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ARTICULO ORIGINAL

Diferenciacion genética de tres poblaciones colombianas de
Triatoma dimidiata (Latreille, 1811) mediante analisis molecular
del gen mitocondrial ND4

Nelson Grisales't, Omar Triana', Victor Angulo?, Nicolas Jaramillo®, Gabriel Parra-Henao?,
Francisco Panzera*, Andrés Goémez-Palacio't

' Grupo de Biologia y Control de Enfermedades Infecciosas, Sede de Investigacion Universitaria, Instituto de
Biologia, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

2 Instituto Colombiano de Medicina Tropical, Universidad CES, Medellin, Colombia

3 Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales,Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga,
Colombia

4 Seccién Genética Evolutiva, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay

1 Estos autores aportaron en igual medida al trabajo.
El trabajo se llevé a cabo en el Grupo de Biologia y Control de Enfermedades Infecciosas, Sede de
Investigacién Universitaria, Universidad de Antioquia.

Introduccidn. Triatoma dimidiata es el segundo vector mas importante de la enfermedad de Chagas en
Colombia, después de Rhodnius prolixus. El conocimiento de la composicion genéticay la diferenciacién
de poblaciones es fundamental para el adecuado disefio e implementacion de estrategias de control
y vigilancia vectorial.

Obijetivo. Determinar el nivel de variabilidad y diferenciacion genética en tres poblaciones colombianas
de T. dimidiata provenientes de distintas localidades y habitats, mediante el analisis molecular de un
fragmento del gen mitocondrial ND4.

Materiales y métodos. Se analiz6 el nivel de polimorfismo y la estructura genética de dos poblaciones
silvestres de los departamentos de La Guajira (n=10) y Santander (n=10), y de una poblacion
intradomiciliaria (n=15) y peridomiciliaria (n=5) del Cesar. Para tal fin, se analizaron las secuencias de
nucledtidos de un fragmento del gen mitocondrial ND4.

Resultados. T. dimidiata en Colombia demostré tener gran diversidad genética, tanto a nivel de
nucleétidos (1: 0,034) como de haplotipo (Hd: 0,863), ademas de una significativa estructuracion de
poblacién (¢ 0,761) con un bajo nimero de migrantes (Nm: 0,157). Las distancias genéticas y las
diferencias en los niveles de variabilidad genética entre las tres poblaciones fueron coherentes con una
posible subdivisién de poblacién.

Conclusidn. Este trabajo demostr6é diferenciacién genética entre las poblaciones de T. dimidiata
de La Guajira, Cesar y Santander. Se sugiere una posible relacién entre tal subdivision y algunas
caracteristicas eco-epidemioldgicas que posee T. dimidiata en el centro-oriente y en el norte de
Colombia. Finalmente, este trabajo describe, por primera vez, la utilidad del ND4 como un marcador
molecular para el estudio de poblaciones naturales de T. dimidiata.

Palabras clave: enfermedad de Chagas, Triatoma, Triatominae, genética de poblacion, polimorfismo
genético, NADH deshidrogenasa.

Genetic differentiation of three Colombian populations of Triatoma dimidiata (Heteroptera:
Reduviidae) by ND4 mitochondrial gene molecular analysis

Introduction. Triatoma dimidiata is the second most important vector of Chagas disease in Colombia
after Rhodnius prolixus. Population genetic studies are essential for the adequate design and
implementation of vector control and surveillance strategies.

Objective. The level of genetic variability and population differentiation was surveyed among three
Colombian populations of T. dimidiata from different geographic locations and ecotopes, using ND4
mitochondrial gene.

Materials and methods. Genetic comparison was made between two wild populations from La Guajira
(n=10) and Santander (n=10) provinces, and one intra (n=15) and one peridomiciliary (n=5) population
from the Cesar province. The polymorphism frequencies of the ND4 mitochondrial gene sequence were
analyzed to deduce population structure based on the 40 samples.

