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Abstract: Asymmetric reproductive isolation between Lutzomyia pseudolongipalpis and Lutzomyia longi-
palpis (species C2), Neotropical vectors of visceral leishmaniasis (Diptera: Pshychodidae). Lutzomyia
pseudolongipalpis and Lutzomyia longipalpis (species C2, L. sp n.) are two endemic species of Phlebotominae
sand fly vectors from Venezuela. The two insects are sympatric and monophyletic but have deeply diverging,
morphological differences. They belong to the L. longipalpis complex. A study of their reproductive isolation is
necessary to understand the process of speciation and maintenance of the two sister species as two discrete taxo-
nomic and biological entities. Cross-mating tests were conducted (homo and hetero-specific) and monitored
under two criteria: biological (presence of copulation and offspring) and genetic (using two isozymic markers
diagnostic for the L. longipalpis complex; enzyme diagnosis AK and HK). Results indicate  reproductive
isolation, with an asymmetrical genetic exchange in a direction of hybridization between the two species under
experimental conditions, and production of a low number of heterozygotes. These findings support the existence
of negative selection on hybrids, and explain the absence of hybrids under natural conditions, in the sympatric
locality. Rev. Biol. Trop. 57 (1-2): 23-31. Epub 2009 June 30.

Key words: Lutzomyia longipalpis complex, Lutzomyia pseudolongipalpis, reproductive isolation,

Phlebotominae, speciation, sympatry, Venezuela.

El complejo “Lutzomyia longipalpis” (Lutz
y Neiva, 1912) esta conformado por cinco
especies monofiléticas (Arrivillaga et al. 2003),
identificadas por marcadores moleculares diag-
ndstico, ADN mitocondrial (region citocromo
¢ unidad uno) e isoenzimas (Adenilatoquinasa,
Hexoquinasa y Malato deshidrogenasa). Sin
embargo, solo una especie ha sido descrita for-
malmente con base en marcadores morfologicos
(armadura cibarial, cercos y valvifer en la hem-
bra adulta) para diferenciar a Lutzomyia pseudo-
longipalpis (Arrivillaga y Feliciangeli 2001) de
las otras cuatro especies del complejo.

Histoéricamente, los primeros estudios de
especiacion dentro del complejo, fueron rea-
lizados por Ward et al. (1983, 1988) quienes

sefialaron la existencia de aislamiento precigd-
tico basado en la ausencia de progenie, entre
algunas poblaciones simpatridas y alopatridas
(Brasileras) de la especie A, segun nominacion
Arrivillaga et al. (2003), las cuales presentaban
fenotipos diferentes (nimero de manchas terga-
les en el macho), feromonas sexuales masculi-
nas y sonidos de cortejo diferentes, pero no se
demostro la existencia de diferencias genéticas
entre las poblaciones aparentemente aisladas en
términos reproductivos. La ausencia de bases
genéticas robustas que apoyen este aislamiento
reproductivo es evidenciada por varios autores,
Mukopaday et al. (1997, 1998a, b) Mutebi et
al. (1999, 2002) Soto et al. (2001), Arrivillaga
et al. (2002), Hodgkrinson et al. (2003) y de
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Quiroz Balbino ez al. (2006). A pesar de estos
resultados, algunos autores han evaluado el
aislamiento reproductivo dentro de poblacio-
nes de la especie A, Bauzer ef al. (2002a, b) y
Bottecchia et al.( 2004).

Sin embargo, Lanzaro et al. (1993) mos-
traron por primera vez concordancia entre los
conceptos de especie genética (basado en fre-
cuencias alélicas por la técnica de isoenzimas)
y el de especie bioldgica (basado en experi-
mentos de cruzamiento), e indicaron un flujo
génico restringido por mecanismos postcigoti-
cos, dada a la produccion de machos estériles
en la primera generacion filial, resultante de
los experimentos de cruzamientos entre tres
especies alopatridas del complejo (segun la
nominacioén de Arrivillaga et al. (2003) para las
nuevas especies), L. longipalpis sensu estricto
(especie A, poblaciones de Brasil), Lutzomyia.
n. sp. (especies C1, poblaciones de Colombia),
Lutzomyia n. sp. (especies C2, en parte pobla-
ciones de Venezuela), Lutzomyia n. sp. (especie
D, poblaciones de América Central).

