ERSIDAD

-

N BOLIVAR

BARRANQUILLAY COCUTA - COLOMBIA | VIGILADA MINEDUCACION

Res. 23095, del MEN

Programa de pos-graduacion en Genética

Tesis de Maestria

DIVERSIFICACION GENETICA EN POBLACIONES DE
Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811) (REDUVIIDAE:
TRIATOMINAE) DE COLOMBIA Y VENEZUELA

Juan Carlos Londono Alvarez

Barraquilla (Atlantico), Colombia

2021



Universidad Simdn Bolivar
Programa de pos-graduacidon en Genética

DIVERSIFICACION GENETICA EN POBLACIONES DE
Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811) (REDUVIIDAE:
TRIATOMINAE) DE COLOMBIA Y VENEZUELA

Tesis presentada al Programa de
Postgrado en Genética como
requisito parcial para obtener

el grado de Maestre.

Juan Carlos Londono Alvarez

Tutores:
PhD. Lisandro Alfonso Pacheco Lugo

MSc. Alveiro José Pérez Doria

Barraquilla (Atlantico), Colombia

2021



Dedicatoria

Dedicado a mi amada hija Miranda, por quien vale la pena todo, y mi amada esposa y compaiera
de camino Carmen.



Agradecimientos

Deseo expresar mi mas sincero agradecimiento a las siguientes personas e instituciones,

cuya contribucion fue vital para el desarrollo de este trabajo de investigacién:

Doctor Hernan Carrasco, Jefe del Laboratorio de Biologia Molecular de Protozoarios,
instituto de Medina Tropical, Universidad Central de Venezuela, por su aporte en la
consecuciéon de la muestra de vectores del centro-norte de Venezuela y su apoyo
incondicional en la fase de laboratorio de gran parte de la muestra.

Doctor Alfonso Bettin, Lider Grupo Caribe de Investigacion de la Universidad
Metropolitana de Barraquilla, Colombia, por su valioso apoyo en la fase de
laboratorio de las muestras del departamento de Sucre y parte de las muestras de
Venezuela.

MSc. Alveiro Pérez Doria, miembro del Grupo de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad de Sucre (Sucre, Colombia), por el apoyo en la consecucién de las
muestras del departamento de Sucre y sus valiosos aportes en las fases de
laboratorio y revisién del documento final de tesis.

Doctor Lisandro Pacheco Lugo, Profesor Investigador de la Universidad Simdn
Bolivar de Barranquilla, por su incondicional apoyo en la direccion del presente
trabajo de investigacion, consecucion de reactivos y revision del documento final de

tesis.



Resumen

Objetivo: Determinar la diversificacion genética en poblaciones de Panstrongylus
geniculatus de Colombia y Venezuela.

Metodologia: se analizaron 202 secuencias del gen Cyt-b de P. geniculatus de Colombia y
Venezuela, a fin de calcular indices de diversidad genética, de estructura y flujo génico,
evaluar hipdtesis de evolucién neutral y realizar inferencias filogenéticas.

Resultados: el conglomerado de P. geniculatus de Venezuela, presentd una diversidad
haplotipica inferior (Hd = 0,73) respecto al de Colombia (0,93). Los pares de poblaciones
Casanare-Leticia, Sucre-Santanderes y Libertador-La Guaira no presentaron estructuracién
genética (Fst 0,05y Nm > 1). Se registraron desviaciones de la hipdtesis de evolucidn neutral
en las poblaciones del Meta en Colombia (D* = 1,44347) y La Guaira en Venezuela (D = -
1,67405; D* = 1,82716). El andlisis filogenético mostré tres grandes clados, uno exclusivo
para Colombia, uno para Venezuela y uno mixto, la red de haplotipos permitié observar
cuatro haplogrupos principales.

Conclusiones: El haplotipo ancestral de las poblaciones de P. geniculatus pudo estar
distribuido en un corredor conformado por los departamentos de Sucre, Bolivar y Santander
en Colombia.

Palabras Clave: P. geniculatus, diversidad genética, estructura poblacional, filogenia,

filogeografia, Colombia, Venezuela.



Abstract

Objective: To determine genetic diversification in of Panstrongylus geniculatus popilations

from Colombia and Venezuela.

Methodology: 202 Cyt-b gene sequences of P. geniculatus from Colombia and Venezuela
were analyzed in order to calculate genetic diversity, structure and gene flow indexes, make

hypotheses of neutral evolution test and make phylogenetic inferences.

Results: The P. geniculatus cluster from Venezuela had a lower haplotypic diversity (Hd =
0.73) than Colombia cluster (0.93). The Casanare-Leticia, Sucre-Santanderes and Libertador-
La Guaira population pairs did not show genetic structuring (Fsr 0.05 and Nm > 1). Deviations
from the hypothesis of neutral evolution were recorded in the populations of Meta in
Colombia (D* = 1.44347) and La Guaira in Venezuela (D = -1.67405; D* = 1.82716).
Phylogenetic analysis showed three major clades, one exclusive for Colombia, one for
Venezuela and one mixed, the haplotype network allowed observing four major

haplogroups.

Conclusions: The ancestral haplotype of P. geniculatus populations could be distributed in

a corridor conformed by the departments of Sucre, Bolivar and Santander in Colombia.

Key words: P. geniculatus, genetic diversity, population structure, phylogeny,

phylogeography, Colombia, Venezuela.
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INTRODUCCION

Los miembros de la subfamilia Triatominae son insectos que tienen en comun el hecho de
ser hematdéfagos estrictos en ambos sexos y segun la etologia y ciertos rasgos fisioldgicos
de cada especie, presentan diferentes grados de importancia en la epidemiologia de la
tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas (ECh). La ECh es producida por el
parasito Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), un
flagelado que se encuentra de forma exclusiva en América y tiene una distribucién que se
extiende desde el centro de Argentina hasta el sur de California, zona que coincide con el
habitat de sus vectores bioldgicos, insectos hematéfagos de la subfamilia Triatominae
(Hemiptera: Reduviidae) (1), grupo taxondmico que contiene alrededor de 140 taxones (2).
En Colombia Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata y T. venosa son consideradas como las
especies de triatominos con mayor importancia epidemiolégica en la ECh, mientras que a
Panstrongylus geniculatus es considerado un vector secundario, importante en el ciclo
enzodtico de la ECh (3,4), sin embargo, en Venezuela se ha registrado un incremento en la
importancia epidemiolégica de esta especie debido a una alta frecuencia intrusién en las
viviendas urbanas y sub-urbanas (5-7), asociacion con el T. cruzi y mamiferos y aves tanto
silvestres como sinantrdpicos (8,9), y su incriminacién en brotes de la ECh en la ciudad de

Caracas en Venezuela (10,11).

P. geniculatus presenta una amplia distribucidon respecto a otras especies dentro del género
Panstrongylus, su distribucién abarca 18 paises latinoamericanos, desde México hasta
Argentina, incluyendo algunas islas del Caribe (12). En Colombia se ha registrado en 19 de
los 32 Departamentos del pais (3,13), mientras que en Venezuela se distribuye en todo el
territorio nacional a excepcion de los Estados Apure y Nueva Esparta (2). En un estudio

sobre variabilidad genética de este triatomino en dos municipios del Distrito Metropolitano
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de Caracas (DMC) en Venezuela se registré el establecimiento de linajes a nivel local de P.
geniculatus (14), mientras que un estudio que explord la diversificacidon genético en norte
de Suramérica del insecto, se pone de manifiesto la relacion filogenética entre las
poblaciones colombianas y venezolanas de P. geniculatus y su separacién debida al

levantamiento de la cordillera de los Andes (15).

En el presente trabajo de investigacidon se explora de forma conjunta la informacién de
secuencias del gen mitocondrial Cyt-b de poblaciones colombianas y venezolanas de P.
geniculatus y asi poder brindar un panorama mas amplio sobre las relaciones filogenéticas
de estas poblaciones y los procesos de diversificacidén genética ocurridos en esta especie en

esta region del continente americano.
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1. Problema de Investigacion

1.1 Planteamiento del Problema

El hecho de que P. geniculatus esté considerado como un vector secundario en la
epidemiologia de la tripanosomiasis americana, ha conllevado a que sean poco frecuentes
los estudios sobre la variabilidad genética y relaciones filogenéticas en poblaciones de P.
geniculatus, las investigaciones se han dirigido principalmente a establecer la filogenia del
género Panstrongylus, asi como la historia evolutiva de la subfamilia Triatominae (16—18),
por tal motivo, el conocimiento sobre aspectos como diversidad genética, estructura
poblacional y relaciones filogenéticas en poblaciones de P. geniculatus es incipiente, hecho
gue genera la siguiente interrogante: ¢ Cudl es la diversidad genética, estructura poblacional
y relaciones filogenéticas que exhiben poblaciones colombianas y venezolanas de P.

geniculatus?

1.2 Justificacion

La ECh se asocia particularmente a las condiciones de pobreza donde las condiciones
precarias de construccién de las viviendas, brindan refugio seguro a los vectores biolégicos
de esta enfermedad, por esta razon, la ECh estd ampliamente distribuida en Latinoamérica
y se le ha asociado principalmente a areas rurales, sin embargo, la enfermedad se ha
descrito en zonas urbanas y suburbanas de ciudades del centro-norte de Venezuela al igual
que en centros urbanos de diferentes ciudades de Bolivia (10,11,19), hecho que indica que

el perfil rural de la enfermedad puede cambiar hacia un perfil urbano.
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Por lo anterior, el conocimiento sobre todos los aspectos de la biologia de esta especie
cobra especial importancia en los ambitos social, econédmico, ambiental y de politicas
publicas, ya que a pesar de que este triatomino se considera como un vector secundario en
la epidemiologia de la ECh, P. geniculatus presenta una gran capacidad adaptativa a
entornos periurbanos y peridomiciliarios, lo cual aumenta la frecuencia de contacto entre
el triatomino y las poblaciones humanas, lo cual posibilita la aparicién de brotes de la

enfermedad de Chagas en estas comunidades.

Estudios sobre la genética de poblaciones de P. geniculatus, como el que se presenta en
este trabajo de investigacidon, constituyen la base para realizar aproximaciones sobre la
resistencia a insecticidas, adaptacion a diferentes microhabitats, potencial de colonizacién
de viviendas, preferencias alimenticias y capacidad vectorial entre otros aspectos
relacionados con la importancia de esta especie en la epidemiologia de la ECh en el norte
de Suramérica, debido a la relevancia que ha tomado esta especie en brotes de la ECh en
paises como Venezuela y las posibles implicaciones en otras areas geograficas como

Colombia u otros paises donde se distribuye la especie.

Por otro lado, uno de los objetivos de la genética de poblaciones es conocer la distribucién
y frecuencia de los alelos en una poblacion, mientras que la filogeografia estudia el cambio
y distribucidn de dichas frecuencias en funcién de la distribucién geografica de la especie,
el estudio de ambos aspectos contribuye comprensién de la historia evolutiva de la especie.
La justificaciéon de este tipo de trabajos viene dada por el impacto esperado a nivel
académico de la presente propuesta de investigacidon, donde se espera que sus resultados
incentiven a otros investigadores a realizar estudios sobre la genética de poblaciones y
relaciones filogenéticas de otras especies independientemente de la importancia
econémica o epidemioldgica de la misma, ya que la naturaleza del hombre siempre ha sido
la de conocer cdémo funcionan las cosas y los fendmenos naturales, lo cual le brinda una

importancia preponderante a la investigacién bdsica.
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2.