Results. Colombian T. dimidiata showed a high nucleotide (rm: 0.034) and haplotype diversity (Hd:
0.863), as well as significant population subdivision (¢.: 0.761) and a low migration rate (Nm: 0.157).
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Genetic distances and variability differences among populations indicate distinct population subdivision

amongst the three provinces.

Conclusion. ND4 proved useful in elucidating the significant genetic differentiation that has occurred
among T. dimidiata populations from La Guajira, Cesar and Santander. The analysis suggested a
relationship between population subdivision and some eco-epidemiological attributes of this vector
from the central eastern and northwestern regions of Colombia.

Key words: Chagas disease, Triatoma, Triatominae; genetics, population; polymorphism, genetics;

NADH dehydrogenase.

La enfermedad de Chagas es una parasitosis
que afecta, aproximadamente, 15 millones de
personas en Latinoamérica, con 28 millones en
riesgo de contraer la infeccion (1). El agente
etiolégico de esta enfermedad, Trypanosoma cruzi,
es transmitido al humano, principalmente, por las
heces de insectos hematéfagos de la subfamilia
Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Triatoma
dimidiata es una especie de amplia distribucién
geografica, que va desde México, e incluye a
Centroamérica, Ecuador, Pert y Colombia, y se
considera el vector principal de T. cruzien México y
envarios paises de Centroamérica (2). En Colombia
es el segundo vector mas importante después
de Rhodnius prolixus, debido a sus frecuentes
eventos de intrusion domiciliaria y su incidencia en
la transmision de T. cruzi al hombre (1,2).

En Colombia, T. dimidiata tiene una amplia
distribucion y esta presente en 15 de los 32
departamentos, y ocupa una amplia diversidad de
habitats, incluso en una misma regién se puede
hallar de manera simultanea en ecétopos silvestres,
peridomeésticos y domesticos (3-6).

En la costa norte de Colombia, este vector ocupa,
principalmente, ecétopos silvestres, concretamente
en palmas de la especie Attalea butyracea, y en
esta region presenta bajos niveles de colonizacién
a las viviendas (5,7). Por el contrario, en los
departamentosdelaregiénandina, como Santander
y Boyaca, T. dimidiata representa un alto riesgo
epidemioldgico, por encontrarse colonizando
ambientes domésticos, peridomésticos y silvestres,
simultaneamente (5,6).

A pesar de estos antecedentes, es poco lo que
se conoce sobre la estructura genética de las
poblaciones de T. dimidiata en Colombia. Los
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estudios moleculares con marcadores nucleares,
que usan RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA) (4) y el segundo espaciador
intergénico ribosémico (ITS-2) (3), indican altos
niveles de flujo génico entre las poblaciones
domésticas, peridomésticas y silvestres del
municipio de Boavita, Boyaca.

Ademas, el analisis del gen ITS-2 sugiere que
las poblaciones colombianas pertenecen, junto
con las de Panamda, a un mismo haplogrupo
(denominado T. dimidiata capitata) (8,9). Este
haplogrupo difiere significativamente con respecto
a T. dimidiata de México y Centroamérica
(Guatemala, Honduras, Nicaragua y Costa Rica)
(8,9). Estos trabajos demostraron que las cinco
poblaciones continentales de Colombia presentan
cinco haplotipos de ITS-2, con una gran diversidad
haplotipica (Hd: 0,686+0,065), pero con una muy
baja diversidad de nucleétidos (r: 0,003 £ 0,002)
entre ellos (8). Tales valores indican que en
Colombia el vector presenta una gran variabilidad
genética, pero que el bajo nivel de diversidad
molecular del ITS-2 limita la determinacion de
los posibles niveles de diferenciacion genética de
la poblacién (8). Por tal razén, Bargues et al. (8)
resaltan la necesidad de implementar un estudio
de poblaciones con un mayor nimero de individuos
de cada poblacién, asi como la aplicaciéon de un
nuevo marcador molecular con mayor nivel de
variacion, tal y como podrian ser los marcadores
de tipo mitocondrial.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y dada
la importancia epidemioldgica de T. dimidiata en
Colombia, consideramos que es necesario ampliar
el conocimiento de la composicidn genética, el nivel
de subdivision y las dindmicas de las poblaciones,
mediante laimplementacion de nuevos marcadores
moleculares.