La existencia de bases genéticas para
el aislamiento reproductivo entre estas tres
especies ha sido apoyada por otros autores,
Morrison et al. (1995), Lanzaro et al. (1998),
Soto et al. (2001), Arrivillaga et al. (2002,
2003) y Watts et al. (2005). Desde el punto de
vista genético y micro evolutivo, la evidencia
mas robusta para hablar de especiacion dentro
del complejo, es el reporte de dos especies
discretas en condicion simpatrida (Venezuela,
Edo. Lara, El Paso) L. longipalpis (especie
C2) y L. pseudolongipalpis, en ausencia de
individuos heterocigotos en condiciones natu-
rales (Lampo et al. 1999). Dicho aislamiento
es apoyado por diferencias morfoldgicas que
incluyen diferencias en los 6rganos genitales
y piezas bucales de las larvas (Arrivillaga
et al. 2000, Arrivillaga y Feliciangeli 2001),
isoenzimas (Arrivillaga et al. 2000), micro-
satélites (Watts et al. 2005), filogenéticas
moleculares (Arrivillaga et al. 2002), filo-
geograficas (Arrivillaga et al. 2003), ecold-
gicas (Feliciangeli et al. 2004), diferencias
biolodgicas en la productividad de las colonias
(Feliciangeli y Arrivillaga, en prep.), y dife-

rencias en el tipo de feromona sexual mascu-
lina (Hamilton et al. 2005).

En general se desconocen aspectos relacio-
nados con el fundamento clave de la genética
de la especiacion, el aislamiento reproductivo
entre las dos especies mas diferentes y diver-
gentes del complejo, a pesar de la condicion
simpatrida, lo que permitiria explorar los meca-
nismo evolutivos potenciales que expliquen
la existencia de dos especies filogenéticas
hermanas, bioldgica y taxondémicamente vali-
das, dentro del complejo de especies vectores
de leishmaniasis visceral en el Neotropico. El
objetivo principal del trabajo fue evaluar el
entrecruzamiento entre L. pseudolongipalpis y
L. longipalpis (especie C2).

MATERIALES Y METODOS

Experimentos de cruzamiento: Adultos de
ambos sexos fueron inicialmente seleccionados
segun el criterio de rotacion de los drganos
genitales de los machos dentro de un periodo
de dos a cuatro horas (excepto para el cruce Cc)
al considerar a una hembra coespecifica estric-
tamente virgen para los ensayos. Experimentos
de cruzamiento homoespecificos (controles)
y heteroespecificos con copulas reciprocas
(entrecruzamiento sin seleccion) fueron reali-
zados de la siguiente manera

Cruce control a (Cca): Hembras (N=
15) X machos (N=15) de L. pseudolongipalpis
(generacion filial 82, originaria de Curarigua,
La Rinconada, Brasiliar, Lara, Venezuela, tres
réplicas)

Cruce control b (Ccb): Hembras (N=15)
X machos (N=15) de L. longipalpis (sexta
generacion filial, originaria de Las Cabreras,
Margarita, Nueva Esparta, Venezuela, tres
réplicas).

Cruce Ca: Hembras (N=15) de L. pseu-
dolongipalpis (separadas entre las 2 a 4 hr de
emergidas) x machos de L. longipalpis (N=15),
tres réplicas.
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Cruce Cb: Machos (N=15) de L. pseudo-
longipalpis X hembras (N=15) de L. longipal-
pis (separadas a las 2 a 4 hr de emergidas, tres
réplicas).

Cruce Cc: Hembras (N=15) de L pseudo-
longipalpis (separadas a las 12 hr de emergi-
das) x macho de L. longipalpis (N=15), (una
réplica).