2.1

Objetivos

Objetivo General

Determinar la diversificacion del gen mitocondrial Citocromo b en poblaciones de P.

geniculatus de Colombia y Venezuela.

2.2

Objetivo especificos

Determinar la diversidad genética de la poblacién de P. geniculatus en localidades

de Colombia y Venezuela.

Determinar la estructura poblacional de P. geniculatus en localidades de Colombia

y Venezuela.

Inferir las relaciones filogenéticas entre poblaciones de P. geniculatus de Colombia
y Venezuela.
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3. Marco Tedrico

3.1 Enfermedad de Chagas

La Tripanosomiasis americana (TA) o enfermedad de Chagas (ECh) es una parasitosis
heteroxénica causada por el hemoflagelado T. cruzi, la cual se desarrolla entre un
hospedador mamifero, (incluyendo a humanos) y hospedadores artropodos, insectos de la
subfamilia Triatominae (Hemiptera, Reduviidae) que hacen las veces de vectores bioldgicos
(20). El T. cruzi se encuentra distribuido desde el sur de California hasta el centro de
Argentina, area que coincide con la distribucidn geografica del vector bioldgico del parasito
(1), la enfermedad se ha descrito en México, Centro y Suramérica, asociada generalmente
a condiciones de pobreza, particularmente en areas rurales, sin embargo dicho perfil rural
ha evidenciado un cambio hacia areas urbanas y suburbanas de paises como Venezuelay

Bolivia (7,11,19).

El ciclo bioldgico del parasito inicia cuando un insecto triatomino pica a un mamifero
infectado y toma junto a la ingesta de sangre, parasitos circulantes en sangre periférica
durante la fase aguda de la infeccidn, los cuales se denominan tripomastigotes sanguineos,
los cuales sufren cambios morfoldgicos a medida que recorren el tracto digestivo del
parasito, presentando formas esféricas en el estdmago (esferomastigotes), en el intestino
medio predominan formas alargadas conocidas como epimastigotes, que se reproducen
por fisidn, presentan una membrana ondulante pequeia y no tienen flagelo, finalmente, en
el intestino grueso se hallan formas también elongadas, pero delgadas y mas largas en
comparacién con los epimastogotes, con una membrana ondulante que recorre todo el
cuerpo y presencia de flagelo, la cual se considera la forma infectante del parasito,

denominada tripomastigote metaciclico (21). El tripomastigote metaciclico sale junto a las
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heces en el momento de la deyeccién después de una ingesta de sangre por parte del
triatomino, el parasito penetra en el hospedado a través de varias vias posibles, puede
entrar a través de la herida causada por la picadura del insecto, o a través de mucosas como
la bucal, nasal o conjuntival (20,21). Una vez en la circulacién sanguinea, el parasito invade
multiples tipos celulares con nucleo y en el citoplasma cambia a la forma amastigota, se
reproduce (por fision) y posteriormente cambia a la forma metaciclica sanguinea para
romper la célula y repetir el ciclo de invasion celular. Durante la fase aguda es posible
detectar al parasito en sangre periférica, si un insecto triatomino pica y se alimenta de un
hospedador durante esta fase, el ciclo del pardsito inicia nuevamente, mientras que, en la
fase crénica de la infeccidn, no es posible detectar al parasito en sangre periférica del

hospedador (21).

En humanos se han descrito multiples formas de trasmisidn del T. cruzi, estas comprenden
la transmisidon vectorial, la cual se presenta cuando una persona es picada por un
triatomino infectado y el pardsito en las deyecciones logra penetrar a través de la herida
dejada por la picadura o a través de las diferentes mucosas; transfusional, cuando se
adquiere el pardsito por medio de transfusién de sangre proveniente de una persona
infectada; congénita, madre a hijo; Oral, por consumo de alimentos o bebidas
contaminadas con heces de triatominos; accidental, a nivel de laboratorios donde se
trabaja con el pardsito, por trasplante de drganos, en el caso de pacientes que reciben

trasplantes procedentes de personas infectadas con el parasito (10,11,21-23).

El T. cruzi, causa destruccién celular a nivel de varios tejidos durante los diferentes ciclos de
reproduccién, ruptura celular e nivacién de nuevas células durante la fase aguda, sin
embargo, las mayores complicaciones de la enfermedad se presentan en la fase crénica,
cuando debido a la respuesta inmune del hospedador, los parasitos abandonan la

circulacién periférica y se encuentran en nidos, o seudoquistes, en diferentes tejidos, dando
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origen a complicaciones particularmente graves a nivel cardiaco, en el que se presenta

fibrosis e infiltrado, con predominio de células mononucleadas (21,22).

En Colombia se estima que existe una prevalencia de la ECh de un 5% y que de 3 a 5 millones
de personas se encuentran en riesgo de adquirir la enfermedad, principalmente en los
departamentos Santander, Norte de Santander, Cundinamarca, Casanare, Boyacd, Arauca,
Meta y Magdalena, los cuales son considerados como regiones endémicas para la ECh y
donde los principales vectores encontrados en habitats humanos son R. prolixus, T.
dimidiata, T. venosa y T. maculata (21,22). En Venezuela, la poblacién en riesgo para la ECh
asciende aproximadamente a 6 millones de personas, donde los estados mas afectados son:
Trujillo, Lara, Portuguesa y Barinas, probablemente, debido a sus caracteristicas geograficas
de pie de monte, con zonas cafetaleras y viviendas de bahareque y paja donde los
principales vectores asociados a los habitats humanos son triatominos de la especie R.

prolixus, T. maculata, y P. geniculatus (24,25).

3.2 Evolucion Biologica

La evolucion biolégica se define como “la transformacion en ciertas caracteristicas
genéticas o fenotipicas de las poblaciones o grupos de poblaciones de organismos, en el
transcurso de sucesivas generaciones” (26). La mecanica del desarrollo evolutivo se basa en
tres puntos: (1) variabilidad heredable de ciertos rasgos, (2) variabilidad entre integrantes
de la misma poblacidn respecto al éxito reproductivo y, (3) la correlacién entre variabilidad
heredable y éxito reproductivo. La correlacion entre ambos tipos de variabilidad
determinara el tipo de evolucidn al cual estd sometida la poblacidn. Si la correlacion entre
la variabilidad de caracteres heredable y la variabilidad en éxito reproductivo es baja o nula,
los cambios de una generacién a otra fluctuaran al azar, y se produce lo que se conoce como

evolucion neutra. No obstante, si la correlacion es elevada, el cambio evolutivo no sera al
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azar sino en la direccién del aumento en el éxito reproductivo, debido a la mejora en la

eficacia adaptativa, dando lugar a lo que se conoce como evolucion adaptativa” (27).

El modo y el tiempo en que operan y ocurren los procesos evolutivos, dan lugar a dos
grandes categorias de andlisis, éstas son: la microevolucion y la macroevolucion. La
microevolucidn implica el surgimiento continuo de pequenas variaciones en poblaciones
actuales, las cuales estan influenciadas principalmente por la seleccidon natural, pero
también por otras fuerzas evolutivas como la deriva genética, mientras que la
macroevolucion comprende la aparicion de Novo, de rango de grupos taxondmicos

superiores como familias y érdenes entre otros (28).

La evolucion entendida como el cambio en las caracteristicas de las poblaciones a través de
sucesivas generaciones, no es el resultado de un Unico proceso, sino el de un conjunto de
procesos, que pueden actuar de forma conjunta o que uno tenga mayor influencia que los
otros. Este conjunto de procesos estd conformado por las fuerzas que determinaran el
destino evolutivo de una especie, estas fuerzas son la seleccién natural, la deriva génica, las

mutaciones y el flujo genético.

3.2.1 Seleccion natural

La seleccién natural es el mecanismo que condiciona o limita la tasa reproductiva o la
eficacia bioldgica de los seres vivos en relacidn con caracteristicas fenotipicas heredables,
lo que origina cambios en las frecuencias de los fenotipos de la poblacidon en generaciones
futuras (evolucidn). Se presenta cuando existe: (1) variabilidad individual, (2) una relacidon
entre variabilidad en eficacia bioldgica y variabilidad fenotipica, y (3) una relacién entre esas
caracteristicas fenotipicas y el genotipo del individuo (heredable). Los distintos tipos de

seleccidn (estabilizadora, direccional y disruptiva), tienen lugar debido a que la seleccidn
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natural afecta al valor medio y a la varianza del caracter en la poblacién, (27). De acuerdo a
Futuyma (26), estos tipos de seleccién se definen como:

e Estabilizadora: cuando los individuos que exhiben caracteres intermedios del rango
de variacion poblacional se ven favorecidos. Este tipo de seleccidn actia con
caracteres morfoldgicos tanto continuos como discretos. En el caso de los caracteres
continuos, un intervalo de valores intermedios entre los dos extremos se selecciona
por ser mas ventajoso.

e Direccional: cuando los individuos de un extremo de la poblacién, o un tipo
(conjunto de caracteristicas particulares) se encuentran en ventaja.

e Disruptiva: también llamada diversificadora, cuando los individuos con formas

extremas del rango de variaciéon se ven favorecidos.

3.2.2 Deriva génica

La deriva genética es el producto de las fluctuaciones aleatorias de las frecuencias genéticas
en una poblacidn. Estas fluctuaciones son consecuencia directa del encuentro al azar de los
gametos en el proceso de reproduccion sexual. La deriva genética hace referencia a un caso
de error en el muestreo. La magnitud del error de muestreo, es inversamente proporcional
al tamano muestral, por lo tanto, cuanto menor es la muestra, mayores son sus efectos. En
el caso de las poblaciones, a menor nimero de reproductores en una poblacion
determinada, mayores serdn los cambios en las frecuencias alélicas a causa de la deriva

genética (29).
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3.2.3 Mutaciones

Las secuencias de ADN normalmente se copian de forma exacta durante el proceso de

replicacion, sin embargo, tanto en la replicacion como en el proceso de reparacion del ADN

pueden surgir errores que dan como resultado nuevas secuencias, estos errores son

llamados mutaciones, las cuales constituyen la fuente ultima de variacidon y novedades

evolutivas (30). Las mutaciones se presentan tanto en células somaticas como en células

germinales, pero solo las ocurridas en células germinales pueden ser heredadas. Las

mutaciones se clasifican en:

Sustituciones: se da cuando se reemplaza un nucledtido por otro. Las sustituciones
pueden ser de dos tipos, 1- transiciones: es el reemplazo de una base pirimidica por
otra base pirimidica (Cy T), o de una purica por otra purica (A y G). Hay cuatro tipos
de transiciones, A> G,G > A, C—> T,y T = C; 2- transversiones: es el reemplazo
de una base pirimidica por una base purica o viceversa. Hay ocho tipos de
transversiones, A>C,A>T,C>AC>GT>AT>CG>CyG->T.