Uno de los marcadores moleculares mitocondriales
que se ha destacado por su alto nivel polimérfico
y que lo hace apropiado para los estudios de
genética de poblaciones en insectos de importancia
médica, es el gen de la subunidad 4 de la NADH
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deshidrogenasa (ND4) (10-12). Aunque existen
mas de 30 secuencias de ND4 depositadas en el
GenBank, no existen estudios de poblaciones en
triatominos con este marcador.

El presente trabajo pretendi6 determinar el nivel
de variabilidad y diferenciacion genética de tres
poblaciones naturales de T. dimidiata de Colombia,
mediante el andlisis de un fragmento de 563
nucleétidos del gen mitocondrial ND4 en individuos
capturados en palmas, rocas y areas de influencia
humana, como domicilios y peridomicilios.

Materiales y métodos
Insectos

Todos los individuos utilizados en este trabajo se
identificaron morfolégicamente como T. dimidiata
(Latreille, 1811), segun la clave taxonémica de
referencia para triatominos (13). Se emplearon 40
individuos, 10 capturados en el departamento de
La Guajira, 10 en el departamento de Santander
y 20 en el departamento del Cesar. Los individuos
silvestres de Santander fueron capturados en
afloramientos de rocas, mientras los de La Guajira,
en palmas A. butyracea. El nimero de ejemplares,
su origen geografico y el ecétopo de procedencia
se muestran en el cuadro 1.

Extraccién de ADN, amplificacién y
secuenciamiento del ND4

El ADN de cada insecto se extrajo de las
patas, segun Collins et al. (14). La reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) y el
secuenciamiento del ND4 se realizaron segun
Lyman et al. (15), utilizando el iniciador ND4-F (5'-
TCAACATGAGCCCTTGGAAG-3’) y ND4-R (5-
TAATTCGTTGTCATGGTAATG-3’). Las secuencias
de nucledtidos obtenidas se alinearon en ClustalX
1.81 (16), con un ajuste manual requerido usando
el programa BioEdit, versiébn 7.0.9.0 (17). La
primera posicion del fragmento de 563pb del ND4
amplificado correspondié a la posicion 8765 en el
genoma mitocondrial de T. dimidiata (cédigo de
acceso, GenBank N® AF301594) (18).

Descripcion y variabilidad del ND4

Para cada poblacién se estim6é la composicién
nucleotidica promedio (porcentaje de adenina-
timina), el numero de sitios polimérficos, el numero
desitios Unicos (singleton sites), elnimero promedio
de diferencias nucleotidicas y el nimero promedio
de sustituciones de nucleétidos (transiciones y
transversiones: ts/tv), utilizando los programas
Mega 4.1 (19) y DnaSP 4.5 (20) (cuadro 1).

Diferenciacién de poblaciones de T. dimidiata en Colombia

Se evaluaron dos estimadores de variabilidad
genética: el indice de polimorfismo de nucleétidos
(0) y el indice de diversidad nucleotidica (1) (21),
usando el programa DnaSP 4.5 (20). La asignacién
del nimero de haplotipos (h) y el célculo de la
diversidad haplotipica (Hd) (21), se llevaron a
cabo usando los programas DAMBE 5.0.45 (22) y
DnaSP 4.5 (20), respectivamente. La estimacion
de la distancia genética estandar (d) (distancias
genéticas dentro y entre poblaciones) se estimé
mediante el modelo de Tamura-Nei (TrN) (23),
usando el programa Mega 4.1 (19). Finalmente,
para establecer conexiones en red (median joining
networks) entre los haplotipos de las poblaciones,
se uso el programa Network 4.5.1.0 (http://www.
fluxus-engineering.com).

