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ARTICULO ORIGINAL 

Variación en loci isoenzimáticos entre machos y hembras de 
Lutzomyia shannoni (Dyar) (Diptera: Psychodidae) 

de Colombia 
Estrella Cárdenas j ,  Leonard E. Munstermann 2 .  Cristina Ferro ' 

' Laboratorio de Entomología, Instituto Nacional de Salud. Bogota. D.C., Colombia. 
Depariment of Epiderniology and Public Health. Yale Universiiy School of Medicine. New Haven, Conn.. USA. 

Se analizaron por sexo poblaciones silvestres de Lutzomyia shannoni de tres localidades 
distantes entre si: Palambi (Nariiio), Cimitarra (Santander) y Chinácota (Norte de Santander), 
con el fin de establecer la variación en 11 isoenzimas. Estas muestras se compararon con 
ejemplares de una colonia mantenida en el Laboratorio de Entomologia del INS desde 1992. 
Se utilizó el sistema de electroforesis vertical en geles de poliacrilarnida al 6%. Se encontró 
una heterocigosidad promedio entre 18.5 y 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,O y 2,5 alelos 
por locus. La distancia genética de Nei entre las poblaciones fue baja y osciló entre 0,005 y 
0,073. En la muestra de la colonia de 79 individuos. el locus Gpifue homocigoto en todas las 
hembras y heterocigoto en todos los machos. Aunque esta observación es probablemente una 
consecuencia de la colonización, indica que el locus Gpi está fuertemente unido a los 
cromosomas que determinan el sexo, con el alelo GpP6* unido al locus que determina hembras 
y el alelo GpP7* asociado con el locus que determina machos. 

Palabras clave: flebotomineos, Lutzornyia shannoni, isoenzimas, electroforesis, variabilidad 
genética. 

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

Forest populations of Lutzornyia shannoni from 3 widely separated locations in Colombia: 
Palarnbi (Narino), Cimitarra (Santander) and Chinácota (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 al1 females and heterozygous in al1 males. Although this is probably a 
consequence of colonization. it indicates that Gpi locus is tightly linked to the sex determining 
mechanism, with the G ~ I " ~ ~  allele on the female locus and the G ~ I ~ , ~ ~  allele associated with the 
male locus. 

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

En las Américas, se han informado más de 350 examinado cuidadosamente la estructuragenética 
especies d e  flebotomineos, pero sólo se  ha de poblaciones del vector d e  la leishmaniasis 

visceral, Lutzornyia longipalpis, entre poblaciones 
Correspondencia: Cristina Ferro locales (1-3) y entre poblaciones ampliamente 
c f e r r o @ h e m a g o g u c . i n ~ . g ~ ~ . ~ ~  separadas (4-6). El flebótomo Lutzomyia shannoni, 
Recibido. I~IOIIOO; aceptado: IIIO~IOO es  una  especie zoofí l ica que  t iene ampl ia  
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distribución en el hemisferio occidental. Su hábitat Weinberg y compararon la variabilidad genética 
es principalmente el bosque y se encuentra en entre poblaciones sin separarlas por sexos. 
una región que va desde el sureste de Estados Observaron dos genotipos en el locus Gpien los 
Unidos hasta el norte deArgentina. Esta especie individuos de la colonia. Los machos eran 
es vector del virus de estomatitis vesicular (VSV) heterocigotos y las hembras homocigotas. Esta 
(73)  y, en condiciones de laboratorio, puede observación fue básica para formularnos dos 
soportar el desarrollo de tres especies de oreauntas: iexiste diferencia aenética entre . - ., 
Leishmania, por lo menos: L. mexicana (9), L. machos y hembrasen poblacionesde L. shannoni? 
chagasi(10) Y L. panamensis (Ferro et al., datos y ¿qué tan amplia es la distancia genética entre 
no publicados) 

