 
M. Se. Universidad de los Andes, Departamento de Ciencias Biológicas, Centro de Investigaciones en Microbiología y Parasitología Tropi­
cal - CIMPAT, E-mail: fughl@uniandes.edu.co 

mailto:ma-verge@uniandes.edu.co
mailto:cjaramil@uniandes.edu.co
mailto:lydaraqueIcastro@hotmail.com
mailto:gvallejo@ibague.cetcol.net.co
mailto:fughl@uniandes.edu.co


138 Revista Colombiana de Entomología Carolina Vergel M. & Cois. 

tas para identificar el origen de los insectos 
reinfestantes y así orientar apropiadamen­
te los p rogramas de control o vigilancia 
epidemiológica. 

Debido a que posee espac iadores inter­
nos que evolucionan rápidamente y a que 
se compone de repeticiones en bloque que 
de inicio dan una considerable cantidad 
de ADN blanco, el ADN ribosomal utilizan­
do la técnica de PCR, ha sido ampliamente 
usado en el estudio filogenético de artró­
podos vectores de enfermedades (Porter y 
Collins 1991). Pues to que las r eg iones 
variables del ADN ribosomal es tán flan­
queadas por regiones a l tamente conser­
v a d a s , e s p o s i b l e ut i l izar i n i c i a d o r e s 
universales ITS (White et al. 1990), para 
amplificar las regiones variables, las cuales 
pueden llegar a diferir entre especies de 
un mismo género e incluso entre pobla­
ciones de una misma especie permitiendo 
diferenciarlas (Paskewitz y Collins 1990). 

La técnica de RAPDs ha sido usada en es­
tudios para diagnóstico de especies, dife­
r e n c i a c i ó n d e p o b l a c i o n e s y m a p e o 
genético (Williams et al. 1991). Las venta­
j a s de esta técnica son bás icamente las 
mismas que para un PCR clásico: la poca 
cantidad de ADN necesaria, la detección 
no radioactiva de los productos y el t iempo 
de procesamiento corto. Adicionalmente, 
no es necesar io conocer la secuencia o 
partes de ésta para llevar a cabo la reac­
ción (Apóstol et al. 1993). 

En e s t u d i o s previos d e s a r r o l l a d o s por 
nuestro grupo de investigación, se com­
probó la utilidad de es tas dos técnicas 
moleculares para diferenciar poblaciones 
s i l v e s t r e s y d o m é s t i c a s del g é n e r o 
Rhodnius (Jaramillo et al. 2001). 

El objetivo principal de es te trabajo fue 
determinar la posibilidad de reinfestación 
por parte de la población silvestre y pro­
bar una herramienta para diferenciar en­
tre individuos silvestres y domiciliados y 
de esta manera orientar apropiadamente 
los programas de control y vigilancia epide­
miológica. Este trabajo tuvo lugar en el 
Centro de Investigaciones en Microbiolo­
gía y Parasitología Tropical de la Universi­
dad de los Andes, Bogotá, Colombia. 

Materiales y Métodos 

Reco lecc ión d e i n s e c t o s . La colección 
de insectos de origen silvestre y domicilia­
do s e llevó a c abo en el munic ip io d e 
Coyaima en el depar tamento del Tolima, 
ubicado a 1.392 msnm con una tempera­
tura media anual de 28°C. 

Los insectos es tudiados fueron provistos 
por el Centro de Investigaciones en Micro­
biología y Parasitología Tropical, CIMPAT 
de la Universidad de los Andes y el Labora­
torio de Parasitología de la Universidad del 
Tolima. 

Población domicil iada. Se procesaron 39 
individuos del género Rhodnius, captura­
d o s d e n t r o de v iv iendas de Coya ima-

Tolima. Se consideraron poblaciones do­
miciliarias a los insectos capturados den­
tro d e viviendas, en d o n d e a d e m á s s e 
encontraron individuos de diferentes es ­
tadios, huevos y heces, lo cual evidencia la 
permanencia del insecto en la vivienda hu­
mana. 

Poblac ión s i lves tre . Se procesaron 41 
individuos cap tu rados en habitat silves­
tres cercanos a viviendas humanas (500 m 
aprox. ) , e spec í f i camen te s o b r e p a l m a s 
Athalea butyracea. 