Recombinaciones: es un proceso que conduce a la obtencion de un nuevo genotipo
a través del intercambio de material genético entre secuencias homodlogas de ADN
de origenes diferentes. Las recombinaciones pueden ser de dos tipos,
entrecruzamiento (o recombinacion reciproca), la cual involucra el intercambio de
un par de secuencias homodlogas entre cromosomas homologos, produciendo asi
nuevas combinaciones de secuencias adyacentes mientras que al mismo tiempo se
retienen ambas variantes involucradas en el evento de recombinacion. El otro tipo
de recombinacién es la conversion génica (o recombinacion no reciproca), la cual se
caracteriza por el reemplazo de una de las secuencias homdlogas por la otra, lo cual
significa que una de las variantes (secuencias) se pierde el evento de recombinacion.
Deleciones e Inserciones: cuando se remueven uno o mas nucledtidos de la

secuencia de ADN, se habla de una delecidn, si por el contrario se adicionan uno o
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mas nucledtidos a la secuencia, entonces se habla de una insercion. Ambos
fendmenos se conocen en conjunto con el nombre de indels (abreviacién del inglés
insertion/deletion), debido a que cuando se comparan ambas secuencias
homdlogas, es imposible decir cual presenta la insercién y cual la delecién.

e Inversiones: es el giro de 180° de un segmento de la doble hélice de la cadena de
ADN, el cual involucra a dos o mas nucledtidos. Las inversiones pueden ocurrir a
través de dos procesos, (1) por rompimiento y reconexién del cromosomay (2) por
un entrecruzamiento intracromosémico entre dos segmentos homodlogos

orientados en direcciones opuestas.

3.2.4 Flujo génico

El flujo génico comprende todos los mecanismos de transferencia de genes de una
poblacidn a otra, dicha transferencia de genes se puede presentar en mayor o menor grado,
y abarca tanto genes nucleares como genomas uniparentales (mitocondria o el cloroplasto),
debido al movimiento de gametos, semillas, individuos juveniles o adultos, y también

comprende eventos de extincion y recolonizacidn de poblaciones enteras (31).

La proporcién con la que se presenta cada uno de los alelos en un gen dentro de una
poblacién se conoce como frecuencia alélica, ésta es usualmente diferente entre las
poblaciones de una especie. El flujo génico o migracidn, previene la divergencia entre las
poblaciones debido al intercambio genes, moviendo los genes en las poblaciones que
forman a una especie, y con ello se logra la homogenizacién de las frecuencias alélicas (32).
La tasa de migracién m es el parametro necesario para cuantificar la relevancia de este
proceso en una poblacién o conjunto de poblaciones; m se define como la probabilidad al
tomar un gen al azar de una poblacién, éste sea migrante. Si el flujo génico entre

poblaciones es alto, todas las poblaciones evolucionan de como una sola unidad evolutiva,
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pero, si es muy bajo, las poblaciones divergen y el proceso evolutivo se da de forma casi

independientemente en cada subunidad.

La estructura genética de las poblaciones esta determinada por la diferencia en las
frecuencias alélicas entre poblaciones, y ésta a su vez, estdn determinadas por los niveles
de flujo génico entre las poblaciones. El método mas utilizado para estimar el nivel de flujo
génico se basa en el estadistico Fsr de Wright, el cual es una medida de la correlacion entre
los genes en una subpoblacion en relaciéon a la poblacién entera (33). El calculo de Fsrestd
basado en el modelo de islas infinitas propuesto por Sewall Wright (34). El modelo implica
la existencia de condiciones de equilibrio entre un ndmero infinito de islas de igual tamano
(subpoblaciones), que intercambian, con igual probabilidad, migrantes entre cualquiera de
las islas, a tasa constante. Las poblaciones representan réplicas, y el modelo se puede
caracterizar con sélo dos pardmetros: tamafio poblacional (N) y tasa de migracién (m). La
importancia de la deriva génica es proporcional a 1/N, mientras que la importancia del flujo

génico es proporcional a m (31).

El planteamiento de Sewall Wright se desarrolla de la siguiente manera: el coeficiente de
endogamia en una poblacién subdividida (Fir), se puede dividir entre el componente debido
a apareamientos no aleatorios dentro de poblaciones (Fis) y el componente de la subdivision
entre poblaciones (Fst); de esta manera, la endogamia total tendrd un componente causado
por el entrecruzamiento entre congéneres dentro de una poblacién (Fis) y otro por el
balance entre la deriva génica y el flujo génico (Fst). Los estadisticos F pueden ser
entendidos como la correlacion entre genes homdlogos tomados de un nivel de Ia
subdivisién respecto a cualquier otro nivel superior. La correlacién entre los genes dentro
de los individuos (I) respecto a los genes de la poblacién total (T) esta definida por Fir, que
se corresponde con la endogamia total; la correlacidn entre genes dentro de los individuos
respecto a los de la subpoblacién (S) esta definida por Fis, mientras que la correlacion entre

los genes dentro de la subpoblacién respecto los de la poblacién total esta definida por Fsr,
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que es igual a la probabilidad de que dos alelos idénticos por descendencia se combinen

en un cigoto(32).

Fst es definido como:

Fst = (Hr—Hs )/Hr
donde HT es el promedio de la heterocigosis esperada en la poblacidn total, para todos los
loci, y Hs es el promedio de la heterocigosis esperada dentro de subpoblaciones para todos

los loci (31).

Fsr mide la diferenciacién genética entre las poblaciones ya que mide la variacion de las
frecuencias alélicas entre ellas. Fsr se relaciona con la migracién de la siguiente forma: la
tasa a la que un alelo es fijado en una poblacién, es inversamente proporcional al tamafio
efectivo de la poblacion, Ne (N por simplicidad). Esta tasa de fijacidon es contrarrestada por
los migrantes (flujo genético) que llega de otras poblaciones a una tasa m. Estos factores
llegan a un equilibrio en donde Fst es aproximadamente: Fstr= 1/ (4 Nm + 1), para genomas

diploidesy Fst= 1/ (2 Nm + 1) para genomas haploides.

Fsr puede estimarse mediante aloenzimas o datos moleculares de ADN vy el flujo génico
efectivo puede posteriormente calcularse en el equilibrio de manera tedrica como: Nm = %

1/Fst -1 ara organismos diploidesyNm = % (1/Fsr -1 ara organismos haploides.
(1/Fst -1) p g p y (1/Fst -1) p g p

En el modelo de islas de Wright, si Nm es superior a 1, el flujo génico es capaz de superar
los efectos de la deriva genética, por lo que se impide la diferenciacion local de las
poblaciones y por consiguiente, todas evolucionen cohesivamente como una sola unidad,
contrariamente, si Nm es inferior a 1, la deriva actla casi independientemente en cada
poblacién, lo que trae como consecuencia que las poblaciones divergen fuertemente con el

paso del tiempo (32,33).
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3.3 Teoria Neutral de la Evolucion Molecular

En esta teoria se propone que la mayoria del cambio a nivel molecular es adaptativamente
neutro, principalmente porque las nuevas variantes o mutaciones no son mas o menos
adaptadas que las variantes reemplazadas, por lo tanto, son selectivamente neutras (35).
Como funcionalmente las nuevas variantes son equivalentes, la seleccién natural no podria
actuar en favor de unas sobre las otras, consecuentemente, fuerzas distintas a la seleccion,
deberian ser las que generan el cambio. El neutralismo propone que las mutaciones y la
deriva genética, son las principales fuerzas que rigen el cambio a nivel molecular, donde la
seleccidn actuaria eliminando las variantes deletéreas (seleccion negativa), pero la fijacién

de variantes beneficiosas mediante seleccion natural seria un evento poco frecuente.

3.4 Coalescencia

Cuanto mds grande es una poblacion, mas distante, en promedio, estan relacionados sus
miembros. La teoria coalescente cuantifica esta idea intuitiva, al relacionar los patrones de
ascendencia comun dentro de una muestra, con el tamafio y la estructura de la poblacién
en general (36). La esencia de la teoria coalescente implica ir hacia atras en el tiempo, a
partir de una muestra actual y asi identificar eventos ocurridos en el pasado en el ancestro
comun mas reciente de la muestra (37). La coalescencia es un proceso aleatorio que
describe la manera en que los procesos genéticos poblacionales definen la forma de la
genealogia de las secuencias de genes, esta fundamentada en la hipétesis de que todos los

individuos de una poblacién natural coalescen (o descienden de) en un ancestro comun.
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3.5 ADN Mitocondrial

Las mitocondrias son organelas intracelulares que estan presentes en plantas, hongos y
animales. Las mitocondrias tienen como funcidn la fosforilacidon oxidativa y produccién de
ATP, su ADN codifica proteinas propias y también es capaz de autoreplicarse. El ADN
mitocondrial es una molécula de forma circular y de tamafio pequefio con entre 16 a 20
kilobases, estad constituida por 37 genes, de los cuales, 13 son ARN mensajeros, 2 ARN
ribosomales y 22 ARN de transferencia, ademas, presenta una regién conocida como region
control o D-loop (en vertebrados y equinodermos) de aproximadamente 1 kb), la cual
controla la replicacidn y transcripcién en la molécula y tiene una tasa alta de mutacién en
muchos taxones como consecuencia del estrés oxidativo de la mitocondria y la falta de

mecanismos de reparacion del ADN mitocondrial (38).

En el ndcleo se codifican alrededor de 90 proteinas para el ensamblaje de los ribosomas
mitocondriales, 20 aminoacil sintetasas, y todas las enzimas necesarias para la replicacién
y transcripcion del ADNmt, mientras que los complejos mitocondriales citocromo oxidasa c,
ATP sintetasa y NADH deshidrogenasa b-c1 tienen subunidades que se codifican por genes
mitocondriales y nucleares (39). EIl ADNmt presenta dos cadenas, una es llamada cadena
pesada, rica en guanina, y la otra es la cadena liviana, rica en citosina; no posee intronesy
todas las secuencias codificadoras se encuentran de forma contigua, solo el bucle de
desplazamiento (region control D-loop) es un segmento no codificante (40). Propiedades
particulares del ADN mitocondrial son: alto nimero de copias, alta tasa de sustitucidn,

practicamente nula recombinacion y herencia materna (39-41).
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3.5.1 Gen mitocondrial Citocromo b (Cyt-b)

El citocromo b es una proteina ampliamente secuenciada, es la principal subunidad de la
ubiquinol citocromo c reductasa, una enzima mitocondrial de tipo redox que desempefia
una funcién principal en la cadena respiratoria de todos los organismos eucariotas (a
excepcion de algunos protozoos que carecen de mitocondrias como por ejemplo:
Thrychomonas) y en el ciclo de foto reduccidon de muchas bacterias (42,43). El gen Cyt-b es
uno de los mas usados en trabajos de filogenética ya que ha mostrado ser lo
suficientemente variable como para resolver preguntas inherentes a las poblaciones y lo
suficientemente conservado como para resolver preguntas sobre organismos mas
estrechamente relacionados (44). El gen del Cyt-b estd presente en casi todos los
organismos eucariotas y procariotas, lo cual es una evidencia de su aparicion temprana
durante la evolucidn, de tal manera que el gen ancestral debié haber existido antes de la
separacion de los principales linajes de organismos procariotas y haber evolucionado
lentamente, presentando unas regiones muy conservadas y otras que presentan una
variabilidad considerable, convirtiéndolo en un marcador valioso para determinar la

distancia filogenética entre las especies (42).

