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ARTICULO ORIGINAL

Variacion en loci isoenzimaticos entre machos y hembras de

Lutzomyia shannoni (Dyar) (Diptera: Psychodidae)
de Colombia

Estrella Cardenas ', Leonard E. Munstermann 2, Cristina Ferro !

! Laboratorio de Entomologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.
2 Department of Epidemiclogy and Public Health, Yale University School of Medicine, New Haven, Conn., U.S.A.

Se analizaron por sexo poblaciones silvestres de Lufzomyia shannoni de tres localidades
distantes entre si: Palambi (Narifio), Cimitarra (Santander) y Chinacota (Norte de Santander),
con el fin de establecer la variacion en 11 isoenzimas. Estas muestras se compararon con
ejemplares de una colonia mantenida en el Laboratorio de Entomologia del INS desde 1992.
Se utilizo el sistema de electroforesis vertical en geles de poliacrilamida al 6%. Se encontrd
una heterocigosidad promedio entre 18,5 v 24,7% en las hembras silvestres y entre 13,5 y
19,4% entre los machos silvestres. La heterocigosidad promedio en las hembras de la colonia
fue de 14,8% mientras que en los machos fue de 20,1%. Se detectaron entre 2,0 y 2,5 alelos
por locus. La distancia genética de Nei entre las poblaciones fue baja y oscild entre 0,005 y
0,073. En la muestra de la colonia de 79 individuos, el locus Gpi fue homocigoto en tedas las
hembras y heterocigoto en todos los machos. Aunque esta observacion es probablemente una
consecuencia de la colonizacién, indica que el locus Gpi esta fuertemente unido a los
cromosomas que determinan el sexo, con el alelo GpP*®? unido al locus que determina hembras
y el alelo Gpi®™ asociado con el locus que determina machos.

Palabras clave: flebotomineocs, Lufzomyia shannoni, isoenzimas, electroforesis, variabilidad
genética.

Variation at isoenzyme loci among males and females of Lutzomyia shannoni
(Dyar) (Diptera: Psychodidae) from Colombia

Forest populations of Lutzomyia shannoni from 3 widely separated locations in Colombia:
Palambi (Narifio), Cimitarra (Santander) and Chinacota (Norte de Santander) were analyzed
for the variation at 11 isoenzymes by sex. These samples were compared with a laboratory
colony maintained at the Entomology Laboratory (INS) since 1992. The vertical electrophoresis
system in 6% polyacriylamide gels was used for the analysis. The mean heterozygosity among
forest females ranged from 18.5 to 24.7%, and among forest males from 13.5 to 19.4%. The
mean heterozygosity in the colony females was 14.8%, whereas in males it was 20.1%, and 2.0
to 2.5 alleles were detected per locus. Nei's genetic distances among the populations were low,
ranging from 0.005 to 0.073. In the colony sample of 79 individuals, the Gpi locus was
homozygous in all females and heterozygous in all males. Although this is probably a
consequence of colonization, it indicates that Gpi locus is tightly linked to the sex determining
mechanism, with the GpP#? allele on the female locus and the Gp®7? allele associated with the
male locus.

Key words: sand flies, Lutzomyia shannoni, isoenzyme, electrophoresis, genetic variability.

En las Américas, se han informado mas de 350
especies de flebotomineos, pero solo se ha
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examinado cuidadosamente la estructura genética
de poblaciones del vector de la leishmaniasis
visceral, Lutzomyia longipalpis, entre poblaciones
locales (1-3) y entre poblaciones ampliamente
separadas (4-6). El flebotomo Lutzomyia shannoni,
es una especie zoofilica que tiene amplia
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distribucion en el hemisferio occidental. Su habitat
es principalmente el bosque y se encuentra en
una regiéon que va desde el sureste de Estados
Unidos hasta el norte de Argentina. Esta especie
es vector del virus de estomatitis vesicular (VSV)
(7.8) y, en condicicnes de laboratorio, puede
soportar el desarrollo de tres especies de
Leishmania, por lo menos: L. mexicana (9), L.
chagasi (10} y L. panamensis (Ferro et al., datos
no publicados).

En Colombia, L. shannoni tiene una amplia
distribucion. Se ha registrado en los siguientes
departamentos: Antioquia, Bolivar, Boyaca,
Caldas, Caqueta, Choco, Cundinamarca, La
Guajira, Magdalena, Norte de Santander,
Santander, Tolima y Valle (11,12). Por su parte, en
1996, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)
registrd 680 bovinos infectados con el serotipo
New Jersey de VSV y mas de 300 infectados con
el serotipo Indiana en mas de 100 municipios (13).
Coincidencialmente, los municipios registrados por
el ICA con estomatitis vesicular (EV) se
encuentran ubicados en los departamentos donde
se haregistrado L. shannoni (11,12). Esto sugiere
la posibilidad de que esta especie esté involucrada
en el ciclo enzodtico del virus de EV en nuestro
pais. Ademés, Tesh y colaboradores (14)
encontraron el serotipo Alagoas del virus de EV
en L. shannoniy otras especies de Lutzomyia.