I d e n t i f i c a c i ó n m o r f o l ó g i c a d e l o s 
i n s e c t o s 

La diferenciación morfológica de las dos 
especies suele dificultarse. Después de cap­
turar varios cientos de Rhodnius colom-
biensis en palmas de Attalea butyraceae y 
varios miles de R. prolixus dentro de las 
viviendas humanas , se ha notado que la 
coloración del cuerpo de R. prolixus es un 
poco más oscura que la coloración de R. 
colombiensis; sin embargo, la determina­
ción morfológica definitiva se logra median­
te disección y análisis comparativo de las 
siguientes estructuras fálicas: el falosoma, 
el proceso del falosoma, los procesos de la 
conjuntiva 2 y 3 , el proceso del endosoma 
y el proceso mediano del pigóforo, todas 
estas estructuras examinadas en individuos 
adultos, de conformidad con la descripción 
de Moreno et al. (1999). 

En el mun ic ip io d e Coyaima (Tolima), 
Jaramillo et al. (2001) efectuaron la dife­
renciación morfológica de 62 R. prolixus 
capturados en el interior de las viviendas y 
62 R. colombiensis capturados en palmas 
de Attalea butyraceae siguiendo las carac­
ter ís t icas de la geni ta l ia , desc r i t a s por 
Moreno et al. (1999). Las diferencias morfo­
lógicas entre las dos especies fueron con­
sistentes con las diferencias moleculares 
obse rvadas previamente por los au to res 
utilizando análisis de RAPD y amplificación 
de rDNA. Por las razones anteriores, se po­
dría e s p e r a r en la reg ión de Coyaima 
(Tolima) que cualquier individuo captura­
do en Attalea butyraceae corresponda a R. 
colombiensis o cualquier individuo captu­
rado en el interior de las viviendas huma­
nas c o r r e s p o n d a a R. prolixus. Para el 
desarrollo del presente trabajo, se captura­
ron 39 individuos en el interior de las vi­
viendas y 41 individuos en palmas de A. 
butyraceae. Los insectos se rotularon como 
R. prolixus y R. colombiensis sin estudio 
previo de la genitalia, con la finalidad de 
utilizar herramientas moleculares y verificar 
si todo individuo capturado en palmas o 
en el domicilio, co r re sponde respectiva­
mente a R. prolixus y a R. colombiensis o, 
por el contrario, existe movimiento de indi­
viduos silvestres hacia las áreas domiciliares 
o viceversa. Utilizando esta valiosa herra­
mienta, se caracterizaron los individuos co­
lectados en este estudio como se describe 
poster iormente . 

Extracción d e ADN 

El ADN se obtuvo a partir de las patas de 
los e spec ímenes d e s p u é s de haber sido 

t r i t u r a d a s con un d i spos i t ivo p lás t i co 
(pel le t pes t l e ) e spec i a l pa ra t ubos d e 
microcentrífuga de 1,5 mi. 

La extracción de ADN se llevó a cabo con 
el kit c o m e r c i a l QIAmp t i s s u e kit d e 
QIAGEN siguiendo el protocolo recomen­
dado por el fabricante con a lgunas modi­
ficaciones como dejar en proteinasa K toda 
la noche y r e s u s p e n d e r en un volumen 
menor (200 mi) de TE, con el fin de con­
centrar la muestra . 

Cuantif icación d e ADN 

Las cuantificaciones se hicieron con base 
en lecturas espectrofotométricas emplean­
do el e spec t ro fo tóme t ro Beckman "Du-
Series 60" que opera en un rango entre 
200 y 900 nm. Este modelo utiliza módu­
los l lamados "soft-pacs", que cont ienen 
p rogramas de aplicación especial izados. 
En es te caso se utilizó el "soft-pac" para 
ácidos nucleicos. 

Ampli f icación azarosa d e pol imorf is ­
m o s d e ADN ~ RAPDs 

Las reacciones se llevaron a cabo utilizan­
do el kit Ready to Qo RAPD de Pharmacia®, 
con los iniciadores 1, 2, 5 y 6, cuya secuen­
cia aparece en la tabla 1. 

Se rehidrató la perla del kit con 19 ul de 
agua destilada estéril y 5 ul de iniciador. 
Después de mezclar en un vortex, se divi­
dió el volumen en 4 tubos eppendorf de 
0,5 mi y a cada uno se le agregaron 2 ul de 
ADN para un volumen final de 8 ul. 

Perfil t é r m i c o . Se empleó el s iguiente 
perfil térmico, recomendado en el kit "Ready 
to go RAPD de Pharmacia": 95°C, 5 min; 
(95°C, 1 min; 36°C, 1 min; 72°C, 2 min) 45 
ciclos. Los RAPDs se corrieron en una má­
quina de PCR PTC-100 MJ-Research. No 
hubo necesidad de ajusfar ninguna parte 
del ciclo puesto que se obtuvieron buenos 
resultados desde el principio. 