3.6 Estado del Arte

La especie P. geniculatus es un insecto estrictamente hematodfago, taxondmicamente
ubicado dentro del orden Hemiptera, suborden Heterdptera, familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae. presenta la mas amplia distribucidén geogréafica dentro de los miembros del
género Panstrongylus, se encuentra en 18 paises latinoamericanos, desde México hasta
Argentina, incluyendo algunas islas del Caribe (12). En Venezuela se ha registrado la
presencia de esta especie en casi todo el territorio nacional (exceptuando los estados Apure

y Nueva Esparta), con una distribucién vertical que va de 0 a 2000 metros sobre el nivel del
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mar (2,5). P. geniculatus es considerado una especie euritérmica, adaptado tanto a
ecotopos muy secos como a ecotopos humedos, donde es encontrado en madrigueras o
lugares de descanso de armadillos, marsupiales, roedores, murciélagos y aves, asi como en
huecos de arboles o debajo de su corteza, en bromélias y entre las estructuras foliares de
algunas especies de palma (12). En Colombia, este triatomino se ha encontrado en los
siguientes departamentos del territorio nacional: Atlantico, Chocd, Cdrdoba,
Cundinamarca, Guainia, Guaviare, Huila, La Guajira, Magdalena, Meta, Norte de Santander,
Putumayo, Risaralda, Santander, Sucre, Tolima, Valle del Cauca, Vaupés y Vichada, en total,
19 de los 32 departamentos que conforman el territorio nacional (3,13). En diversos
estudios se ha encontrado a P. geniculatus infectado naturalmente por T. cruzi con indices
de infeccién natural que sobrepasan el 80% de los insectos evaluados en algunos casos
(45,46), de igual manera, se ha registrado infestacién mixta de P. geniculatus junto a otros
triatominos y evidencia de un proceso de domiciliacion del insecto (6,25,47), y su

incriminacion en brotes de la ECh en Venezuela (10,11,48).

La literatura consultada, evidencia que los estudios mas frecuentes donde se analizan
secuencias de ADN, son realizados a niveles taxondmicos superiores al de especie, por
ejemplo, en un estudio sobre género Panstrongylus, donde se utilizé el segundo espaciador
del transcrito interno del ADNr nuclear (ITS-2), los autores encontraron evidencias de la
polifilia del género, ya que al comparar las secuencias de ADN seis especies de
Panstrongylus contra las secuencias de otros miembros de Triatomini, se encontrd que las
distancias genéticas obtenidas entre especies del género Panstrongylus fue mayor que la
registrada entre especies de Panstrongylus y otras especies de la tribu Triatomini de Centro

y Norteamérica (17).

P. geniculatus es considerado un vector secundario, en consecuencia, la mayoria de los
estudios sobre variabilidad genética y estructura poblacional de triatominos se han

concentrado en especies de mayor importancia en la epidemiologia de la ECh (por ejemplo,
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especies de los géneros Rhodnius y Triatoma), sin embargo, dichos estudios ofrecen un
marco de referencia para el presente trabajo de investigacion, ya que permiten observar
cdmo se estructuran las diferentes poblaciones de triatominos en funciéon de Ia
fragmentacion del habitat u otros elementos que afecten el flujo genético entre los
componentes de la poblacién. Por ejemplo, en un trabajo de variabilidad genética en
poblaciones de T. rubrovaria provenientes de Brasil, Argentina y Uruguay, en el cual se
empled como herramienta molecular la técnica de polimorfismos del ADN amplificado
aleatoriamente (RAPD) y secuencias de los espaciadores ITS-1 e ITS-2, los autores hallaron
elementos que permitieron separar cada una de las poblaciones estudiadas (49). En otro
estudio sobre variacidon genética en tres poblaciones colombianas de T. dimidiata,
procedentes de los departamentos de la Guajira, Cesar y Santander, donde se analizé el gen
mitocondrial ND4, se encontré una significativa estructuracion entre las poblaciones
estudiadas (50), de igual manera, una investigaciéon sobre variabilidad genética en
poblaciones colombianas de R. prolixus mediante andlisis del ITS-2 por medio de RAPDs y
PCR-RFLP, registro la variabilidad genética y estructuracién poblacional de este triatomino

ampliamente distribuido en Colombia (51).

Otros estudios han mostrado la presencia de haplotipos Unicos, en especies separadas
geograficamente cuando se analizan secuencias de genes o fragmentos de genes tanto
nucleares como mitocondriales. Por ejemplo, se pueden citar los trabajos sobre variabilidad
genética, relaciones filogenéticas y flujo genético en T. infestans del Chaco (52) usando ITS-
1 y citocromo-oxidasa | (COI); variacion genética, estructura poblacional y filogenia en T.
rubida y T. recurva del Desierto de Sonora utilizando los genes mitocondriales citocromo b
(Cyt-b) y COI (53); variabilidad genética en T. sanguisuga usando secuencias del Cyt-b y
ADNr 16S (54); filogeografia de T. brasiliensis usando Cyt-b (55).

En Venezuela y Colombia son pocos los estudios realizados sobre variabilidad genética y

estructura poblacional de P. geniculatus, la literatura consultada solo registra un estudio
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realizado en el centro-norte de Venezuela (14), donde los investigadores evidencian la
diversificacion de linajes a nivel local de P. geniculatus en la ciudad de Caracas mientras que
otro trabajo de investigacién, pero llevado a cabo en Colombia sobre diversificacidn
genética de poblaciones de P. geniculatus del norte de Suramerica, aportd evidencia sobre
la monofilia de la especie y ademas que el proceso de cladogénesis observaso es producto
de la orografia de la cordillera de los Andes, donde se destaca que en uno de los clados

estubo conformado por individuos tanto de Venzuela como Colombia (15).
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4. Disefio Metodolodgico

4.1 Tipo de Estudio

Segun la finalidad del estudio es de tipo descriptivo, respecto a la secuencia temporal es de
corte transversal, segun la asignacion de los factores es de tipo observacional y respecto a

la cronologia de los hechos es de tipo retrospectivo.

4.2 Area de Estudio

El area de estudio de la presente investigacidon corresponde a un espacio geografico del
norte de Suramérica (ilustracion 1), representado por tres localidades del centro norte de
Venezuela, con los municipios Libertador y Sucre del Distrito Metropolitano de la ciudad
de Caracas (DMC) y el Estado La Guaira, y diez localidades de Colombia distribuidas de la

siguiente manera:

e Costa Norte: departamentos de Cérdoba, Sucre y Magdalena (Sierra Nevada de
Santa Marta SNSM).

e Llanos Orientales: departamentos de Arauca, Casanare y Meta.

e Regién Andina: departamentos de Boyaca, Santander y Norte de Santander.

e Amazonia: departamento del Amazonas (Leticia).
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llustracion 1. Area de estudio. Tomado y modificado de: Caicedo-Garzén et al (2019).
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4.3 Poblacion y Muestra

La poblacion del presente estudio esta integrada por individuos de P. geniculatus
procedentes del centro norte de Venezuela vy las regiones Costa Norte, Andina y Llanos
Orientales de Colombia como lo indica la ilustracion 1. La tabla 1 muestra el nimero y
procedencia de la muestra (el anexo 1 muestra el listado de secuencias utilizadas en el

presente trabajo de investigacion).

Tablal. Muestra P. geniculatus de Colombiay

Venezuela

PAIS POBLACIONES n Procedencia
Colombia Arauca 12  Blast NCBI
Colombia Boyaca 4  Blast NCBI
Colombia Casanare 19 Blast NCBI
Colombia Cérdoba 3  Blast NCBI
Colombia Sucre 6 C.V,*
Colombia Meta 23 Blast NCBI
Colombia Santander 4  Blast NCBI
Colombia Norte de Santander 2 Blast NCBI
Colombia SNSM 2  Blast NCBI
Colombia Leticia 5 Blast NCBI
Venezuela Libertador 48 C.Vp**
Venezuela La Guaira 8 C.Vp
Venezuela Sucre 66 C.Vp
Colombia 80
Venezuela 122
Colombia-Venezuela  Total 202

*C.Va: Coleccidn de vectores Grupo de Investigaciones Biomédicas, Universidad de Sucre, Colombia; **C.Vp:
coleccién de vectores Laboratorio de Biologia Molecular de Protozoarios, UCV-IMT, Venezuela.

Las muestras de origen venezolano hacen parte de la coleccién entomoldgica de vectores
de la enfermedad de Chagas del Laboratorio de Biologia Molecular de Vectores adscrito al
Instituto de Medicina Tropical de la Universidad de Venezuela. Como criterio de inclusion

para las muestras del centro norte de Venezuela, se incorporaron a la muestra triatominos
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capturados por muestreo pasivo, es decir, capturados por habitantes de los municipios
Sucre y Libertador del DMC, luego de la intrusién del insecto en el domicilio o peridomicilio,
los insectos debian estar en buen estado (completos y no en estado de putrefaccion) y ser
identificados como la especie P. geniculatus a tevés de las correspondientes claves

taxondmicas (56).

En el caso de Colombia, la muestra del departamento de Sucre, hace parte de la coleccién
de vectores del Grupo de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Sucre, las cuales
fueron recolectadas en zona rural del municipio de Colosé con el uso de trampas de luz. El
trabajo de captura de especimenes contd con el permiso macro recoleccion de especimenes
de la diversidad bioldgica, otorgado mediante resolucion 0391 del 11 de abril de 2016 por

la Autoridad Nacional de Licencias Ambientales.

Las secuencias de los departamentos de Arauca, Boyaca, Casanare, Cérdoba, Amazonas
(Leticia), Meta, Norte de Santander, Santander y Magdalena (SNSM) (tabla 1) se obtuvieron
a través de la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (57) de la pagina web

de la Biblioteca Nacional de Medicina de EE. UU.: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

4.4 Analisis de Datos

4.4.1 Extraccion de ADN

Como fuente de ADN se utilizaron dos patas del insecto, estas fueron depositadas en un
tubo de microcentrifuga de 1,5 mLy lavadas con bufer fosfato salino (PBS 1X: 8,06 g de NaCl
+ 0,22 g de KCl + 1,15 g de Na;HPO4 + 0,20 g de KH;HPO4, ajuste de pH con HCl y/o NaOH)
para evitar contaminacion, y posteriormente fueron criofracturadas en nitrégeno liquido y
extraccion con bufer de lisis (NaCl 50 mM; EDTA 50 mM; TRIS 50mM pH 8; SDS 1%) segun

método descrito previamente (58). La concentracién de ADN se determind por
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espectrofotometria de luz ultravioleta, a través de la densidad dptica (DO) a 260 nm, donde

una unidad (1) de DO equivale a 50 pg/mL.