Los cruces fueron realizados con grupos
de individuos, por varios criterios conven-
cionales de mantenimiento de colonias, tales
como: a) con las hembras en grupos se asegura
una mayor oviposicion sobre el sustrato solido
(normalmente es del 60-70%), b) se estimula
la toma de ingesta sanguinea masiva (70-80%
sobre el hamster), ¢) con un grupo de machos
se asegura la fertilizacion de las hembras (nor-
malmente se usa una relacion de 20 machos x
40 hembras por envase de cria), d) no todas las
hembras que toman la ingesta sanguinea colo-
can huevos, e) las hembras mueren al oviponer,
f) mayoritariamente las pupas separadas en
forma individual no emergen, lo que no garan-
tiza obtener un nimero adecuado de adultos
virgenes para los ensayos.

Analisis de isoenzimas con progenies
hibridas: Los individuos hibridos obtenidos de
los cruces efectivos fueron criados hasta la fase
adulta, en condiciones de laboratorio controla-
das (humedad relativa de 80% y temperatura de
25 °C) segun el protocolo de Killick- Kindrich
(1977). Los adultos emergidos fueron preser-
vados individualmente en viales secos a —80 °F
para los analisis isoenzimaticos segun protoco-
lo de Arrivillaga et al. (2000).

Basado en los estudios genéticos pre-
vios dentro del complejo se seleccionaron
tres enzimas para monitorear las dos especies
de flebotominos. Dos enzimas diagndsticas,
la adenilato quinasa (AK 2.7.4.3) y la hexo-
quinasa (HK 2.7.1.1), y una enzima quasi-
diagnoéstico la glicerofosfato isomerasa (GPI
5.3.1.9). Los genotipos fueron designados de
acuerdo al patrén de migracion de los electro-
morfos, a las caracteristicas de estructura de las

enzimas analizadas, y a registros previos de los
alelos presentes en las poblaciones venezola-
nas. Los datos de frecuencia alélicas obtenidas
con el programa FSTA (Goudet 1999) fueron
utilizadas para los analisis de conglomerados
(estadistica multivariante), a fin de obtener un
estimado de similaridad empleando el progra-
ma GDA (Lewis y Zaykin 1999).

RESULTADOS

Cruces homoespecificos: Los cruces con-
troles (Cca y Ccb) referenciales fueron efecti-
vos con una viabilidad de hibridos hasta su fase
adulta. Sin embargo, se observé una diferencia
sustancial entre la productividad de los cru-
ces, el control Cca presentd una produccion
promedio de adultos neta de 700 huevos, tres
y medias veces mayor que la productividad
neta del control Ccb (200 huevos). Los valores
senalados para ambos controles estan dentro
del promedio de productividad de las colonias
de L. pseudolongipalpis (desde la primera a la
87 generacion filial) y L. longipalpis (desde la
primera a la sexta generacion filial) bajo las
mismas condiciones de cria.

Cruce heteroespecifico, Cruce Ca: El
ensayo de entrecruzamiento entre L. pseudo-
longipalpis hembra y L. longipalpis macho fue
efectivo, con viabilidad de individuos inmadu-
ros hasta la fase adulta, y con una productivi-
dad neta de 150 huevos, menor en comparacion
con los controles referenciales.

Cruce heteroespecifico, Cruce Cb: La
linea hibrida de este cruce es inviable, la copula
visualizada no fue efectiva, ya que la ovipostu-
ra resulté en la produccion de 13 huevos que
no eclosionaron.

Cruce heteroespecifico, Cruce Cc: La linea
hibrida de este cruce fue efectiva, la copula fue
visualizada, la ovipostura result6 en la produc-
cién neta de 189 huevos, menor en compara-
cion con los controles referenciales.