D e t e c c i ó n d e a m p l i c o n e s . Se realizó 
m e d i a n t e e l e c t r o f o r e s i s en g e l e s d e 
poliacrilamida al 6% teñidos con nitrato 
de plata. Para la tinción de los geles se 
realizaron dos procedimientos. El primer 
procedimiento comienza con la fijación de 
los p r o d u c t o s m e d i a n t e una s o l u c i ó n 
etanol-acética, seguida de la tinción con 
plata, la cual se revela con formaldehído 
disuelto en solución básica (Vallejo, comu­
nicación personal) . 

El s e g u n d o procedimien to se hizo utili­
z a n d o el Kit d e t inc ión de A m e r s h a m 
Pharmacia® o "DNA Silver Staining Kit" si-

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores em­
pleados en la reacción de RAPD 

INICIADOR SECUENCIA 

RTQ - 1 5'-d(GGTGCGGGAA)-3 
RTG - 2 5'~d(GTTTCGCTCC)-3' 
RTG - 5 5'~d(AACGCGCAAC)-3' 
RTG - 6 5'~d(CCCGTCAGCA)-3' 
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guiendo el protocolo sugerido por el fa­
bricante. Cabe anotar que con este kit se 
obtuvieron resultados mejores que con el 
primer procedimiento. 

Anál is i s d e l o s g e l e s . Se compara ron 
las bandas más intensas de cada gel y se 
construyó una matriz de datos de acuerdo 
con Welsh et al. (1992). La matriz de 0 y 1 
se usó para construir otra matriz emplean­
do el índice de Disimilaridad de Jaccard. 
Esta úl t ima se c o l a p s o para cons t ru i r 
d e n d r o g r a m a s e m p l e a n d o el a lgor i tmo 
UPGMA (Unweighted Pair Q r o u p with 
Averaging) mediante el software SYNTAX 
(Podani 1993). Las matrices también fue­
ron procesadas con el sofware RAPDPLOT 
(Kambhampati et al. 1992). Este progra­
ma calcula similitudes entre las muestras 
utilizando los índices de similitud de Nei y 
Li (1985) o un puntaje ob ten ido por el 
porcentaje de ceros y unos compart idos 
cuando se utilizan marcadores de RAPDs. 

Una vez realizados los dendrogramas se 
calculó la tasa de migración efectiva (Nm) 
a partir de la estimación del F estadístico 
(Fst) e m p l e a n d o el p rograma POPGENE 
versión 1.31 diseñado por Francis C. Yeh y 
Rong-cai Yang de la Universidad de Alberta 
(1999) . 

Este programa calcula el Fst según el mé­
todo de Wright, el cual está dado por la 
ecuación Fst = S2

q/(q(l-q)), donde S2
q e s 

la varianza en la frecuencia de un alelo RAPD 
entre las subpoblaciones y q es el prome­
dio de la f r ecuenc ia e n t r e t o d a s las 
subpobiac iones . 

Reacción en cadena de la pol imerasa 
para amplificar ADN ribosomal (rDNA 
- PCR) 

Debido a que la secuencia de los genes 
r i b o s o m a l e s de a l g u n a s e s p e c i e s d e 
Rhodnius se conocieron hasta hace muy 
poco (Monteiro et al. 2000), pero se sabe 
que es tos genes son conservados en t re 
las especies, se utilizaron iniciadores "uni­
versales" que anillan en regiones específi­
cas del gen. Las parejas de iniciadores 
utilizadas fueron ITS1-ITS4 e ITS5-ITS4, 
cuya secuencia es mostrada en la tabla 2. 

Las reacciones se hicieron utilizando el kit 
ampli-Taq DNA polimerasa de GIBCO BRL. 
Estas reacciones se llevaron a cabo en una 
máquina de PCR PTC-100 MJ-Research. 

Los volúmenes y concentraciones utiliza­
dos en la reacción de PCR se muestran en 
las tablas 3 y 4. Estos se estandarizaron en 
estudios previos por el grupo de investi­
gación (Jaramiüo et al. 2001). 

Perfil t érmico . Se hizo un PCR "touch-
down", el cual permite la realización de la 
reacción abarcando un rango de tempera­
turas de anillaje. Se utilizó esta modalidad 
de PCR puesto que se trabajó con inicia­
dores universales diseñados sobre secuen­
cias consenso de especies diferentes a R. 
prolixus. El perfil térmico utilizado fue el 
siguiente: 1. 94°C, 1 min; 2. 92°C, 30 seg; 
3. 55°C 30 seg (-0.5°C/ciclo); 4. 72°C, 40 

Tabla 2. Secuencias de los iniciadores empleados en las reacciones de PCR. 