En Colombia, L. shannoni tiene una amplia 
distribución. Se ha registrado en los siguientes 
departamentos: Antioquia, Bolívar, Boyacá, 
Caldas, Caquetá, Chocó, Cundinamarca, La 
Guajira. Magdalena, Norte de Santander, 
Santander, Tolima y Valle (1 1,12). Por su parte, en 
1996, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) 
registró 680 bovinos infectados con el serotipo 
New Jersey de VSV y más de 300 infectados con 
el serotipo Indiana en más de 100 municipios (13). 
Coincidencialmente, los municipios registrados por 
e l  ICA con estomatitis vesicular (EV) se 
encuentran ubicados en los departamentos donde 
se ha registrado L. shannoni(l1 ,l2). Esto sugiere 
la posibilidad de que esta especie esté involucrada 
en el ciclo enzoótico del virus de EV en nuestro 
país. Además, Tesh y colaboradores (14) 
encontraron el serotipo Alagoas del virus de EV 
en L. shannoni y otras especies de Lutzomyia. 

Estos hallazgos motivaron nuestro interés por 
realizar estudios básicos de biología y genética 
de L. shannonien Colombia (15-18), puesto que 
el estudio de la variabilidad genética y la biologia 
reproductiva de artrópodos vectores es 
fundamental para el entendimiento del papel que 
desempeñan en la epidemiología de las 
enfermedades. Entre los factores biológicos que 
afectan la tasa de transmisión de enfermedades 
transmitidas por artrópodos, se encuentran los 
siguientes: tasa de fecundidad, tasa de mortalidad, 
densidad. distribución por edades, tasa de 
migración y variación genética (l9,20). 

Cárdenas y colaboradores (18) analizaron loci 
isoenzimáticos en tres poblaciones silvestres y 
una colonia de laboratorio de L. shannoni y 
estimaron la tasa de migración, discutieron su 
importancia epidemiológica, analizaron la 
frecuencias genotipicas para equilibrio de Hardy- 

sexos de cada población? 

El presente artículo describe la variación de 13 
loci isoenzimáticos entre sexos de las poblaciones 
analizadas por Cárdenas y colaboradores (1 8) y 
se exhiben las distancias genéticas entre machos 
y hembras de cada población. 

Materiales y métodos 

Sitios de muestre0 

Método de recolección y preservación de 
especimenes. Los flebótomos fueron recolectados 
por aspiración directa sobre troncos de árboles 
grandes entre las 10 y las 14 horas. Se 
recolectaron ejemplares de Lutzomyia en los 
siguientes sitios y fechas: 

1. Plantación tradicional de café, altura 1.235 m, 
Finca Experimental Blonay, Chinácota (Norte de 
Santander) (7" 34' N; 72" 37' O), 14 de mayo de 
1998. 

2. Bosque primario, altura 68 m, en Palambí cerca 
de Tumaco (Nariño) (1" 45'N, 78" 28' O), 3 de julio 
de 1998. 

3. Bosque secundario en la hacienda San Miguel, 
altura 113 m, (6" 23' N, 74" 21'0) cerca a Cimitarra 
(Santander), 26 de diciembre de 1998. 

Las distancias geográficas aproximadas entre las 
anteriores localidades son las siguientes: 
Chinácota-Cimitarra, 250 km; Chinácota-Palambí, 
950 km, y Cimitarra-Palambí, 680 km. Después 
de la recolección, los flebótomos se inmobilizaron 
en nitrógeno liquido y se clasificaron preliminar- 
mente por observaciones morfológicas externas. 
Luego, se separaron por sexos y se colocaron en 
viales de criopreservación en grupos de 50 
insectos por cada vial. Inmediatamente después 
de la separación de los insectos, los viales se 
preservaron en nitrógeno liquido. 
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Resultados 

Variabilidadgenética 

Se analizaron 11 enzimas (cuadro 1 ). Las enzimas 
malato-deshidrogenasa y esterasa mostraron dos 
loci, para un total de 13 loci examinados en cuatro 
poblaciones de L. shannoni. En todas las 
poblaciones, 11 de los 13 loci fueron polimórficos 
(cuadro 2). El número de alelos por locus osciló 
entre 2 y 2,5 en todas las poblaciones (cuadro 3); 
no obstante, se identificaron 7 alelos en Est-2 y 4 
alelos en Fum y Gpi. La muestra examinada de la 
colonia de laboratorio mostró 7 loci monomórficos 
tanto en machos como en hembras, mientras que 
las muestras silvestres presentaron el siguiente 
número de loci monomórficos: 5 en machos y 4 
en hembras de Palambi, 5 en machos y 6 en 
hembras de Chinácota y 3 en ambos sexos de 
Cimitarra (cuadro 2). El locus Gpifue homocigoto 
en todas las hembras de la colonia, mientras que 
todos los machos fueron heterocigotos (figura 1). 