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 57 (1-2): 23-31, March-June 2009 25



Frecuencias alélicas

Cruces homoespecificos: En todas las
corridas electroforéticas una muestra de refe-
rencia de las especies L. longipalpis 'y L. pseu-
dolongiaplpis fue incluida, para comparar los
resultados de las expresiones fenotipicas de
las enzimas AK, HK y GPI con los obtenidos
para los adultos analizados de cada cruce. Para
las enzimas diagnoésticas todos los individuos
de L. pseudolongipalpis (referencias y cruce
Cca (parentales y primera filial) expresaron un
unico alelo para cada enzima (AK!''! y HK!3,
con frecuencia alélica de 1.00, respectivamen-
te). Los adultos de L. longipalpis (referencias
y cruce Ccb (parentales y primera filial) expre-
saron un unico alelo para cada enzima diag-
néstica AK'?° y HK® (con frecuencia alélica
de 1.00, respectivamente), siendo estos alelos
privados y no expresados por L. pseudolongi-
palpis, confirmandose el cardcter diagndstico
de los alelos evaluados.

Para la enzima GPI se observa que L.
pseudolongipalpis (referencias y cruce Cca
(parentales y primera filial) presenta un 100%
de expresion homocigota del alelo GPI** (con
frecuencia alélica de 1.00). Mientras L. longi-
palpis (referencias y cruce Ccb (parentales y
primera filial) presenta expresion homocigota
del alelo quiasidiagnéstico GPI*® (con fre-
cuencia alélica de 0.931), y del segundo alelo
GPI** (con frecuencia alélica de 0.069). En la
primera generacion de los experimentos con-
troles (Cca y Ccb), todos los individuos hibri-
dos expresaron un 100% de homocigosidad
para los alelos diagnosticos de L. pseudolon-
giapalpis y L. longipalpis, respectivamente.
Estos resultados confirman el caracter quasi-
diagnodstico de los alelos monitoreados para
la enzima GPI, con base en sus frecuencias
menores a 0.95.

Cruces heteroespecificos sin seleccion

Progenie hibrida del cruce Ca: En la pri-
mera generacion hibrida se monitorearon 100%
de individuos heterocigotos para los alelos
AK!M1/12 (doble banda, con frecuencia alélica
de 0.5, respectivamente), HK?%/!18 (doble banda,

frecuencia alélica de 0.5, respectivamente),
y GPI?*/8 (triple banda, frecuencias alélicas
de 0.559 y 0.441 respectivamente), todos los
alelos evidenciados para cada enzima son diag-
nosticos para las especies L. pseudolongipalpis
y L. longipalpis, con base en las muestras de
referencia y los controles Cca y Ccb. Estos
resultados evidencia la formacion de heteroci-
gotos en condiciones de laboratorio (Fig. 1).

Progenie hibrida del cruce Cc: En la pri-
mera generacion se observéo un 100% de indivi-
duos homocigotos, con frecuencias alélicas de
1.00 para los alelos AK''! y HK!'!8, Mientras,
se observo una frecuencia de 0.800 para el alelo
GPI'3*y de 0.20 para el alelo GPI*® (contrario a
lo obtenido en el cruce equivalente Ca). En este
cruce, todos los alelos registrados son diagnds-
tico para la especie L. pseudolongipalpis, con
base en las muestras de referencias y al control
Cca. Estos resultados reflejan la ausencia de
heterocigotos utilizando el criterio de virgini-
dad en hembras igual al tiempo de 12 hr de
emergidas, ya que se asumid que se necesitaba
la rotacion total de los o6rganos genitales del
macho de 180°, la cual se completa después de
las 12 hr de emergencia segun literatura (Young
y Duncan 1994).

Analisis de conglomerados: El analisis
fenético (Fig. 2) indica tres grupos, el grupo
mas externo, representado por los individuos
obtenidos en el cruce homoespecifico Ccb,

1 2 34 5 6

AKM ’ & 4 é e i

AKWZQ

1y4=cruce Cca 2=cruce Ccb 3=Aaegyti 5=cruceCca  6=cruce Cc

Fig. 1. Gel de poliacrilamida para la enzima diagndstica
AK (adenilato quinasa) para caracterizar genéticamente a
las progenies de los cruces (Cca, Ccb, Ca, Cc) con base en
dos alelos diagnosticos (Ak'!! y AK!?).