INICIADOR SECUENCIA 

ITS 1 
ITS 4 
ITS 5 

5'TCCGTAGGTGAACTGCGG 3 ' 
5'TCCTCCGCTTATTGATATGC 3 ' 
5'GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3 ' 

l ab ia 3. Concentración y cantidad de reactivos utilizados para las amplificaciones con los 
iniciadores ITS 5 - ITS 4. 

REACTIVO VOLUMEN (ul) CONCENTRACIÓN 

Taq - polimerasa 0 ,5 2,5 unidades 
dNTPs 5 0,16 mM 
Buffer de PCR 2,5 10X 
MgC12 2 4 mM 
Iniciador ITS 4 0,5 0,05 uM 
Iniciador ITS 5 0 ,5 0,05 uM 
ADN 5 

Tabla 4. Concentración y cantidad de reactivos utilizados para las amplificaciones con los 
iniciadores ITS 1 - ITS 4. 

REACTIVO VOLUMEN (ul) CONCENTRACIÓN 

Taq - polimerasa 
dNTPs 
Buffer de PCR 
MgC12 
Iniciador ITS 4 
Iniciador ITS 5 
ADN 

0,5 
5 
2 
3 
1 
1 
5 

2,5 unidades 
0,16 mM 
10X 
6 mM 
0,1 uM 
0,1 uM 

seg; 5. 10 veces desde el paso 2; 6. 92°C, 
30 seg; 7. 50°C, 30 seg; 8. 72°C, 1 min; 9. 
23 veces desde el paso 6; 10. 4°C. 

Detecc ión d e los productos . La visuali-
zación de los productos se realizó en geles 
de agarosa al 1,5% teñidos con bromuro 
de etidio (1 ug/ml). Después de q u e se 
completó el PCR, el volumen de reacción 
de 25 ¿¿1 se mezcló con buffer de carga (6X) 
para completar un volumen de 30 ¡A. Se 
sembraron 15 /¿l de muestra y 5 ¡A de mar­
cador de peso molecular de lOOpb marca 
PROMEGA, luego se realizó la electroforesis 
y se visualizó mediante luz ultravioleta. 

Anális is d e los g e l e s d e agarosa . Las 
fotos de los geles se tomaron con una cá­
mara fotográfica digital marca photoPC700, 
se capturaron con el programa photoPC700 
y analizaron mediante el programa photo 
editor. Las imágenes digitalizadas se anali­
zaron y el tamaño de las bandas se calculó 
mediante una regresión lineal. 

R e s u l t a d o s 

Cuantif icación d e ADN 

Las concentraciones de los ADN extraídos, 
variaron en un rango entre 0,010 ng//xl y 
10 ng//xl. 

RAPDs 

La amplificación de marcadores RAPD-PCR, 
utilizando los iniciadores 1, 2, 5 y 6 en las 
poblaciones evaluadas, se caracterizó por 

presentar pa t rones de bandeo definidos 
para cada una de las poblaciones (Fig. 1). 

Existen diferencias entre los patrones de 
cada población. El análisis de compara­
ción de los pa t rones de amplificación y 
clusters sugiere ausencia de flujo genético 
entre las poblaciones. El concepto del aná­
lisis u t i l i zado e s e s t i m a r la d i s t a n c i a 
genética calculando el índice de disimila­
ridad de Jaccard entre todos los pares de 
individuos a partir de las matrices binarias 
y construir d e n d r o g r a m a s por compara ­
ción entre todos los individuos con el al­
gor i tmo UPGMA, utilizando el p rograma 
SYNTAX (Fig. 2). 

Se calculó el F estadístico (Fst), introduci­
do inicialmente por Wright (1951) como 
medio para describir la estructura de apa­
reamiento de poblaciones naturales. Con 
el programa POPGENE se obtuvo un valor 
de Fst = 0.3387. A partir del Fst se puede 
calcular la tasa de migración, cuyo valor 
fue Nm = 0.9763. 

PCR-rDNA 

Tamaño d e las bandas . Utilizando la pa­
reja de iniciadores ITS5-ITS4, los insectos 
de la población domiciliada presentan una 
banda de 1.115 pb y los de la población 
silvestre presentan una banda a 1.175 pb 
(Fig. 3). 

Utilizando la pareja de iniciadores ITSL-
ITS4, todos los insectos amplificados para 
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Figura l . Patrón de amplificación generado por el primer RTQ 2. Qel de poliacrilamida al 
6%, teñido con Nitrato de Plata, d: Patrón de amplificación de insectos domiciliados, s: 
Patrón de amplificación de insectos silvestres. PM: Marcador molecular. Carril 1: Marcador 
Peso Molecular. Carril 2-5: R. prolixus. Carril 6-9: R. colombiensis. 