Diferenciacion de poblaciones

El analisis jerarquico de varianza molecular
(AMOVA) (24) se utilizd para probar la estructura
de las poblaciones de T. dimidiata mediante
el programa GenA1Ex 6.0 (25). El célculo de
la significancia (5%) fue inferido a partir de las
comparaciones por pares de los valores obtenidos
de 1.000 permutaciones del estimador ®, (analogo
del F,). Los valores del estimador @, de 0 a 0,05
indican poca diferenciacién genética, de 0,05a0,15
una diferenciacién moderada, de 0,15 a 0,25 una
alta diferenciacion, y los valores de mas de 0,25
representan una diferenciacién genética muy alta
(26). El nimero promedio de haplotipos migrantes
por generacién (Nm) entre las poblaciones se
calculé utilizando el ® . como un anéalogo del F,
en la ecuacion Nm = {(1/®,)-1}/2 (27) mediante el
programa GenA1Ex 6.0 (25).

Resultados

Todos los insectos amplificaron una banda de
614pb, correspondiente a 51 nucleétidos del gen
ND4L y 563 del gen ND4. Las secuencias obtenidas
del ND4 no mostraron inserciones, deleciones o
codones de parada, que es lo esperado para genes
codificantes mitocondriales. Todas las secuencias
mostraron un alto porcentaje de adenina-timina,
con variacion entre 1,1%y 1,5% en las poblaciones
analizadas (cuadro 1).

El porcentaje de sitios polimérficos del ND4 fue
de 15,27%. Las secuencias de los individuos de
Santander mostraron el mayor porcentaje de
sitios polimérficos (S) (10,48%), seguido de Cesar
(4,97%) y La Guajira (0,53%) (cuadro 1 y figura
1). El nimero de mutaciones Unicas (Su) y el
promedio de cambios nucleotidicos (k) observado,
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fue comparativamente mayor en Santander, que
en Cesar y La Guajira (cuadro 1y figura 1).

Como era de esperarse en los organismos muy
relacionados, el indice promedio de sustitucion
de nucleoétidos para T. dimidiata reflejé una fuerte
desviaciéon hacia los cambios transicionales
con respecto a los de transversién (ts/tv= 2,8)
(cuadro 1). El 74% de los cambios de nucledétidos
observados en la secuencia del gen ND4 analizada
corresponden a transiciones.

Biomédica 2010;30:207-14

Los valores estimados para el indice de
polimorfismo (6) y de diversidad nucleotidica (1) se
muestran en el cuadro 1. Ambos indices mostraron
ser comparativamente mayores en la poblacién de
Santander que en la de La Guajira y el Cesar, los
cuales mostraron un nivel similar de polimorfismo
entre si, pero diferente diversidad en nucleétidos
(cuadro 1).

Como era de esperarse para los marcadores
mitocondriales con alto nivel de polimorfismo, se

Cuadro 1. Origen geogréfico y estimadores de la variabilidad genética de un fragmento de gen mitocondrial ND4 en Triatoma dimidiata de

Colombia.
Departamento Municipio / Latitud / Ecoétopo n%AT S Su k ts/tv 6xde mtde h  Hdxde
Localidad Longitud

La Guajira Dibulla/ 11° 27°22"N  Palma Attalea 10 75,2 3 1 1 1/0 0,019 + 0,002 + 4 0,644 £
Gumake -73°30°56” O  butiracea 0,001 0,000 0,152

Cesar Valledupar/ 10°47°60"N Intradomicilioy 20 74,1 28 20 4 2/2 0,014 * 0,006 * 8 0,589+
Seynimin -73°25°06" O  peridomicilio 0,005 0,002 0,130