4.4.2 Amplificacidn y secuenciacion de un fragmento del gen mitocondrial

Cyt-b

Para la implementacion de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizaron los
cebadores de inicio sentido Cytb-32F: 5'-GGACGATGATATTTATTATGGATC-3' vy
contrasentido Cytb-82R: 5'-ATTACTCCTCCTAGYTTATTAGGAATT-3’ (59). El volumen total de
la mezcla de reaccion fue de 20 uL, con una concentracion final de los reactivos de: bufer
1x; cebadores a 0,5 pmol; MgCl, a 2 mM; DNTPs a 0,2mM y una unidad de Tag-polimerasa.
El perfil térmico fue el siguiente: desnaturalizacidn inicial durante 5 min a 95°C; 30 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos, anillamiento a 55°C por 55 segundos, extensién
a 72°C por 45 segundos y extension final a 72°C por 5 minutos. Los productos amplificados
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1%, los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio (2 pl de 50ng/mL BrEt en 100 mL de agua destilada) por 10 min y lavados
con agua destilada por 20 minutos, visualizados y fotografiados con un equipo de foto-
documentacion transiluminador UV KODAK Digital Science y una camara acoplada KODAK

DC120.

La purificaciéon de los productos de PCR para la remocion de cebadores, dimeros de
cebadores, dNTPs y enzima polimerasa, se realizé mediante precipitacién con isopropanol
absoluto y etanol al 70%. El ADN fue resuspendido en 10 ulL de agua desionizada. La
secuenciacion de 81 amplicones se llevd a cabo través de la automatizacion del método
enzimatico de Sanger (60,61) en el Laboratorio de Biologia Molecular de Protozoarios (IMT-
UCV), empleando el estuche comercial BigDye® Terminator v3.1 de Applied Biosystems,

siguiendo las recomendaciones del fabricante. 47 amplicones del Cyt-b fueron enviados a
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los Laboratorios Macrogen en Corea del Sur para su secuenciacién.

4.4.3 Analisis de secuencias

La correccién de errores de secuenciacion se llevd a cabo con el programa BioEdit Sequence
Alignment Editor V7.2.5 (62), y el alineamiento multiple de las secuencias se realizd con el
programa Clustal W (63). Se calcularon los siguientes indices de diversidad genética:
diversidad nucleotidica (rt) (64), y haplotipica (Hd), numero de sitios polimdrficos (S) y
numero promedio de diferencias nucleotidicas (k). Para evaluar la hipdtesis nula de
evolucidn neutral en una poblacién se implementd la prueba de neutralidad D de Tajima
(65) y de D* de Fu y Li (66). La estructura poblacional se determiné a través del calculo del
indice de fijacion Fst y la tasa de migracién Nm (67,68), se realizé6 ademas un analisis de
varianza molecular AMOVA para estimar la estructura genética a partir de la informacion
contenida en las frecuencias haplotipicas. El cdlculo de los indices de diversidad genética,
pruebas de neutralidad e indices de estructuracién genética se ejecuto en el programa DNA

SP 6 (69). El AMOVA se implementd en el programa Arlequin 3.5.2.2 (70).

La historia evolutiva se dedujo mediante el método de maxima verosimilitud basado en el
modelo de 3 pardmetros de Tamura (71). El arbol con la mayor probabilidad logaritmica (-
1538,26) se muestra en los resultados del presente estudio. El porcentaje de arboles en los
que los taxones asociados se agrupan se muestra junto a las ramas (% de bootstrap). Los
arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los
algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias entre pares estimada mediante
el enfoque de Maxima Verosimilitud Compuesta (MCL), y seleccionando a continuacion la
topologia con un valor de probabilidad logaritmica superior. Se utilizd una distribucién
Gamma discreta para modelar las diferencias de tasa evolutiva entre los sitios (5 categorias
(+G, pardametro = 0,5041)). El modelo de tasa de sustitucidon permitié que algunos sitios
fueran evolutivamente invariables ([+], 42,38% de sitios). El analisis incluyé 203 secuencias

de nucledtidos. Las posiciones de codones incluidas fueron 12+22+32+no codificantes. Se
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eliminaron todas las posiciones que contenian gaps y datos perdidos. El conjunto de datos
final incluia un total de 374 posiciones. Los analisis evolutivos (modelo de sustitucién
nucleotidica y construccion de arbol filogenético) se realizaron en MEGA7 (72). Las
inferencias filogeograficas se hicieron a través del andlisis de red de haplotipos por
parsimonia estadistica (73,74). El andlisis se llevé a cabo en el programa TCS (74), ejecutado

como plugin en el programa PopART (Population Analysis with Reticulate Trees) (75).

4.5 Marco ético

El presente trabajo de investigacion no involucré experimentacién en humanos, por lo
tanto, no se requirié de consentimiento informado para la recoleccion de muestra. Sin
embargo, se observd y acatod la normativa nacional vigente para acceder directamente a los
especimenes silvestres de la diversidad bioldgica del territorio nacional, a través de solicitud
de permiso macro recoleccion de especimenes de la diversidad Bioldgica, otorgado
mediante resolucién 0391 del 11 de abril de 2016 por la AUTORIDAD NACIONAL DE
LICENCIAS AMBIENTALES, en esta resolucion se encuentra listado el grupo de
investigaciones Biomédicas de la Universidad de Sucre, institucion de donde proceden las

muestras del departamento de Sucre en Colombia.
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5. Resultados

En el presente trabajo de investigacidn se analizaron un total de 203 secuencias de un
fragmento del gen mitocondrial Cyt-b, 202 pertenecientes a especimenes de P. geniculatus
procedentes de Colombia (n = 80) y Venezuela (n = 122), y una secuencia de T. dimidiata
(ndmero de acceso GenBank JN585850) como grupo externo en el andlisis filogenético. En
el estudio de genética de poblaciones se usaron 200 secuencias de P. geniculatus, mientras

que en el andlisis filogenético y de red de haplotipos se emplearon 202 secuencias.

5.1 Diversidad Genética

Las 200 secuencias analizadas presentaron una extension final de 458 pares de bases. El
alineamiento multiple de las secuencias permitié observar 294 sitios conservados y 80 sitios
variables en el total de las secuencias, mientras que este niUmero varié para cada localidad
en funcién de la extension de las secuencias de cada poblacion (tabla 2). Se observaron 50
haplotipos en total, mientras que los municipios de Libertador y Sucre en Venezuela
presentaron el mayor nimero de haplotipos por poblacion, la Hd fue alta para la mayoria
de las poblaciones en estudio, a excepcion Boyacd (0,5) y Cérdoba (0,667) en Colombiay el

Estado de la Guaira de Venezuela (0,643).
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Tabla 2. indices de diversidad genética en poblaciones

colombianas y venezolanas de P. geniculatus.

Poblacion Secuencias S SV SIP Haplotipos Hd
Arauca 12 9 1 8 7 0,909
Boyaca 4 13 13 0 2 0,5
Casanare 19 34 22 12 9 0,813
Cordoba 3 1 1 0 2 0,667
Sucre 6 62 20 42 5 0,933
Meta 23 25 1 24 8 0,791
Santanderes 6 75 25 50 4 0,867
Leticia 5 8 7 1 3 0,700
Libertador 48 42 7 35 14 0,697
La Guaira 8 7 7 0 4 0,643
Sucre-Ven 66 56 10 46 18 0,821
Colombia 80 95 15 80 34 0,929
Venezuela 122 43 13 30 27 0,73
Total 200 80 17 63 50 0,873

S = sitios polimérficos, SV = sitios Unicoss variables, SIP = sitios con informacién parsimoniosa, Hd =

5.2 Estructura Poblacional

diversidad haplotipica.

La frecuencia haplotipica en una poblacidn es una de las principales fuentes de informacién

para determinar los procesos de flujo génico y posible estructuracién entre los miembros

de dicha poblacion. En el analisis de 202 secuencias (incluyendo dos de la SNSM) se

determiné que el Hap33 fue el haplotipo mas frecuente, y se encuentra exclusivamente en

P. geniculatus de Venezuela, seguido en segundo lugar por el Hap8 con presencia exclusiva

en P. geniculatus de Colombia y en tercer lugar los haplotipos Hap9, también presente solo

en triatominos de origen colombiano y el Hap 42 presente solo en Venezuela (ilustraciones

2vy3).
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llustracion 2. Frecuencia absoluta de haplotipos del gen mitocondrial Cyt-b en

poblaciones de P. geniculatus de Colombia y Venezuela.
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llustracion 3. Haplotipos del gen mitocondrial Cyt-b de P. geniculatus de
Colombia y Venezuela.
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5.2.1 Estructuray flujo génico

El indice de fijacidn Fsry de flujo genético Nm, permitié observar una fuerte estructuracién
(Fst > 0,25) y un flujo genético restringido (Nm < 1) entre el 89,1 % de las poblaciones
evaluadas (49 de 55), lo cual evidencia que estas poblaciones evolucionan de forma casi
independiente. Mientras que las poblaciones de Casanare-Leticia y Sucre-Santander en
Colombia, mostraron un flujo genético elevado (Nm > 1) y leve estructuracién genética (Fsr
< 0,05) (cifras en rojo tabla), lo cual indica que dichas poblaciones se pueden entrecruzar
libremente al azar, minimizando asi los efectos de la deriva genética y la consecuente
fragmentacion de la poblacién por cambios en las frecuencias alélicas, igual situacidn de
evidencio en las poblaciones del municipio Sucre y Libertador en Venezuela. Las cifras en
azul corresponden a poblaciones con una estructuracion moderada con un flujo genético
gue no permite la fragmentacidn en poblaciones completamente diferenciadas en cuanto

a sus frecuencias alélicas (Arauca-Casanare, Arauca-Leticia, Cérdoba- Leticia).

Los analogos de los estadisticos F de Wright obtenidos a través del AMOVA, mostraron que
la poblaciéon bajo estudio no representa una poblacién panmictica donde todos sus
miembros tienen la misma probabilidad de entrecruzarse al azar, lo cual da lugar a
poblaciones claramente diferenciadas en cuanto a sus frecuencias haplotipicas, las cuales

evolucionas de forma independiente (tabla 3).
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Tabla 3. indice de estructuracion genética y flujo
genético en poblaciones colombianas y venezolanas de

P. geniculatus

Poblacién 1 Poblacion 2 Fst Nm
Arauca Boyaca 0,6174 0,15
Arauca Casanare 0,1624 1,29
Arauca Cordoba 0,2744 0,66
Arauca Sucre 0,5341 0,22
Arauca Meta 0,4666 0,29
Arauca Leticia 0,1209 1,82
Arauca Santanderes 0,5059 0,24
Arauca Libertador_Ven 0,7969 0,06
Arauca La_Guaira_Ven 0,8382 0,05
Arauca Sucre_Ven 0,8513 0,04
Boyaca Casanare 0,4258 0,34
Boyaca Cordoba 0,7226 0,1
Boyaca Sucre 0,4720 0,28
Boyacd Meta 0,4193 0,35
Boyaca Leticia 0,5480 0,21
Boyaca Santanderes 0,4451 0,31
Boyaca Libertador_Ven 0,7369 0,09
Boyaca La_Guaira_Ven 0,7382 0,09
Boyaca Sucre_Ven 0,8069 0,06
Casanare Cordoba 0,2875 0,62
Casanare Sucre 0,4759 0,28
Casanare Meta 0,2165 0,9
Casanare Leticia 0,0492 4,83
Casanare Santanderes 0,4633 0,29
Casanare Libertador_Ven 0,7338 0,09
Casanare La_Guaira_Ven 0,7304 0,09
Casanare Sucre_Ven 0,7925 0,07
Cordoba Sucre 0,5665 0,19
Cordoba Meta 0,5878 0,18
Cordoba Leticia 0,1757 1,17
Cordoba Santanderes 0,5337 0,22
Cordoba Libertador_Ven 0,8252 0,05
Cordoba La_Guaira_Ven 0,9024 0,03
Cordoba Sucre_Ven 0,8874 0,03
Sucre Meta 0,3416 0,48
Sucre Leticia 0,5226 0,23
Sucre Santanderes 0,0069 36,2
Sucre Libertador_Ven 0,4486 0,31
Sucre La_Guaira_Ven 0,3527 0,46
Sucre Sucre_Ven 0,5138 0,24
Meta Leticia 0,3213 0,53
Meta Santanderes 0,3704 0,42
Meta Libertador_Ven 0,6297 0,15
Meta La_Guaira_Ven 0,5157 0,23
Meta Sucre_Ven 0,7351 0,09
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Leticia