¿i 
,,n, 

- ¡ ' ^ , - . . . . . 

Rhodnius prolixus Rhodnius colombiensis 

Figura 2 . Dendrograma generado para poblaciones silvestre y domiciliada de Rhodnius en 
Colombia. Los valores en el eje y indican el coeficiente de disimilitud y los del eje x los 
individuos analizados. Las líneas gruesas corresponden a insectos encontrados dentro de 
las casas que agrupan en la población silvestre. 

la población domicil iada mues t r an una 
banda de 1.102 pb, mientras que la ban­
da amplificada para la población silvestre 
tiene 1.171 pb (Fig. 4). 

En algunos individuos domiciliados apa­
rece una banda adicional de 533 pb al igual 
que en algunos individuos silvestres don­
de se observa una banda a 582 pb cuando 
se amplifica con los iniciadores ITS 5 - ITS 
4 (Fig. 3, carril 2). 

igualmente, cuando se amplifica con los 
iniciadores ITS 1 - ITS 4 en a lgunos indi­

v iduos de las dos pob lac iones a p a r e c e 
u n a b a n d a a d i c i o n a l d e a p r o x i m a d a ­
m e n t e 556 pb. 

Discusión 

El análisis de los dend rog ramas sugiere 
que se trata de dos poblaciones con au­
sencia de flujo genético, debido a que la 
primera ramificación que se genera agru­
pa a todos los individuos de una misma 
población en un cluster. Hay 4 individuos 
que, aunque fueron colectados dentro de 

las casas, agrupan en el cluster de la po­
blación silvestre y que al amplificar el rDNA 
presentan una banda de 1.171 pb con los 
iniciadores ITS 1 - ITS 4 y de 1.175 pb con 
los iniciadores ITS 5 - ITS 4, lo que indica 
que es tos 4 insectos pertenecen a la espe­
cie R. colombiensis. La vivienda donde se 
encont raron es tos 4 insectos había s ido 
fumigada hace un año con insecticidas de 
acción residual contemplados en el con­
trol vectorial de la enfermedad de Chagas. 
Este hallazgo es muy importante pues to 
que indicaría un posible movimiento de 
individuos silvestres hacia áreas domici­
liares, los cuales eventualmente podrían 
radicarse en la vivienda; sin embargo, no 
e s un ind ica t ivo d e q u e ex is ta flujo 
genét ico entre las poblaciones . Una vez 
formada la matriz, se calculó la tasa de 
migración efectiva (Nm) y el Fst. El valor 
máximo posible de un Fst estadístico es 1, 
entre mayor sea el valor más diferenciadas 
son las poblaciones; aunque pueden exis­
tir valores negativos, estos son interpreta­
dos como Fst = 0 (Long 1986). Los valores 
o b t e n i d o s pa ra fim indican el n ú m e r o 
aproximado de individuos que migran de 
una población a otra en una generación. 
Para m a n t e n e r h o m o g e n e i d a d genét ica 
entre poblaciones se requiere mínimo de 
un individuo migrante por generación, a 
lo cual corresponde un Fst de 0,2. Valores 
de Fst superiores a 0,2 indican aislamien­
to genético entre las poblaciones. El valor 
promedio del Fst, calculado para las po­
blaciones es tudiadas , fue 0,3387 a partir 
del cual se estima una tasa de migración 
efectiva p romed io de 0 ,9763 individuos 
por generación, lo cual es insuficiente para 
man tene r las dos poblaciones genét ica­
mente homogéneas (Apóstol et al. 1996). 
Es impor tan te aclarar que es tos valores 
fueron calculados sin tener en cuenta los 
cuatro individuos silvestres encontrados en 
las casas. También se calculó el Fst tenien­
do en cuenta es tos insectos y se obtuvo 
un valor de 0,2421 con un Nm = 1,05. Aun­
que este valor es mayor, que uno es toda­
vía muy bajo, además , el Fst está indicando 
que no se puede considerar que exista flu­
j o genético entre las poblaciones. Parece 
ser que estos cuatro individuos no afectan 
lo suficiente el valor del Fst, aunque sí se 
obtiene un número más bajo en este caso. 

Los valores de Nm y Fst se pueden inter­
pretar por comparación con otros valores 
publicados (Bossart y Scriber 1995). 

Para Aedes aegypti s e registró un valor de 
Nm = 11,7 (Apóstol et a/. 1996) y para 
mariposas de la especie Papilo glaucus se 
halló un valor de Fst = -0,0032 (Bossart y 
Scriber 1995). Tanto A. aegypti como R 
glaucus presentan flujo genético. Compa­
rando estos valores con los obtenidos para 
las poblac iones es tud iadas , sugiere que 
se trata de dos poblaciones con ausencia 
de flujo genético actual. 