Estos hallazgos motivaron nuestro interés por
realizar estudios basicos de biologia y genética
de L. shannonien Colombia (15-18), puesto que
el estudio de la variabilidad genética y la biologia
reproductiva de artrépodos vectores es
fundamental para el entendimiento del papel que
desempefian en la epidemiologia de las
enfermedades. Entre los factores biolégicos que
afectan la tasa de transmision de enfermedades
transmitidas por artrépodos, se encuentran los
siguientes: tasa de fecundidad, tasa de mortalidad,
densidad, distribucién por edades, tasa de
migracion y variacion genética (19,20).

Cardenas y colaboradores (18) analizaron loci
isoenzimaticos en tres poblaciones silvestres y
una colonia de laboratorio de L. shannoni y
estimaron la tasa de migracién, discutieron su
importancia epidemioldgica, analizaron la
frecuencias genotipicas para equilibrio de Hardy-

LOCIISOENZIMATICOS DE MACHOS Y HEMBRAS DE L. SHANNON/

Weinberg y compararon la variabilidad genética
entre poblaciones sin separarlas por sexos.
Observaron dos genotipos en el locus Gpien los
individuos de la colonia. Loes machos eran
heterocigotos y las hembras homocigotas. Esta
observacion fue basica para formularnos dos
preguntas: jexiste diferencia genética entre
machos y hembras en poblaciones de L. shannoni?
y ¢qué tan amplia es la distancia genética entre
sexos de cada poblacion?

El presente articulo describe la variacién de 13
loci isoenzimaticos entre sexos de las poblaciones
analizadas por Cardenas y colaboradores (18) y
se exhiben las distancias genéticas entre machos
y hembras de cada poblacién.

Materiales y métodos
Sitios de muestreo

Método de recoleccidn y preservacion de
especimenes. Los flebotomos fueron recolectados
por aspiracién directa sobre troncos de arboles
grandes entre las 10 y las 14 horas. Se
recolectaron ejemplares de Lutzomyia en los
siguientes sitios y fechas:

1. Plantacion tradicional de café, altura 1.235 m,
Finca Experimental Blonay, Chinacota (Norte de
Santander) (7° 34’ N; 72° 37° O), 14 de mayo de
1998.

2. Bosque primario, altura 68 m, en Palambi cerca
de Tumaco (Narifio) (1° 45°'N, 78° 28’ O), 3 de julio
de 1998.

3. Bosque secundario en la hacienda San Miguel,
altura 113 m, (68° 23'N, 74° 21’ O) cerca a Cimitarra
(Santander), 26 de diciembre de 1998.

Las distancias geograficas aproximadas entre las
anteriores localidades son las siguientes:
Chinacota-Cimitarra, 250 km; Chinacota-Palambi,
950 km, y Cimitarra-Palambi, 680 km. Después
de la recoleccion, los flebdtomos se inmobilizaron
en nitrégeno liquido y se clasificaron preliminar-
mente por observaciones morfologicas externas.
Luego, se separaron por sexos y se colocaron en
viales de criopreservacion en grupos de 50
insectos por cada vial. Inmediatamente después
de la separacion de los insectos, los viales se
preservaron en nitrogeno liquido.
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Cuadro 2. Frecuencias alélicas para todos los loci en cuatro pablacicnes de [ utzomyia shannoni.

Poblacion
Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra

Loci Rf Colonia Colonia Palambi Palambi Chinacota Chinacota Cimitarra Cimitarra

Aat

n 26 28 29 32 28 32 25 23
009 1,000 1,000 0,879 0,828 0,875 0,875 0,940 0,913
0,15 -0- -0- 0,121 0,172 0,125 0,125 0,060 0,087

Ak

n 26 27 21 26 26 32 37 8
5,45 -0- -0- -0- 0,096 -0- -0- 0,027 -0-
8,75 0,981 0,944 1,000 0,904 1,000 1,000 0,892 1,000
7,65 0,019 0,056 -0- -0- -0- -0- 0,081 -0-