Leticia

Leticia

Leticia
Santanderes
Santanderes
Santanderes
Libertador_Ven
Libertador_Ven
La_Guaira_Ven

Santanderes
Libertador_Ven
La_Guaira_Ven
Sucre_Ven
Libertador_Ven
La_Guaira_Ven
Sucre_Ven
La_Guaira_Ven
Sucre_Ven
Sucre_Ven

0,4983
0,7848
0,8145
0,8396
0,4530
0,3819
0,5161
0,6326
0,0779
0,8000

0,25
0,07
0,06
0,05

0,3

0,4
0,23
0,15
2,96
0,06

TOTAL 0,5186 0,23

Tabla 4. AMOVA de poblaciones colombianas y venezolanas de P. geniculatus

Sumatoria de Porcentaje de

Fuente de variacién gl cuadrados Varianza variacion
Entre grupos 1 431,9 3,95 50,08
Entre poblaciones dentro de los
grupos 10 231,5 1,57 19,92
Dentro de la poblaciones 190 449,3 2,36 30
Total 201
Indices de fijacion:
FSC:0,39906 P-value = 0,00000+-0,00000
FST : 0,70004 P-value = 0,00000+-0,00000
FCT : 0,50084 P-value = 0,01564+-0,00419

5.2.2 Pruebas de neutralidad

De acuerdo a los resultados de las pruebas de neutralidad D de Tajima y D* de Fu y Li (tabla
5), a excepcion de las poblaciones de Meta en Colombia y La Guaira en Venezuela, las
poblaciones evaluadas no presentan desviaciones estadisticamente significativas de la
hipdtesis nula de evolucién neutral. La poblacién de P. geniculatus del Meta en Colombia,
presentd un valor positivo de D* de Fu y Li (1,44347 P < 0,05), lo cual es una desviacion de
lo esperado en una poblacién que evoluciona neutralmente, lo cual seria evidencia de
presiones selectivas dentro de esta poblacion. Por otro lado, la poblacién de La Guaira en

Venezuela presentd valores negativos tanto de D de Tajima como de D* de Fu y Li, de igual
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manera, estadisticamente diferentes a lo esperado bajo la hipdtesis nula de evolucién
neutral y compatibles con una poblacién en expansién debido a un evento demografico de

cuello de botella poblacional en el pasado.

Tabla 5. Pruebas de neutralidad D de Tajima y D* de Fu y Li para poblaciones de P.
geniculatus de Colombia y Venezuela

PAIS POBLACIONES D de Pvalue D*deFUYLI P value
Tajima

Colombia Arauca 0,85234 >0.10 0,97656 >0.10
Colombia Boyaca -0,84307 >0.10 -0,84307 >0.10
Colombia Casanare -0,94738 >0.10 -1,96312 >0.10
Colombia Coérdoba NA NA NA NA
Colombia Sucre 0,45078 >0.10 0,47642 >0.10
Colombia Meta 0,23902 >0.10 1,44347 <0.05
Colombia Santanderes 0,57552 >0.10 0,5828 >0.10
Colombia Leticia -0,80734 >0.10 -0,80734 >0.10
Venezuela Libertador -0,32681 >0.10 0,44115 >0.10
Venezuela La Guaira -1,67405 <0.05 -1,82716 <0.05
Venezuela Sucre -1,55861 >0.10 0,26595 >0.10
Colombia -1,27056 >0.10 0,15498 >0.10
Venezuela -0,8881 >0.10 -1,50766 >0.10
Colombia-Venezuela Total -0,82203 >0.10 -1,38964 >0.10

NA: no aplica, el programa DNAsp permite hasta un minimo de cuatro secuencias para el caculo de las
pruebas de neutralidad D de Tajimay D* de Fu y Li, en el caso de Cérdoba, solo se contd con tres secuencias
de esta poblacion.
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5.3 Filogeniay Filogeografia

5.3.1 Analisis filogenético

El andlisis filogenético de ML produjo la conformacién de 11 clados que no guardan relacidn
directa con la division politico-territorial entre Colombia y Venezuela, pero que si muestra
un proceso de cladogénesis del gen mitocondrial Cyt-b en las poblaciones estudiadas en
funcién de su distribucién geografica. El colapso de ramas era de esperarse en un trabajo
intraespecifico como el presente, donde la frecuencia de los haplotipos de las diferentes

subpoblaciones de P. geniculatus origina cladogramas politémicos.

Todos los clados presentaron un soporte de ramas superior al 60%, y se encuentran
incluidos dentro de tres super clados (I, II, lll, ilustraciéon 4). En el super clado |, se
encuentran individuos de P. geniculatus de Venezuela y Colombia (clados 1 a 8), el super
clado Il contiene individuos exclusivamente de Venezuela (clados 9 y 10), mientras que el
super clado Il incluye individuos exclusivamente de Colombia (clado 11). Las abundantes
ramas colapsadas presentes en los super clados | y Il se deben a individuos con secuencias
de dos tipos, en primer lugar, secuencias pertenecientes a los haplotipos mas frecuentes en
cada super clado, el Hap8 en el caso del super clado | y el Hap33 en el super clado Il. Es
importante sefalar lainclusién de P. geniculatus de Venezuela en el clado 5, el cual contiene

a su vez, individuos del Meta y Casanare (Colombia) con un soporte de rama del 97,7%.
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5.3.2 Analisis de red de haplotipos

Las caracteristicas propias de los andlisis filogenéticos a través de arboles bifurcados, son
apropiados para inferir las relaciones evolutivas entre especies o a niveles superiores de
especies, sin embargo, no son apropiados a nivel poblacional ya que a este nivel es posible
encontrar ancestros y descendientes en una misma poblacion (frecuencia de haplotipos), y
ademas, la genealogia de la poblacidon es reticulada (procesos de recombinacion e
hibridacién entre otros), lo cual disminuye la resolucion del arbol. Una red de haplotipos
presenta mayor poder de resolucidn para inferir las relaciones evolutivas dentro de una
poblaciény a su vez, inferir hipdtesis filogenéticas de la especie en funcién de la distribucidon

geografica de la misma.

En el presente trabajo de investigacién se construyd una red de haplotipos de MP con base
en 202 secuencias de un fragmento del gen mitocondrial Cyt-b de poblaciones colombianas
y venezolanas de P. geniculatus (llustracion 5). En la red de haplotipos fue posible observar
la conformacién de cuatro haplogrupos, que muestran la dispersion y radiacién de la
especie en el drea de estudio. El haplogrupo 1 esta conformado por el Hap33, contiene
individuos de los municipios Libertador y Sucre en Venezuela y es el haplotipo de mayor
frecuencia en esa regiéon geografica. Del Hap33 derivan varios haplotipos Unicos o raros (34,
37, 44) y haplotipos de mayor frecuencia (36, 38, 42) que constituyen subpoblaciones de la
especie ubicadas particularmente en el municipio Sucre.  El principal haplotipo del
haplogrupo 2 es el Hap27, que al igual que el Hap33, presenta multiples conexiones con
otros haplotipos que derivan de él a través de un paso mutacional. Este haplogrupo
presenta la particularidad de contener haplotipos de Venezuela y Colombia, los cuales se
integran al conjunto por medio de multiples mutaciones y haplotipos no muestreados como

el Hap20 con P. geniculatus del Meta (Colombia), el Hap6 de los Santanderes y el Hap24 con
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individuos de Sucre (Colombia), Libertador y Sucre (Venezuela), también se observa en este

grupo, haplotipos de la Sierra Nevada de Santa Marta (haplotipos 12 y 18).

El haplogrupo 3 lo representa el Hap9 con una distribucion exclusiva en el territorio
colombiano, encontrado en P. geniculatus del Meta, Casanare y Boyaca. Del Hap9
descienden directamente los haplotipos Hap13 (Meta), Hap14 (Meta y Casanare) y Hap15
(Leticia) y haplotipos de Boyaca, Santanderes y Sucre forman un ciclo alrededor de este
haplotipo. El haplogrupo 4 esta representado por el Hap8, el cual presenta una amplia
distribucién geografica, abarcando los departamentos de Arauca, Casanare, Cérdoba y

Amazonas (Leticia), y es el haplotipo ancestral de los haplotipos 11, 16, 17 y 21.
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llustracion 5. Red de haplotipos basada en parsimonia estadistica obtenida a partir 202
secuencias de un fragmento de gen mitocondrial Cyt-b de P. geniculatus de Colombia y
Venezuela. Las barras pequefias indican los pasos o mutaciones entre haplotipos, los
nodos en negro indican haplotipos no muestreados.
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6. Discusiones

El presente trabajo constituye una aproximacion a la genética de poblaciones y filogenia de
la especie P. geniculatus donde a pesar de ciertas limitaciones como no presentar un
numero homogéneo de individuos por localidad, contraste entre localidades (Venezuela-
urbano, Colombia-rural) y evaluacién con un solo marcador molecular, los resultados
plasmados en esta investigacion permitieron ampliar el conocimiento sobre la
diversificacidon genética de la especie en el norte de Suramérica y que ademas constituye la
base para futuros estudios sobre la importancia epidemioldgica de P. geniculatus en la ECh.

6.1 Diversidad Genética

En el presente estudio, se registré un alto numero de haplotipos (50), lo cual se encuentra
dentro de lo esperado para secuencias de genes mitocondriales hipervariables. Las
poblaciones de Boyacd y Cdordoba en Colombia y Libertador y La Guaira y Venezuela
presentaron una Hd baja respecto a otros estudios en poblaciones de triatominos del
continente americano (54) (tabla 6), lo que es un indicador de disminucion de diversidad
debido a procesos demograficos o pérdida del habitat. En términos generales, la poblacién
de P. geniculatus de Venezuela presenté indices de diversidad genética menores a los
registrados para el conjunto total de poblaciones colombianas de este triatomino. En este
sentido, cabe destacar el origen de estos insectos;, en el caso de P. geniculatus de las
diferentes localidades colombianas, éstas proceden de areas rurales y selvaticas (15),
mientras que los individuos de origen venezolano fueron capturados en el intra vy
peridomicilio de dreas urbanas de los municipios de Libertador y Sucre (DMC) vy el Estado
de la Guaira en el Centro-Norte de Venezuela, los cuales llegan a las viviendas atraidos por
la luz en horas de la noche (5), adicionalmente, se ha registrado evidencia de la posible
domiciliacion de esta especie en areas sub-urbanas del DMC (5,7,46). Las caracteristicas de

las poblaciones de P. geniculatus de Venezuela mencionadas anteriormente, son una
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evidencia de la reduccion del habitat natural de los triatominos con la consecuente
disminucién de fuentes alimentarias, hechos que se ven reflejados a su vez en una pérdida

de diversidad genética.