Por lo general , las poblaciones silvestres 
de la mayoría de especies, presentan ma­
yor variabilidad que las poblaciones do­
micil iadas de la misma espec ie (Quhl y 
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa 
al 1%. Iniciadores ITS 5-ITS 4. d = Rhodnius 
doméstico, s = Rhodnius silvestre, PM = Mar­
cador molecular (lOOpb). 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 
al 1%. Iniciadores ITS 1- ITS 4. d = Rhodnius 
doméstico, s = Rhodnius silvestre, PM = 
Marcador molecular (lOObp). 

Schofield 1996). En estudios preliminares 
se ha encontrado que la población silves­
tre bifurca dentro del dendrograma en un 
valor mayor a la población doméstica 
(Jaramillo et al. 2001). Esto puede eviden­
ciarse también en los resultados obteni­
dos, debido a que el cluster de la población 
silvestre bifurca 0,05 unidades superior al 
cluster de la población doméstica. Adido-
nalmente, se puede observar en el dendro­
grama que la población silvestre presenta 
más ramificaciones que la población do­
méstica (Fig 2). Este resultado implica que 
la población silvestre presenta mayor va­
riabilidad genética. Este aspecto es de gran 
relevancia con respecto al control de la 
transmisión de la enfermedad, debido a 
que podría influir positivamente en los re­
sultados de procesos de rociamiento quí­
mico porque la menor variabilidad por 
parte de la población doméstica podría 
implicar una menor posibilidad de respues­

ta o resistencia a insecticidas empleados 
en los programas de control vectorial 
(Schofield et al. 1999). 

Estos resultados son importantes puesto 
que corroboran lo encontrado por More­
no et al. (1999), quienes indicaron que la 
considerada población silvestre correspon­
día a una especie diferente que se deno­
minó Rhodnius colombiensis. 

Al emplear la técnica de PCR en genes 
ribosomales, de los insectos silvestres y 
domésticos amplificados con las dos pare­
jas de iniciadores, algunos presentan dos 
bandas, una más pequeña que la otra. Las 
dos bandas son de mayor tamaño para el 
silvestre que para el doméstico (aproxima­
damente 50pb). La presencia de la segun­
da banda no es constante y en algunos 
individuos es muy tenue, 

Las dos parejas de iniciadores amplifican 
parte de la región ribosomal menor (18S), 
el espaciador interno transcrito 1 (ITS1), 
la región 5.8S, el espaciador interno 
transcrito 2 (ITS2) y parte del gen 28S. El 
fragmento amplificado con la pareja de 
iniciadores ITS 1 - ITS 4, como es de espe­
rarse, tiene una longitud menor a la re­
gión amplificada por los iniciadores ITS 5 
- ITS 4, puesto que el iniciador ITS 5 está 
ubicado más hacia el extremo 5 ' del gen 
18S que el iniciador ITS 1. Utilizando las 
dos parejas de iniciadores se observa una 
clara diferencia entre las dos poblaciones 
de Rhodnius. 

Conclusiones 
• Se empleó la técnica RAPDs la cual per­
mite evidenciar polimorfismos de ADN con 
relativa facilidad aún en insectos peque­
ños o partes de los mismos como en este 
estudio, así mismo esta técnica revela di­
ferencias en poblaciones con ausencia de 
variabilidad alozímica (Black 1993). 

• Se pudo establecer que los oligonu-
cleótidos RTQ 1-6 son aptos para la finali­
dad de este estudio, pero solamente se 
utilizaron los iniciadores RTQ 1, 2, 5 y 6, 
pues se obtiene un buen bandeo y sufi­
cientes marcadores para el análisis. Cada 
uno de estos iniciadores generó un pa­
trón de amplificación el cual podría servir 
en un futuro como base para el análisis y 
comparación de nuevos ejemplares de 
Rhodnius para establecer el origen silves­
tre o domiciliado de los mismos. 

• Las variaciones encontradas entre los in­
dividuos de las dos poblaciones, dado que 
se empleó la técnica de RAPDs y asumien­
do que tienen un ancestro común, son 
debidas a cuatro tipos de mutaciones que 
esta técnica revela: Mutaciones puntuales 
en el sitio de ánillaje, inversión en uno de 
los sitios de ánillaje, inserción y deleción 
dentro de la región amplificada (Black 
1993). 