Santander Capitanejo/ 6°53"14”N  Afloramientos 10 75,6 59 32 17 12/5 0,037 + 0,081+ 10 1,000
Chorreras  -72°70° 02O  de rocas 0,015 0,007 0,045

Total 40 748 86 31 19 14/5 0,036 + 0,034+ 21 0,863

0,011 0,003 0,048

n: nimero de secuencias; %AT: porcentaje de adenina-timina; S: nimero de sitios polimérficos; Su: nimero de sitios Unicos (singleton sites);
k: nimero promedio de diferencias nucleotidicas; ts/tv: nimero promedio de sustituciones nucleotidicas (transiciones y transversiones);
0: indice de polimorfismo nucleotidico; m: indice de diversidad nucleotidica; h: nimero de haplotipos; Hd: diversidad haplotipica; de:

desviacion estandar.

0000000111111 1112222222222222222333333333444444444444444444444444455575

00135780125567890001123355677788446788999001112223345606¢678888889990111

2789757425392468238489456892395928955706946047046281327891245674898578
LaGuajira(s)01 TAGTGATTTATCTACAATTATAGTGTCTACGGTAAGTGTGTGTGCGTTGTCAGGGTTTCTATAGGGTTAT
LaGuajira(s)02 . . . . . . . C o c
LaGuajira(s)03 . . . . . .o C o c
LaGuajira(s)04 . . . . . .o Coo o C
LaGuajira(s)05 A . . . . . ..o Coo o C
LaGuajira(s)06 A . . . . . . L L C . . L e s C
LaGuajira(s)07 c C
LaGuajira(s)08 . . . . . .o C oo
LaGuaijira(s)09 . . . . . . L L L C . e C
LaGuaijira(s)10 . . . . . . L L C . s C
Cesar(i)ot . . . . . . . . .. C . GG LT LT . GGA. .. G TC. CACT. . . .. G. CG. AL . G
Cesar(i)02 ... C C . GG LT LT . G. A . GTA TT. CCCT ccG. CcG. T A . G
Cesar(i)o3 . . . . . C . GG. LT LT . GGA . . G .c. cACT. . . . . G. CG. . . A. . G
Cesar(i)o4 . . . . . Cc . GG. LT LT . GGA. . G. . TC. CACT. . . . .. G. CG. A . . G
Cesar(i)os . . . . . c . GG. LT LT . GGA. . G. . TC. CACT. . . . .. G. CG. AL . G
Cesar(i)o6 . . . . . c . GG. LT LT . GGA. . G . TC. CACT. . . . .. G. CG. AL . G
Cesar(i)07 c G G T T GGA G TC CACT G cG A G
Cesar(i)08 ... C. .. .. C. ... GG. LT LT . G. A. . G. . TT.CACT. . . . .. G. CG. AL . G
Cesar(i)os . . . . . Cc . GG. LT LT . GGA. . G. . TC. CACT. . . . .. G. CG. AL . G
Cesar(i)10 . . . . . Cc . GG. LT LT . GGA. . G. . TC. CACT. . . . .. G. CG. AL . G
Cesar(i)11 . . . . . [ . GG. LT LT GGA. . G. . TC. CACT. . . . .. G. CG. A . G
Cesar(i)12 . . . . . . C . GG. .. T. LT . GGA. . G . . TC. CACT. . . . .. G. CG. LA . G
Cesar(i)13 . . . . . . [ . GG. LT LT . GGA. . G. . TC. CACT. . . . .. G. CG. LA . G.
Cesar(i)14 . . . . . . [ .. GG. . LT LT GGA. . G. . TC. CACT. . . . .. G. CG. LA . G.
Cesar(i)15 G Cc G G GG T T GGA G TC CACT G cG A G G
Cesar(p)01 . . . . . . . . .. c. ... GG . TA Lo T GGGA. . G. A TCGCCCT A A G.CG. T. A. .. G.
Cesar(p)02 . . . . . . . . .. C .. GG LT Lo T . GGA. .G TC. CACT. . . .. G. CG. AL .. G
Cesar(p)o3 . . . . . . . . .. C .. GG LT Lo T . GGA. . G. TC. CACT. . . .. G. CG. AL L. G
Cesar(p)o4 . . . . . ... . C .. GG L T. Lo T . GGA. . G. TC. CACT. . . . . G. CG. AL L. G
Cesar(p)os ... C .. GG LT Lo T . GGA. . G. TC. CACT. . . .. G. CG. A. . .G
Santander(s)0t1 . . . . A. . . . . . . T. G. G. GT . . T .. AA. . GA. A. A . T. . ... TG. GTCG. T. A, ..
Santander(s)02 . . . . . ... . C .. GG .. T Lo T .. GGA. . G TC CACT. . . . . G. CG. AL L LG
Santander(s)03. . T. . G. . . GCT G. . G L. T P TAA. . AL Lo TGA. G. . G. S AL
Santander(s)04 G A T G G GT T A A G A A A AT TG GTCGC T AC
Santander(s)05 G A GAG T G GGGT AGTG A A G A A A C.AT TG GTCG T AC
Santander(s)06 G. . . A. . . . . . . T . G. G.GT.A.T...AA. . GA. A.A. T. . ... TG. . GTCG. T. AC.
Santander(s)07 . . . . A. . . . . . . T.G.C. .GT LT . AA. . GA. ACA. T. . ... TG. . GTCG. T. AC.
Santander(s)08 . . . . A . . . . . . . T . G . G. GT LT .AA. . GA. A . A.C.AT. . . .. TG. . GTCG. T. AC.
Santander(s)09 . . . . A. . . . . T. . T.G . G. GT G. . TAA. . GAG. . . . . .. . . . .. TGA. G. CG. T. A. .
Santander(s)10 . . . . A. . . . . . . .. T.G.C. .GT LT . AA. . GA ACA. T TG. . . . . GTCG. T. A.