Tabla 6. Diversidad de un fragmento del gen mitocondrial Cyt-b en poblaciones de
triatominos de Norte, Centro y Suramérica

Region Especies PobI:;;')nes ‘Z’:;t;?:s Haplotipos Hd Referencia
Norte y Centroamérica T. dimidiata 12 24 21,8 21 0,960 Dorn et al, (2009)
T. dimidiata 7 58 101 15 0,901 B'and""('y;lrg)m etal,
T. rubida 7 23 12,5 11 0,913 Pfeiler et al, (2006)
T. recurva 3 8 2,2 5 0,857 Pfeiler et al, (2006)
T.sanguisuga 1 54 14,7 37 0,978 De la Rua et al, (2011)
Suramérica T. infestans 43 98 4,1 11 0,731 Giordano et al, (2005)
R. prolixus 33 551 11,1 15 0,518 Fitzpatrick et al, (2008)
T. brasiliensis 4 361 6,7 29 0,905 Almeida et al, (2008)
T. brasiliensis 17 136 19 35 0,920 Monteiro et al, (2004)
T. infestans 20 223 9 19 0,727 Waleckx et al, (2011)
Colombia P. geniculatus 8 80 20,7 34 0,929 Este estudio
Venezuela P. geniculatus 3 122 9,4 27 0,730 Este estudio
Colombia-Venezuela P. geniculatus 1 200 17,5 50 0,873 Este estudio

Tomado y modificado de: De la Rua et al (2011).

6.2 Estructura Poblacional

El uso de un fragmento del gen mitocondrial Cyt-b permitid observar procesos de
estructuracién entre la mayoria de las poblaciones analizadas, hecho contrario a lo
observado cuando se trabaja con marcadores de origen nuclear, donde en ocasiones no es
posible realizar trabajos a nivel poblacional como lo demuestra un trabajo sobre
diversificacion genética de P. geniculatus en el norte de Suramérica (15), donde al emplear
los genes nucleares (ARNr 28S y 18S), no fue posible observar estructuracion en las

poblaciones evaluadas. Los genes nucleares al ser mucho mas conservados que genes
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mitocondriales como el Cyt-b, suelen ser mds apropiados para los estudios por encima del
nivel de especie o poblaciones con mucho tiempo de separacion a nivel filogenético, como
se observé por ejemplo, en un estudio sobre variabilidad genética de T. rubrovaria de Brazil,
Argentina y Uruguay (49), donde utilizaron secuencias de los espaciadores internos del
transcrito primario del ADN ribosomal ITS-1 e ITS-2., En dicho estudio se encontraron siete
haplotipos, donde tres fueron exclusivos para Brasil, tres exclusivos para Uruguay y uno fue
comun para los tres paises. Por otro lado, en un trabajo sobre estructura genética de T.
brasiliensis en tres localidades del estado de Paraiba en Brasil (76), en cual se utilizd
secuencias del gen Cyt-b, los autores registraron estructuracion de la poblaciéon del
triatomino tanto a nivel geografico como ecoldgico, ya que observaron valores del indice
de fijacidon Fst entre 0,15y > 0,25 entre localidades y entre los ecotopos silvestres e intra'y

peridomiciliarios.

Cabe sefialar que con el uso del Cyt-b en el presente estudio, fue posible registrar
estructuracion de la poblacién entre localidades tanto cercanas (municipios Libertador y
Sucre vs La Guaira en Venezuela), como distantes (tabla 3). Este hecho sugiere que las
poblaciones de P. genicualtus del norte de Suramérica, al no evidenciar estructuracién con
el uso de genes nucleares como se observé en el estudio de Caicedo-Garzén y colaboradores
(15), se han separado en un periodo de tiempo reciente respecto a las poblaciones del cono
sur donde si se ha demostrado estructuracién poblacional con el uso de marcadores

nucleares con una tasa de sustitucion de nucledtidos lenta (49).

En la presente investigacion se amplia la informacién registrada en un estudio sobre
variabilidad genética de P. geniculatus en el Distrito Metropolitano de Caracas en
Venezuela, donde solo se evallan las poblaciones de los municipios Libertador y Sucre (14).
En el presente estudio se incluyé individuos del Estado de Guaira, poblacién contigua al
DMC pero separada de éste por la Cordillera de la Costa, encontrandose una fuerte

estructuracion (Fst > 0,25) y un flujo genético restringido (Nm < 1) entre La Guairay ambos
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municipios del DMC. P. geniculatus presenta una gran capacidad de dispersién al poder
volar trayectos hasta de dos kildmetros, sin embargo, la Cordillera de la Costa representa
una barrera geografica con alturas superiores a los 2000 m.s.n.m., que ha restringido el flujo
genético y originado cambios en las frecuencias alélicas entre dichas localidades, de tal
manera que evolucionan como poblaciones independientes, con lo cual, los efectos de la

deriva genética pueden ser mas evidentes en algunas de estas localidades.

Se realizaron 55 comparaciones de a pares entre poblaciones para determinar la estructura
y flujo genético entre ellas (tabla 3), se encontré que los pares Casanare-Leticia, Sucre-
Santanderes y Libertador-Sucre (Venezuela) presentan un alto flujo genético entre ellas, lo
que se traduce en una estructuracidn practicamente nula entre ellas (Fst =/< 0,05), por lo
tanto, se pueden considerar como poblaciones panmicticas (cada par) donde sus miembros
tienen la misma posibilidad de entrecruzarse al azar y minimizar los efectos de la deriva
genética. Los pares Arauca-Casanare, Arauca-Leticia y Cérdoba-Leticia, presentaron valores
moderados del indice de fijacion (entre 0,12 y 0,17) y valores Nm entre 1,17 y 1,82, en
consecuencia, estas poblaciones se encuentran en un proceso de estructuracion que podria
derivar en la separacidn completa de dichas poblaciones. El resto de las comparaciones
mostraron que las poblaciones se comportan como unidades evolutivas independientes con

valores de Fsr superiores a 0,25 y un flujo genético bastante restringido (Nm < 1).

Las pruebas de neutralidad D de Tajima y D* de Fu y Li mostraron que a excepcién de las
poblaciones del Meta en Colombia y La Guaira en Venezuela, para todas las poblaciones se
puede aceptar la hipdtesis nula de evolucidn neutral, donde éstas no han sido influenciadas
por eventos de seleccidn, contraccidon o expansién de la poblacién ya que los resultados
presentaron valores positivos o negativos, pero estadisticamente no significativos como es
de esperarse en poblaciones que evolucionan neutralmente. En contraste, la poblacién
Meta presentd un valor positivo de la prueba de neutralidad D* de Fu y Li (1,44 P =< 0,05)

estadisticamente diferente a lo esperado bajo la hipdtesis de evolucidn neutral, valores >0
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de esta prueba indican un déficit de sitios Unicos en las secuencias, debido a que han sido
eliminadas por seleccién, por lo que se puede afirmar que la poblacion de P. geniculatus del
departamento del Meta en Colombia ha sido sometida a presiones selectivas. Por otro lado,
la poblaciéon de la Guaira en Venezuela presento valores negativos estadisticamente
diferentes a los esperado bajo hipdtesis de evolucién neutral de las secuencias (D de Tajima
=-1,67 y D* de Fu y Li = -1,83; P < 0,05 para cada estadistico), estos valores indican un
exceso de haplotipos raros en el caso de la prueba de Tajima o un exceso de sitios Unicos
en la prueba de Fu y Li, lo que se traduce en un proceso de expansion poblacional por
posibles cuellos de botella poblacionales en el pasado y por lo tanto dichos haplotipos no

han sido eliminados por seleccién a causa de una aparicién reciente.

Los resultados del presente estudio contrastan con los registrados en el estudio de
variabilidad genética de P. geniculatus de Caracas en Venezuela (14), en dicho trabajo se
evidencio un proceso de expansidn poblacional en la poblacién del municipio Sucre, en el
presente estudio se observé un valor negativo de D de Tajiam (-1,56; P =>0,10), pero dentro

de lo esperado estadisticamente para poblaciones que evolucionan neutralmente.

6.3 Filogenia y Filogeografia

El analisis de secuencias del gen Cyt-b de P. geniculatus de Colombia y Venezuela produjo
un arbol en que se pudo observar procesos de cladogénesis del gen a nivel local y regional
gue coinciden con los clados observados en los trabajos sobre P. geniculatus del norte de
Suramérica y del centro-norte de Venezuela (14,15). Sin embargo, en esta investigacién se
contd con un conglomerado de muestras superior al de ambos trabajos, lo que incidié en la
observacion de un panorama filogenético distinto al registrado en esas investigaciones. El
super clado | (llustracién 4) concentra P. geniculatus de Colombia y Venezuela y dentro de

éste, el clado 5 presenta individuos del Meta, Casanare y Venezuela con un soporte de rama
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del 97%. Esto podria indicar que el super clado | contiene haplotipos procedentes de un
centro de origen y dispersion de especies a partir del cual ocurrid la separacion de las

poblaciones de P. geniculatus de Venezuela y otras localidades de Colombia.

La literatura consultada registra pocos trabajos filogenéticos y de variabilidad genética a
nivel poblacional de la especie P. geniculatus, situacién originada por ser considerada un
vector secundario en la epidemiologia de la tripanosomiasis americana. No obstante, otros
trabajos han abordado aspectos morfolégicos o bioquimicos para indagar la posible
diferenciacién de poblaciones con diferente origen geografico. Es asi como en un estudio
sobre perfiles electroforéticos de la hemolinfa de P. geniculatus de diferentes regiones del
centro-norte de Venezuela (sabanas, piedemontes, bosque tropical y zonas urbanas), se
registré gran homogeneidad dentro de la especie independientemente de la poblacién de
origen, en dicha investigacion solo se encontraron diferencias entre los perfiles de hembras
y machos (77). En contraste, el analisis filogenético realizado en la presente investigacion,
registrd la estructuracién filogenética de la especie P. geniculatus con la formacién de
clados y subclados en las mismas localidades abordadas por el estudio de perfiles
electroforéticos de la hemolinfa de este triatomino, los resultados obtenidos en dicho
estudio pueden ser consecuencia de que la fuente de informacidn elegida por los autores

haya sido muy conservada como para poder capturar variaciones a nivel intraespecifico.

Otro estudio abarcé aspectos relacionados con la morfometria geométrica de P. geniculatus
de Caracas (centro-norte de Venezuela) y Sanare en el estado Lara (occidente de Venezuela)
(78), los autores de ese estudio encontraron que las alas y cabeza de las hembras de esta
especie en Caracas, eran mas pequeiios que en hembras de Sanare. Si bien el estudio
mencionado anteriormente pone al descubierto la diferenciacion morfolégica de P.
geniculatus en areas geogréficas distantes, a nivel molecular se encontré diferenciacion de
poblaciones dentro de una misma drea geografica, hecho evidenciado por la conformacion

de subclados integrados principalmente por P. geniculatus de |la Parroquia conocida como
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Petare en el municipio Sucre del DMC, la favela mas grande de América Latina. Cabe
destacar también que la poblacion de P. geniculatus del departamento del Meta también
presenta diferenciacién a nivel local, ya que conforma cuatro clados en esta localidad

(clados 3, 4,5y 7).