• Teniendo en cuenta que uno de los pro­
pósitos de esta investigación fue validar 
marcadores moleculares que permitan di­
ferenciar al insecto silvestre del domésti­

co, cuya morfología es muy similar, se apre­
cia que la realización del PCR utilizando 
iniciadores ribosomales es suficiente para 
este propósito. La técnica de PCR tiene la 
ventaja de que es relativamente rápida ya 
que el procedimiento involucra la extrac­
ción del ADN genómico, la preparación de 
las reacciones de PCR y la electroforesis de 
los productos en geles de agarosa teñidos 
con bromuro de etidio. Además, debido a 
que el PCR es un proceso de amplificación, 
requiere pocas cantidades de ADN. 

• El hecho de poder distinguir las dos po­
blaciones a través de PCR permite definir 
con seguridad, después de una reinfes­
tación, el origen del insecto encontrado y 
de esta manera tomar las medidas de pre­
vención adecuadas. 

• Aunque la ausencia de flujo genético en­
tre las poblaciones de Rhodnius, parece 
indicar que la población silvestre no repre­
senta riesgo epidemiológico en el proceso 
de transmisión de la enfermedad de Chagas, 
es importante tener en cuenta que se en­
contraron cuatro individuos silvestres den­
tro del domicilio, por lo cual el monitoreo 
periódico de las viviendas es de suma im­
portancia para evaluar la migración de in­
sectos hacia las viviendas. El desarrollo de 
marcadores morfométricos, bioquímicos y 
moleculares que permitan la caracterización 
de las poblaciones silvestres, serán de gran 
utilidad para la vigilancia epidemiológica 
futura con el fin de detectar cualquier cam­
bio adaptativo hacia los ambientes perido-
mésticos y domésticos en esta región del 
país. La reducción en la variabilidad de las 
poblaciones domésticas mencionadas an­
teriormente, tiene consecuencias muy im­
portantes en las medidas de control. Una 
variabilidad reducida implica que cualquier 
medida de control que funcione en una lo­
calidad dada, podría ser efectiva cuando se 
aplique en otras. Además, la selección ha­
cia atributos como resistencia a insectici­
das es mucho menor, debido a que el pool 
genético del cual puedan surgir genotipos 
resistentes tiene una variabilidad limitada 
(Schofield et al. 1999). En cierta forma se 
podría afirmar que debido a estas razones 
estos insectos son vulnerables a las medi­
das de control. 

• El hecho de haber encontrado individuos 
R. colombiensis reinfestantes indicaría que 
es necesario poner más atención a los pro­
gramas de fumigación. Las posibles 
reinfestaciones posiblemente se deban a 
que la vigilancia no ha sido efectiva. Desa­
fortunadamente la vigilancia implica visitas 
y contacto frecuente con las comunidades 
involucradas, lo que en Colombia se ha 
hecho difícil debido a la crítica situación 
de orden público por la que el país ha atra­
vesado los últimos años. Además, a pesar 
de que se logre controlar la transmisión 
vectorial dentro de las casas, es importan­
te advertir a los habitantes de la zona del 
peligro que se puede correr en el campo 
por la presencia de vectores silvestres. 



142 Revista Colombiana de Entomología Carolina Vergel M. & Cois. 

Agradecimientos 
En especial s e ag radece a la Fundación 
para la Promoción de la Investigación y la 
Tecnología por la financiación completa 
de este trabajo. 

L i t e r a t u r a c i t a d a 

APÓSTOL, B. L.; BLACK, W. C. IV; NFILLER, B. 
R.; REITER, P; BEATY, B. J. 1995. Estimation 
of the number of fullsiblings family at an 
oviposite site using RAPD-PCR markers: 
Applications to the mosqu i to Aedes 
aegypti. Theoritichal Applied Qenetics 86: 
991-1000. 

APÓSTOL, B. L.; BLACK, W. C. IV; REITER, P; 
MILLER, B. R. 1996. Population genetics 
with RAPD - PCR markers: the breeding 
structure of Aedes aegypti in Puerto Rico. 
Heredity 76: 325-554. 

BLACK, W. C. IV. 1995. PCR with arbitrary 
pr imers : approach with care . Insect 
Molecular Bioiogy 2 (1): 1-6. 

BOSSART, J. L.; SCRIBER, J. M. 1995. Mainte-
nance of ecologically significant genetic 
variation in the tiger swallowtail butterfly 
through differential selection and gene 
flow, Evolution 49 (6): 1165-1171. 

GUHL, E; SCílOFIELD, C. J. 1996. Population 
genet ics and control of t r ia tominae . 
Parasitology Today 12 (5): 169-170. 

JARAMILLO, C. A.; MONTAÑA, M. F.; CASTRO, 
L. R.; VALLEJO, Q. A. 2001 . Differen-
tiation and Genetic Analysis of Rhodnius 
prolixus and Rhodnius colombiensis by 
rDNA and Random amplified Polymor-
phic DNA Amplification. Memorias do 
Instituto Oswaldo Cruz 96 (8): 1045-
1048. 