Figura 1. Alineamiento de 86 sitios polimoérficos de un fragmento de 563 pb del gen ND4 en individuos de tres poblaciones
colombianas de T. dimidiata. Los nimeros sobre las secuencias indican las posiciones polimérficas entre las secuencias. Entre
paréntesis, el ecétopo de origen: (s)=silvestre; (p)=peridomicilio; (i)=intradomicilio.
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encontré6 un gran numero de haplotipos (h) en
T. dimidiata con una gran diversidad haplotipica
(Hd) (cuadro 1). Todas las poblaciones mostraron
haplotipos diferentes entre ellas, con excepciéon de
un individuo de Santander que mostré un haplotipo
similar al de algunos individuos de Cesar (véan se
las secuencias de Santander 02 en la figura 1y 2).

De forma similar a lo observado a nivel de
nucleétidos, la diversidad de haplotipos de la
poblacion de Santander fue significativamente
mayor que la del Cesar y La Guajira, los cuales
mostraron niveles similares entre si (cuadro 1).

La distancia genética (TrN) promedio entre todos
los individuos de T. dimidiata estudiados fue de

4
’
'l
La Guajira 02
1
1
1
A}

v LaGuajira 08 ‘
\
.
.

’

La Guaijira

it

Kilometers

Diferenciacion de las poblaciones de T. dimidiata en Colombia

Diferenciacién de poblaciones de T. dimidiata en Colombia

d=0,036. La distancia estimada entre poblaciones
sugiere una divergencia entre la poblacién de
Santander y la de La Guajira y el Cesar de 5,5%
y 5,4%, respectivamente, y entre La Guajira y el
Cesar, una divergencia del 4,5%. La distancia
estimada dentro de la poblacién de Santander
(d=0,032) muestra un grado de divergencia, al
menos, cinco veces mayor que la observada en
Cesar (0=0,006) y alrededor de 16 veces la de La
Guajira (6=0,002). La red de haplotipos muestra la
agrupacion de los individuos de las tres poblaciones
que se corresponde con la distribucion geografica
de las localidades de origen (figura 2). No se
observo ninguna diferenciacion entre los ecotopos
de origen en la red haplotipica (figura. 2).
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—_—"‘