Fig.1. Polyacrylamide gel for the diagnostic enzyme AK
(adenylate kinase) to genetically characterize the progeny
from crosses (Cca, Ccb, Ca, Cc) based on two diagnostic
alleles (Ak'!! and AK'%).
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Cruce Ccb

Cruce Cca
Cruce Cc

0.1 Cruce Ca

Fig. 2. Analisis de conglomerados basado en las frecuen-
cias alélicas.

Fig. 2. Cluster analysis based on the allele frequencies.

que representan a la especie L. longipalpis. El
segundo grupo esta conformado por los indivi-
duos obtenidos del cruce homoespecifico Cca
y heteroespecifico Cc, los cuales representan
geneticamente a la especie L. pseudolongipalpis,
y el tercer grupo representado por los individuos
obtenidos del cruce heteroespecifico Ca, los
individuos heterocigotos, con una distancia sig-
nificativa de 0,31 de las dos especies analizadas
(representadas en los Cruces Cca y Ccb).

Esto implica que los hibridos se encuen-
tra a una distancia intermedia entre ambas
especies, y que la agrupacion en el analisis
conglomerado no sea Unica, la cual se realiza al
azar resultando en dos dendogramas. El primer
dendograma (Fig. 2) asocia a los heterocigotos
con L. pseudolongipalpis, y el segundo dendo-
grama (no mostrado) asocia a los heterocigo-
tos con L. longipalpis. Adicionalmente, estos
resultados reflejan que los heterocigotos tienen
una estructuracion genética diferencial de sus
progenitores del cruce Ca, la cual permite
monitorearlos en el campo.

DISCUSION

Los resultados indican un intercambio
genético asimétrico entre las dos especies,
basado en la inviabilidad de los huevos en uno
de los cruces reciprocos (Cb), lo que apoya la
existencia de mecanismos precigoticos, debido
a la observacion de una copula no efectiva.
Mientras, que el cruce reciproco Ca fue via-
ble, pero con una productividad de hibridos
promedio por debajo a los cruces controles,
sugiriendo una seleccion negativa de los hibri-
dos que apoya la existencia de mecanismos
postcigdticos.

La combinaciéon de ambos mecanismos
para explicar el aislamiento reproductivo entre
estos dos flebotominos neotropicales, es con-
cordante con lo reportado para otras especies de
dipteros en condicion simpatrida (Orr y Coyne
1989, Reed y Markow 2004, Slotman et al.
2004), con una divergencia genética y evoluti-
va profunda que resulta en la asimetria en cru-
ces reciprocos, postcruzamiento (Oliver 1978,
Harrison 1983, Coyne y Orr 1989, Turreli y
Orr 1995, Gallant y Fairban 1997, Presgraves y
Orr 1998, Navajas et al. 2000, Willet y Burton
2001, Presgraves 2002, Turelli y Oyle 2007).

En contraste, con nuestros resultados los
experimentos realizados por Lanzaro et al.
(1993), indican la ausencia de un intercambio
asimétrico entre las especies A, C1 y D, y la
existencia de huevos viables con la emergen-
cia de machos estériles en los cruces recipro-
cos para todas las combinaciones ensayadas,
implicando solo la existencia de mecanismos
postcigdticos (Orr y Coyne 1989, Slotman et
al. 2004).

Sin embargo, estos resultados lejos de ser
contradictorios con los de este trabajo apoyan
la conclusion planteada, ya que las tres especies
genéticas (L. longipalpis sensu lato: especie
A, Cl1 y D) entrecruzadas por Lanzaro et al.
(1993) son alopatridas, estan separadas por dis-
tancias genética pequeias (distancia de Nei de
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0.15) y con una baja divergencia nucleotidica
(5%), lo cual apoya la existencia de mecanis-
mos postcigoticos (Orr 1995).

En el caso de las especies L. pseudolongi-
palpis y L. longipalpis (especie C2), los valores
de distancia genética son altos (distancia de
Nei de 0.67) y existe una profunda divergencia
nucleotidica (10%) que implica la existencia
de mecanismos pre y postcigéticos (Coyne y
Orr 1997).