KAMBHAMPATI, S.; BLACK, W. C. IV; RAÍ, K. S. 
1992. RAPD-PCR of mosquito species and 
popula t ions : t e chn iques , s ta t is t ical 

analysis and appl icat ions. Journal of 
Medical Entomology 29: 959-945. 

LONQ, J. C. 1986. The allelic correlation struc­
ture of Qianj -and Kalam- speaking people. 
I the estimation and interpretation of 
Wrigth's F-statistics. Qenetics 112: 629-647. 

MONTEIRO, F. A.; WESSON, E. M.; SCHOFIELD, 
C. J.; BEARD, C. B. 2000. Phylogeny and 
molecular taxonomy of the Rhodniini 
derived from mitochondrial and nuclear 
DNA sequences. American Society of Tro­
pical Medicine and fiygiene 62 (4): 460-
465. 

MORENO, J.; QALVÁO, C ; JURQERQ, J. 1999. 
Rhodnius colombiensis sp. n. da Colom­
bia con quadros compara t ivos en t re 
estruturas fálicas do genero Rhodnius Stal. 
1859 (Hemiptera, Reduviidae, Triatomi­
nae). Entomología y Vectores (Brasil) 6: 
601-616. 

NEI, M.; LI, W. II. 1985. Mathematical model 
for studying genetic variation interms of 
restriction endonucleases . Proc. Nati. 
Acad. Sci. USA 76: 5269-5275. 

PASKEWITZ, S. M.; COLLINS, F. H. 1990. Use of 
the polymerase chain reactíon to identify 
mosqu i to s p e c i e s of the Anopheles 
gambiae complex. Medical Veterinary 
Entomology 4: 567-575. 

PODANI, J. 1995. SYNTAX. Computer programs 
for multivariate data analysis in Ecology 
and Systematics . Scienta Publishing. 
Budapest. 

PORTER, C. Ii.; COLLINS, F. H. 1991. Species-
diagnostic differences in a ribosomal DNA 
infernal t ranscribed spacer from the 
sibling species Anopheles freborni and 
Anopheles hermsi (Díptera: Culicidae). 
American Journal of Tropical Medicine and 
fiygiene 45 (2): 271-279. 

SCHOFIELD, C. J. 1997. Bases técnicas y eco­
nómicas para el control a gran escala de 

la enfermedad de Chagas. Curso posgrado 
genética poblacional de triatomineos apli­
cada al control sectorial de la enferme­
dad de Chagas. Bogotá, p. 7-11. 

SCHOFIELD, C. J.; DIOTAIUTI, L.; DUJARDIN, J. 
P 1999. The process of domestication in 
Triatominae. Memorias do Instituto Oswaldo 
Cruz 94 (Suplemento 1): 575-578. 

WELSH, J.; PRETZRNAN, C ; POSTIC, D.; GI-
RONS, I. S.; BARANTON, Q.; McCLELLAND, 
M. 1992. Genomic flngerprinting by arbi­
trary primer polymerase chain reaction 
resolves Borrelia burgeri into three distint 
phylogenetic groups. International Journal 
of Systematic Bacteriology 42: 570-577. 

WHITE, T. J.; BRÜNS, T.; LEE, S.; TAYLOR, J. W. 
1990. Amplification and direct sequencing 
of fungal r ibosomal RNA g e n e s for 
phylogene t ics . p. 5 1 5 - 5 2 2 . En: PCR 
Protocols : A gu ide to Methods and 
Applications. Gelfand, M. A.; Sninsky, J. J.; 
White, T. J. (Eds.) Academic Press, Inc, New 
York. 

WILLIAMS, J. K.; KUBELIK, A. R.; LIVAK, K. J.; 
RAFALSKI, J. A.; TINGLEY, S. V. 1991. DNA 
polymorphisms amplified by arbitrary 
primers are useful as genetic markers. 
Nucleic Acids Research 18: 6551-6555. 

WORLD HEALTH ORGANIZATION. 1991. Cha-
gas' disease. Report of a Expert Commi-
ttee. Geneva, World Health Organization 
(WHO Technical Report Series, No. 811). 

WORLD HEALTH ORGANIZATION. 1997. Chagas 
disease . Interruption of transmission. 
Weekly Epidemiol Rec 72: 1-5. 

WRIGHT, S. 1951. The genetical structure of 
populations. Annals of Eugenics (USA) 15: 
525-555. 

Recibido: Jun. 50 / 2002 

Aceptado: Oct. 15 / 2002 