Cesar 01 .
—

Santanger 09 ()

Santander 01(_) Santander 08

Figura 2. Mapa de Colombia y andlisis de conexiones haplotipicas (median-joining network) de tres poblaciones colombianas de T.
dimidiata. El tamafo de los circulos representa la frecuencia haplotipica y los colores, el ecotopo de origen de los individuos. Gris:
silvestre; franjas diagonales: peridomicilio y negro: intradomicilio. CES: Cesar; LAGUA: La Guajira y SANT: Santander.

CES1-P incluye las secuencias: Cesar(i)01, Cesar(i)05, Cesar(i)06, Cesar(i)07, Cesar(i)10, Cesar(i)11, Cesar(i)12, Cesar(i)13,
Cesar(i)14, Cesar(p)02, Cesar(p)03, Cesar(p)04, Cesar(p)05, Santander(s)02; LAGUAO2 incluye a La Guajira(s)03, La Guajira(s)04,
La Guajira(s)07, La Guajira(s)09, La Guajira(s)10 y LAGUAOS incluye a La Guajira(s)06. Para mayor detalle acerca del origen y

numero de individuos analizados (cuadro 1).
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El AMOVA mostr6 que la variabilidad genética
existente entre las tres poblaciones es,
aproximadamente, tres veces mayor que la
observada dentro de ellas (cuadro 2). EI AMOVA
permitid identificar una alta estructuraciéon de
haplotipos entre las poblaciones, con un bajo
numero de haplotipos migrantes por generacion
(cuadro 2). Igualmente, la comparacién pareada
de los valores del @,y la estimacion del Nm entre
las poblaciones, mostré en todos los casos un nivel
de estructuracion significativo y un restringido flujo
de haplotipos migrantes, siendo particularmente
mayor entre La Guajira y Cesar (®,=0,889;
Nm=0,062), que entre La Guajira y Santander
(@4,=0,683; Nm=0,232) y que entre Cesar y
Santander (®,,=0,696; Nm=0,218).

Discusion

Lavariabilidad genética de T. dimidiataen Colombia
se analizé inicialmente con ITS-2, incluyendo 30
individuos pertenecientes a poblaciones del centro-
oriente y del norte del pais (8). Dicho trabajo mostré
valores de diversidad de haplotipos (Hd=0,686)
y de nucleétidos (m=0,008) muy inferiores a los
detectados por nosotros con ND4 (Hd=0,863;
m=0,034).

Sin embargo, estos resultados eran de esperarse
debido a que los genes mitocondriales poseen
importantes diferencias con respecto a los
nucleares, tales como tasas de mutacion, herencia
matrilineal y copias Unicas, que pueden influir en
la divergencia genética observada. Los valores
de diversidad indican claramente que el gen
mitocondrial ND4 es un marcador muy apropiado
para el andlisis de la genética de poblacién de
T. dimidiata en Colombia. Si tomamos en cuenta
otros genes mitocondriales, la diversidad genética
observada con el ND4 demostré ser similar a
la reportada para el citocromo B en T. rubida
(Hd=0,913; n=0,033), especie filogenéticamente
muy cercana a T. dimidiata y la cual presenta una
compleja estructura de la metapoblacion (28).

Cuadro 2. Resultado de la AMOVA para tres poblaciones
colombianas de T. dimidiata basado en el andlisis de un
fragmento del gen mitocondrial ND4.