Por otro lado, la baja productividad de
adultos del cruce Ca, indica la existencia de
seleccion negativa contra los hibridos, lo que
disminuye la eficacia bioldgica de los indivi-
duos obtenidos de los cruces heteroespecificos
en comparacion con los individuos derivados
de cruces homoespecificos (Coyne et al. 2002),
pudiendo existir una desigualdad en los indices
de competitividad ecologica (Naisbit 2001,
Van Door y Wissing 2001, Mckinnon 2004,
Jiggis 2005), que sumado a las diferencias en
la dinamica poblacional de actividad diaria
entre las dos especies (Feliciangeli et al. 2004),
y a las diferencias en feromona entre estas dos
especies (Hamilton ef al. 2005), resulta en la
diferenciacion ecoldgica, lo que refuerza el
aislamiento reproductivo en la condicién sim-
patrida (Van Door y Wissing 2001, Via 2002,
Mckinnon et al. 2004).

El orden decreciente de eficacia biologica
en el sentido L. pseudolongipalpis, L. longipalpis
(especie C2), y por ultimo los individuos hetero-
cigotos, podria estar explicando la dominancia
simple (evidenciada por isoenzimas) de la espe-
cie L. pseudolongipalpis en un abundancia del
80% en la localidad simpatrida de El Paso (Lara,
Venezuela), en relacion a un 20% de abundancia
de la especie L. longipalpis, y en ausencia total
de heterocigotos (Lampo et al. 1999).

Los resultados para el cruce Cc podrian
estar apuntando a la existencia de un refor-
zamiento del aislamiento reproductivo por
preferencia y seleccion sexual (Price et al.
2000, 2004, Panhuis et al. 2001, Kirkpatrick y
Nuismer 2004, Velthuis e al. 2005, Moehring
et al. 2006). Basado en que las hembras de L.
pseudolongipalpis, separadas como virgenes a
las 12 hr, fueron copuladas de forma efectiva

por sus machos coespecificos, y aunque logra-
ron copular con los machos heteroespecificos,
no se logro una fertilizacion efectiva por parte
de este segundo grupo de machos, dado a la
ausencia de genotipos heterocigotos en las
corridas electroforéticas, lo cual pudiera suge-
rir competencia espermatica (Markowt 1997),
estableciéndose la necesidad de orientar futuras
investigaciones en esa direccion.

Adicionalmente, los resultados indican que
no se necesita una rotacion total de los 6rganos
genitales de los machos para lograr una copula
efectiva entre los individuos coespecificos,
siendo esta variable temporal clave para los
ensayos de cruzamiento.
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RESUMEN

Lutzomyia pseudolongipalpis y Lutzomyia longipal-
pis (especie C2, L. n. sp) son dos especies de flebotominos
vectores endémicos de Venezuela, simpatricas, monofi-
Iéticas, con profundas divergencias, morfoldégicamente
diferentes y pertenecientes al complejo de especies L. lon-
gipalpis. El estudio de su aislamiento reproductivo es clave
para entender el proceso de especiacion y el mantenimiento
de estas dos especies hermanas como entidades taxono-
micas y biologicas discretas. Por tal motivo, se realizaron
ensayos de entrecruzamiento homo y heteroespecificos,
los cuales fueron monitoreados por dos criterios: biologico
(presencia de copula y progenie) y genético (utilizando dos
marcadores isoenzimaticos diagndsticos para el complejo
L. longipalpis, las enzimas AK y HK). Los resultados indi-
can aislamiento reproductivo, con un intercambio genético
asimétrico hacia la hibridizacion en condiciones experi-
mentales, y produccion de un bajo niimero de heterocigo-
tos, lo que apoya la existencia de seleccion negativa sobre
los hibridos y explica su ausencia en condiciones naturales
en la localidad simpatrica.

Palabras clave: complejo Lutzomyia longipalpis,
Lutzomyia pseudolongipalpis, aislamiento reproductivo,
Phlebotominae, especiacion, simpatria, Venezuela.
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