El porcentaje de loci polimórficos osciló entre 38,5 
y 69,2%. Los individuos de la colonia mostraron 
el menor valor, mientras que las hembras de 
Palambi exhibieron el mayor valor. La hetero- 
cigosidad promedio obse~ada  tuvo un valor alto 
en la muestra examinada de Palambí, seguida por 
la muestra de Chinácota. Mientras que los machos 
de Cimitarra y las hembras de la colonia 
mostraron un valor bajo para este parámetro 
(cuadro 3). 

Hembras-Cimitarra 

Machos-Cimitarra 

4 Machos~Chlnácot.3 

Hembras-Chnácota 

Machos-Palambi 

Hembras-Palambi 

I 
0,lO 0,08 0.06 0.04 0.02 O00 

Figura 2. Dendrograma construido con el método UPGMA. 
Relaciones basadas en distancia genética (26) de machos 
y hembras de tres poblaciones silvestres y una colonia de 
laboratorio de Lutzornyia shannoni. 

Similaridad y distancia genética 

Las poblaciones de L. shannoni analizadas 
presentaron en promedio una similitud del 96,7% 
en los 13 loci analizados. La distancia genética 
(26) entre machos y hembras de Palambi y 
Chinácota fue de sólo 0,005 y 0,007 (cuadro 4 y 
figura 2). Los machos y hembras de Cimitarra y 
de la colonia formaron un grupo. Este grupo se 
separó del clado de Chinácota por una distancia 
genética de 0,030, mientras que el clado de 
Palambi se separó de los dos grupos anteriores 
por una distancia genética de 0,047 (figura 2). 

Discusión 

Son am~liamente conocidos los estudios en 
genética de poblaciones de campo y laboratorio 
de varias especies del género Drosophila y mucho 
de lo conocido a nivel molecular sobre mutaciones 
cromosómicas, genes ligados al sexo, selección, 
evolución y otros aspectos, ha sido dilucidado 
principalmente a partir de estudios de laboi.atorio 

(+' con Drosophila melanogaster. Aunque se han 
realizado varios estudios de genética basados en 
la variación de loci isoenzimáticos en ~oblaciones 

Figura 1. Zimograma de la glucosafosfatoisomerasa 
obtenido con ejemplares de Lutzornyia shannoni de la 

de L. longipalpis en Colombia (2,5), en general, 
de laboratorio. columnas: 1.6 7: ~~i Se encuentran pocos en flebotomineos. Cárdenas 

comercial; 8-14 hembras; 15-21 machos. y 22-28 hembras. y colaboradores (18) realizaron un primer trabajo 
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Cuadro 2. Frecuencias alelicas para todos los loci en cuatro poblaciones de Lutmmyia shannoni 

Loci Rf 

Población 

Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra 
Colonia Colonia Palambi Palambi Chinácota Chinácota Cimitarra Cimitarra 

Aat 
n 

O 09 
0.15 

Ak 
n 

5.45 
6.75 
7.65 

Ark 
n 

0.94 
Est-l 
n 

0.50 
Est-2 
n 

1.16 
Gpi 
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Cuadro 2 (continuación) 

Población 

Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra 
Loci Rf Colonia Colonia Palambi Palambi Chinácota Chinácota Cimitarra Cimitarra 

Rf razón de la distancia de migración desde el origen del gel de una banda y la distancia de migración de la misma enzima 
comercial. 