Ark

n 26 27 21 26 26 32 37 8
0,94 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Est-1 2

n 32 35 52 28 40 37 45 27
0,50 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Est-2

n 28 35 47 30 41 38 41 26
1,50 0,143 0,186 0,085 0,017 0,085 0,079 0,061 0,038
1,58 0,339 0,229 0,160 0,167 0,122 0,066 0,037 -0-
1,66 0,107 0,214 0,128 0,200 0,195 0,184 0,232 0,154
1,74 0,179 0,057 0,202 0,117 0,341 0,171 0,159 0,250
1,83 0,196 0,114 0,191 0,200 0,122 0,263 0,146 0,308
1,91 0,018 0,143 0,160 0,250 0,122 0,1322 0,293 0,192
2,00 1,018 0,057 0,074 0,050 0,012 0,105 0,073 0,058

Fum

n 27 29 14 20 17 26 34 29
1,20 0,111 0,241 -0- 0,100 0,118 0,096 0,191 0,207
1,30 0,259 0,241 0,250 0,300 0,324 0,538 0,324 0,517
1,40 0,296 0,328 0,357 0,425 0,324 0,327 0,279 0,190
1,50 0,333 0,190 0,393 0,175 0,235 0,038 0,206 0,086

Gpd

n 27 36 41 14 29 32 25 18
1,08 0,722 0,778 0,683 0,393 0,466 0,359 0,960 0,639
' 0,278 0,222 0,244 0,393 0,328 0,438 0,040 0,361
1,16 -0- -0- 0,073 0,214 0,207 0,203 -0- -0-

Gpi

n 39 40 25 34 32 36 48 26
0,50 -0- -0- -0- 0,015 -0- -0- 0,094 0,135
0,62 0,500 1,000 0,240 0,294 0,906 0,972 0,750 0,731
0,72 0,500 -0- 0,360 0,265 0,094 0,028 0,135 0,077
0,85 -0- -0- 0,400 0,426 -0- -0~ 0,021. 0,058

Hk

n 26 28 21 27 26 29 44 20
0,77 1,000 1,000 0,952 0,907 1,000 1,000 0,989 1,000
0,83 -0- -0- 0,048 0,093 -0- -0- 0,011 -0-

idh

n 26 28 18 28 26 31 24 16
2,00 1,000 1,000 1,000 1,000 0,962 1,000 1,000 1,000
2,30 -0- -0-. -0- -0- 0,038 -0- -0- -0-

Mdh-1

n 26 28 16 27 26 31 24 18
0,50 1,000 1,000 1,000 1,000 0,942 0,887 0,979 1,000
1,25 -0- -0- -0- -0- 0,058 0,113 0,021 -0-.
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Cuadro 4. Indices distancia genética Nei (26) en poblaciones de Lutzomyia shannoni.

Poblacién 1 2 3 4 5 6 7 8

1. Macho-colonia ~ -——--- 0,025 0,018 0,038 0,026 0,052 0,029 0,027
2. Hembra-colonia e 0,053 0,060 0,012 0,029 0,014 0,017
3.Macho-Palambi e 0,005 0,043 0,073 0,046 0,037
4. Hembra-Palambi e 0,041 0,059 0,061 0,035
5. Macho-Chinagota e 0,007 0,032 0,011
6. Hembra-Chinacota e 0,061 0,018
7. Mache-Cimitara e 0,018
8. Hembra-Cimitarra Sy

clado machos-Cimitarra y hembras-colonia por una
distancia genética de 0,017, y los machos de la
colonia se separaron del grupo anterior por una
distancia genética de 0,027. La distancia genética
entre sexos de los individuos analizados de la
colonia fue de 0,025 y entre sexos de los individuos
analizados de Cimitarra fue de 0,018. Esto sugiere
que, en estas dos poblaciones, hay tendencia a
presentar distanciamiento genético entre sexos.
El agrupamiento entre machos-Cimitarra con
hembras-colonia mostrd una estrecha relacion
entre estas dos poblaciones. Esta observacion
permite pensar que la colonia pudo haberse
originado de fundadores que provenian del bosque
Los Corales cercano al bosque de San Miguel,
como anotaron Cardenas y colaboradores(18).

En conclusién, la variacion alozimica demostré,
en primer lugar, que no existe variacién genética
entre sexos de algunas poblaciones silvestres de
L. shannoni como lo observado en las poblaciones
de Chinacota y Palambi. En segundo lugar, se
demostré que, entre machos y hembras de la
colonia, existe dimorfismo sexual marcado por el
locus Gpi, y, por ultimo, se demostrdé que los
individuos de la colonia estdn muy relacionados
con la poblacién de Cimitarra.

Como se puede apreciar, estos resultados amplian
el conocimiento en genética de poblaciones de
otras especies de insectos diferentes a las del
género Drosophila.
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