Fuente de variacion GL Porcentaje de ®ST Nm
variacion

Entre poblaciones 2 76 0,761*** 0,157

Dentro de poblaciones 37 24

Total 39 100

***5<0,001
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Por otra parte, y al igual que lo reportado para el
ITS-2(8), el analisis molecular de las secuencias de
ND4 sugiere que tal variabilidad no es homogénea
entre las poblaciones colombianas, ya que las del
centro-oriente parecen presentar mayor diversidad
génica que las de la region norte, lo cual permite,
por tanto, determinar una clara estructuracion de
poblacién.

Todos los indices de variabilidad genética
estimados mostraron que la poblaciéon de La
Guajira posee un menor grado de ella que la de
Cesary la de Santander (cuadro 2). Esta diferencia
genética dentro de la poblacién podria relacionarse
eventualmente con caracteristicas ecolédgicas y
geograficas particulares de cada region. El alto
nivel de variabilidad mostrada en la poblacién
de Santander podria tener relacién con la alta
heterogeneidad ecoldgica observada en la region,
en donde los individuos silvestres (que ocupan
formaciones rocosas) y peridomésticos muestran
una recurrente tendencia a la domiciliacién
(3,4,6).

En el mismo sentido, el bajo grado de variabilidad de
la poblacién de La Guajira, podria deberse, quiza,
al estricto habitat arbéreo (palmas) que ocupa T.
dimidiata en esta regién de la vertiente norte de
la Sierra Nevada de Santa Marta. Las diferencias
genéticas observadas entre los individuos silvestres
provenientes de afloramientos rocosos y los de
palmas, sugiere que el origen ecoldgico de estos
individuos podria jugar un papel preponderante en
la subdivision de poblaciones de T. dimidiata en
Colombia.

Como se mencioné anteriormente, hasta el
momento se han resefiado pocos casos de
colonizacién de T. dimidiata en viviendas en la
region norte de Colombia (5), pero éstos han sido
transitorios (7). En este trabajo se incluyeron 15
individuos adultos recolectados en el intradomicilio
y cinco en el peridomicilio de la localidad de
Seynimin, ubicada en la vertiente sur-oriental de la
Sierra Nevada de Santa Marta del departamento de
Cesar. El andlisis de estos ejemplares mostr6 una
falta de diferenciacién genética entre los individuos
del intradomicilio y los del peridomicilio, lo que
indicaria un proceso sostenible de dispersién entre
ambos ecotopos.

Consideramos que es indispensable realizar mas
andlisis sobre las tasas de migracién entre las
zonas y los ecotopos, para definir claramente la
diferenciacion genética y la capacidad de movilidad
de T. dimidiata en Colombia. Igualmente, resaltamos
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la necesidad de realizar mayores acercamientos
eco-epidemioldgicos a T. dimidiata, a fin de disefar
estrategias apropiadas de intervencion.

Otra caracteristica importante de la poblacion de
Cesar es que, a pesar de ubicarse geograficamente
mas cerca a la localidad de Gumake (Dibulla,
La Guajira) que a la de Chorreras (Capitanejo,
Santander), los niveles de diferenciacion genética
son suficientemente altos como para sugerir un
origen de colonizacién distinto al de las poblaciones
silvestres arbéreas de Gumake.

En conclusién, los datos obtenidos en este trabajo
describen, por primera vez, una subdivision
de poblaciones de T. dimidiata en Colombia,
mediante la utilizacién del gen mitocondrial ND4.
El entendimiento de la variabilidad bioldgica de
este vector en el pais es importante para poder
proponer estrategias de control y vigilancia
entomoldgica mas focalizadas y efectivas. Por tal
razdn, se sugiere continuar con el analisis del gen
mitocondrial ND4, incluyendo nuevas poblaciones,
tanto en la regién norte como la del centro-oriente
de Colombia.

Las secuencias del ND4 usadas en este trabajo se
encuentran disponibles en el GenBank con cédigos
de acceso GQ202151 - GQ202190.
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