Cuadro 3. Variabilidad en 13 loci isoenzimáticos examinados en poblaciones de Lutrornyia shannoni 

Heterocigosidad promedio 

Población Promedio de Promedio Porcentaje de loci Observada Esperada 
la muestra de alelos polimórficos* Equi. Hardy- 
~ o r  Iocus ~ o r  locus Weinbero 

Machos-colonia 27.8 2.1 38.5 20.1 22.6 
Hembras-colonia 30.5 2.0 38,5 14.8 19.2 
Machos-Palambi 26.2 2.3 53.8 19.4 28.3 
Hembras-Palambi 26.6 2.5 69.2 24.7 32.8 
Machos-Chinácota 28.4 2.3 53,8 17.2 25.6 
Hembras-Chinácota 32.2 2.2 46.2 18.5 24.0 
Machos-Cimitarra 33.3 2.5 46.2 13.5 20.3 
Hembras-Cimitarra 19.6 2.2 53.8 18.8 25,3 

* Un locus se considera polimórfico cuando la frecuencia del alelo mas común no excede de 0.95. 

sobre genética de poblaciones de L. shannoni e 
informaron sobre la unión de los alelos GpP2 y 
GpP.72 a los cromosomas que determinan el sexo 
en los individuos de la colonia. Esta caracteristica 
no se observó en las poblaciones silvestres. Es 
muy probable que durante la colonización de L. 
shannoniel alelo GPP'~ fuera atrapado por el locus 
que determina machos y el alelo GpP2 por el locus 
que determina hembras (figura 1). Esto explica la 
heterocigosidad total para este locus en los 
machos y la homocigosidad total en las hembras 
de la colonia. Como consecuencia de esta fuerte 
unión, el locus Gpiforzó la heterocigosidad en los 
machos de la colonia e incrementó artificial-mente 
su heterocigosidad promedio (cuadro 3). La unión 
de alelos a los cromosomas sexuales por proceso 
de colonización y endocria no es común en otros 
dipteros (27). 

Para dar respuesta a las preguntas formuladas 
en la introducción, tenemos lo siguiente: al 
analizar por separado machos y hembras en las 
cuatro poblaciones (cuadro4, figura 2), se encontró 
que no existe diferencia entre machos y hembras 
de las poblaciones de Palambi y Chinácota, de 
acuerdo con lo esperado entre sexos de la misma 
especie. La pequeña distancia genética observada 
(0,005 y 0,007) se debe únicamente a la separación 
de machos y hembras como poblaciones 
diferentes (efecto Wahlund) (20). Esto indica que 
machos y hembras en estas dos poblaciones son 
genéticamente similares. 

En cuanto a las poblaciones de Cimitarra y la 
colonia se tiene lo siguiente: los machos de 
Cimitarra se agruparon con las hembras de la 
colonia y mostraron una distancia genética de 
0,014. Las hembras de Cimitarra se seDararon del 
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Cuadro 4. lndices distancia genética Nei (26) en poblaciones de Lotzomyia shannoni. 

Población 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 0.053 0.060 0.012 0,029 0,014 0.017 

....... 3. Macho-Palambi 0,005 0,043 0.073 0,046 0.037 
....... 4. Hembra-Palambi 0.041 0.059 0,061 0.035 

....... 5. Macho-Chinacota 0,007 0,032 0.011 
....... 6. Hembra-Chinácota 0,061 0.018 

....... 7. Macho-Cimitarra 0.018 
....... 8. Hembra-Cimitarra 

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 mostró una estrecha relación 
entre estas dos poblaciones. Esta observación 
permite pensar que la colonia pudo haberse 
originado de fundadores que provenían del bosque 
Los Corales cercano al bosque de San Miguel, 
como anotaron Cárdenas y colaboradores(l8). 

En conclusión, la variación alozímica demostró, 
en primer lugar, que no existe variación genética 
entre sexos de algunas poblaciones silvestres de 
L. shannoni como lo observado en las poblaciones 
de Chinácota y Palambi. En segundo lugar, se 
demostró que, entre machos y hembras de la 
colonia, existe dimorfismo sexual marcado por el 
locus Gpi, y. por último, se demostró que los 
individuos de la colonia están muy relacionados 
con la población de Cimitarra. 

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