A través del analisis de red de haplotipos fue posible observar cuatro haplogrupos
(ilustraciéon 5), que muestran la posible dispersion de P, geniculatus en el norte de
Suramérica, el haplogrupo 1 presenta individuos procedentes exclusivamente de
poblaciones venezolanas, mientras que el haplogrupo 2 presenta individuos de poblaciones
colombianas y venezolanas (Venezuela: Libertador, Sucre y la Guaira; Colombia: Meta,
Sucre, Norte de Santander y Casanare), el haplogrupo tres contiene individuos
exclusivamente de Colombia, pero tiene la particularidad de incluir individuos de
poblaciones igualmente presentes en el haplogrupo 2 (Meta, Casanare, Santanderes y
Sucre), mientras que el haplogrupo 4 solo comparte individuos de la poblacién del Casanare
con los haplogrupos 2 y 3. Este escenarios plantea que la regién geografica comprendida
por los departamentos del Meta, Santander, Norte de Santander y Sucre, representaron
una zona de dispersidn y separacién de las poblaciones de P. geniculatus hacia ambos lados

de la Cordillera Central de Los Andes.

En un estudio sobre poblaciones silvestres de T. infestans de Bolivia, donde también se usé
el gen mitocondrial Cyt-b, se plated una hipdtesis similar a la propuesta en la presente
investigacion respecto al origen de las poblaciones de P. geniculatus de Venezuela y
Colombia (79), en dicho estudio, los autores proponen qué en la region central de los Andes
Bolivianos se originaron las poblaciones de T. infestans. La evidencia encontrada en la
presente investigacién sugiere que las poblaciones de P. geniculatus del norte de
Suramérica tienen un origen en la regidn geogréfica de la Cordillera Oriental de Los Andes,
y la separacién de las poblaciones tuvo lugar una vez se produjo el levantamiento de dicha

cordillera como lo plantea un estudio sobre filogeografia de triatominos del género Meparia
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en Chile (80) y un estudio sobre diversificacion genética de P. geniculatus en el norte de
Suramérica (15), sin embargo, el elevado nimero de mutaciones que une a los haplotipos
de Santander y Sucre (haplotipos 5, 22, 23,49, 50, 51 y 52) con el Hap9 (Casanare, Meta y
Boyaca) sugiere que el tiempo separacion de estas poblaciones es mucho mayor respecto
al tiempo de separacién de los haplotipos mas frecuentes y que conforman los haplotipos
centrales de los cuatro haplogrupos descritos en esta investigacién (Hap8, Hap9, Hap27 y
Hap33). Esta evidencia permite sugerir una segunda hipétesis, la cual platea que el
haplotipo ancestral de todas poblaciones pudo estar distribuido en el area geografica

comprendida por los departamentos de Santander, Bolivar y Sucre en Colombia.
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7. Conclusiones y Recomendaciones

7.1 Conclusiones

La conformacion de subclados dentro de una misma poblacion como se evidencié en la
poblacién del departamento del Meta en Colombia y el DMC en Venezuela muestran la gran
capacidad adaptativa de la especie P. geniculatus a diferentes habitats y micro-habitats, ya
gue a pesar de ser un insecto capaz de volar trayectos hasta de dos Km, si este consigue un
lugar que le brinde refugio y proteccion contra depredadores y una fuente de alimentos,
éste adquiere habitos sedentarios y restringe su desplazamiento, lo que trae como
consecuencia una restricciéon en el flujo genético a nivel local, dando lugar a procesos de

cladogénesis en simpatria.

La evidencia aportada por esta investigacidon sugiere que el haplotipo ancestral de las
poblaciones de P. geniculatus pudo estar distribuido en un corredor conformado por el area
geografica que componen los departamentos de Sucre, Bolivar y Santander,
posteriormente con el levantamiento de la cordillera de los Andes, se produjo una rapida
diversificacion de la especie conformando las poblaciones actuales del Este y Sur de
Colombia y su dispersion en el centro norte de Venezuela, donde otro proceso de
divergencia dio origen al aislamientos de las poblaciones de la Sierra Nevada de Santa
Marte, Norte de Santander y zonas del Departamento de Sucre, las cuales se encuentran
filogenéticamente mas prdéximas a las poblaciones del centro norte de Venezuela que a las

poblaciones del Este y Sur de Colombia.

El presente trabajo de investigacién constituye un valioso aporte a la comprensién de la
biologia de la especie P. geniculatus y un aporte como punto de partida para estudios en

epidemiologia molecular y abordar aspectos como el potencial colonizador de viviendas,
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capacidad vectorial y adaptaciéon a micro-habitats entre otros, ya que esta especie ha

mostrado tener un rol cada vez mas importante en la epidemiologia de la ECh.

7.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar un estudio donde se incluyan muestras de los departamentos del
Atlantico y Bolivar a fin de evaluar la hipdtesis propuesta en la presente investigacioén, la
cual plantea que el haplotipo ancestral de las poblaciones de P. geniculatus de la regién
Norte de Suramérica se encuentra o estuvo distribuido en un corredor conformado por los

Departamentos de Sucre, Bolivar y Santander.
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A. Anexo

Anexo 1. Secuencias del gen Cyt-b de P. geniculatus de Colombia y Venezuela

Pais Poblacion Aislado Cddigo GenBank
MK829916.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 77-AraucaPgCytb 458
MK829915.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 75-AraucaPgCytb 458
MK829914.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 74-AraucaPgCytb 458
MK829899.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 73-AraucaPgCytb 458
MK829898.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 71-AraucaPgCytb 458
MK829890.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 72-AraucaPgCytb 458
MK829889.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 7-AraucaPgCytb 458
MK829901.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 5-AraucaPgCytb 458
MK829897.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 70-AraucaPgCytb 458
MK829892.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 76-AraucaPgCytb 458
MK829891.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 11-AraucaPgCytb 458
MK829893.1:8-
Colombia  Arauca P. geniculatus 79-AraucaPgCytb 458
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Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Boayacd

Boayaca

Boayaca

Boayacd

Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare

Casanare

. geniculatus 100-BoyacaPgCytb

. geniculatus 107-BoyacaPgCytb

. geniculatus 106-BoyacaPgCytb

. geniculatus 105-BoyacaPgCytb

. geniculatus 54-CasanarePgCytb
. geniculatus 52-CasanarePgCytb
. geniculatus 50-CasanarePgCytb
. geniculatus 69-CasanarePgCytb
. geniculatus 66-CasanarePgCytb
. geniculatus 64-CasanarePgCytb
. geniculatus 62-CasanarePgCytb
. geniculatus 61-CasanarePgCytb
. geniculatus 60-CasanarePgCytb
. geniculatus 56-CasanarePgCytb
. geniculatus 51-CasanarePgCytb
. geniculatus 58-CasanarePgCytb
. geniculatus 57-CasanarePgCytb
. geniculatus 55-CasanarePgCytb
. geniculatus 67-CasanarePgCytb
. geniculatus 59-CasanarePgCytb
. geniculatus 68-CasanarePgCytb

. geniculatus 65-CasanarePgCytb

MK829936.1:8-
458
MK829888.1:8-
456
MK829887.1:8-
456
MK829886.1:8-
456
MK829927.1:8-
458
MK829926.1:8-
458
MK829925.1:8-
458
MK829913.1:8-
458
MK829912.1:8-
458
MK829911.1:8-
458
MK829910.1:8-
458
MK829909.1:8-
458
MK829908.1:8-
458
MK829907.1:8-
458
MK829906.1:8-
458
MK829928.1:8-
458
MK829921.1:8-
458
MK829920.1:8-
458
MK829903.1:8-
458
MK829902.1:8-
458
MK829900.1:8-
458
MK829873.1:8-
458
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Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Casanare

Cérdoba

Cérdoba

Cérdoba

Norte de

Santander

Norte de

Santander

Santander

Santander

Santander

Santander

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

. geniculatus 63-CasanarePgCytb
. geniculatus 84-CordobaPgCytb
. geniculatus 83-CordobaPgCytb
. geniculatus 82-CordobaPgCytb
. geniculatus 2-NSantPgCytb
. geniculatus 1-NSantPgCytb
. geniculatus 14-SantPgCytb
. geniculatus 12-SantPgCytb
. geniculatus 9-SantPgCytb

. geniculatus 80-SantPgCytb
. geniculatus 44-MetaPgCytb
. geniculatus 19-MetaPgCytb
. geniculatus 49-MetaPgCytb
. geniculatus 37-MetaPgCytb
. geniculatus 27-MetaPgCytb
. geniculatus 20-MetaPgCytb
. geniculatus 31-MetaPgCytb
. geniculatus 48-MetaPgCytb
. geniculatus 47-MetaPgCytb
. geniculatus 41-MetaPgCytb
. geniculatus40-MetaPgCytb

. geniculatus 36-MetaPgCytb

MK829932.1:8-
458
MK829904.1:8-
458
MK829895.1:8-
458
MK829894.1:8-
458
MK829869.1:8-
458
MK829868.1:8-
458
MK829885.1:8-
458
MK829866.1:8-
458
MK829865.1:8-
458
MK829867.1:8-
458
MK829884.1:8-
458
MK829882.1:8-
458
MK829883.1:8-
458
MK829931.1:8-
458
MK829930.1:8-
458
MK829929.1:8-
458
MK829881.1:8-
458
MK829943.1:8-
458
MK829942.1:8-
458
MK829941.1:8-
458
MK829940.1:8-
458
MK829939.1:8-
458
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Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Venezuela
Venezuela

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta

Meta
Magdalena
Magdalena
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas

Amazonas
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Libertador
Libertador

R

<

)

o

P.

P

. geniculatus 25-MetaPgCytb
. geniculatus 24-MetaPgCytb
. geniculatus 33-MetaPgCytb
. geniculatus 30-MetaPgCytb
. geniculatus 29-MetaPgCytb
. geniculatus 39-MetaPgCytb
. geniculatus 28-MetaPgCytb
. geniculatus 18-MetaPgCytb
. geniculatus 34-MetaPgCytb
. geniculatus 26-MetaPgCytb
. geniculatus 17-MetaPgCytb
. geniculatus 122-SNSMPgCytb
. geniculatus 120-SNSMPgCytb
. geniculatus 129-LeticiaPgCytb
. geniculatus 128-LeticiaPgCytb
. geniculatus 130-LeticiaPgCytb
. geniculatus 131-LeticiaPgCytb

. geniculatus 127-LeticiaPgCytb

PgCSTC1
PgCSTC2
PgCSTC5
PgCSTC6
PgCSTC22
PgCSTC26
PgDMLEV804_10
PgDMLANS20_10

MK829938.1:8-
458
MK829937.1:8-
458
MK829935.1:8-
458
MK829934.1:8-
458
MK829933.1:8-
458
MK829924.1:8-
458
MK829923.1:8-
458
MK829922.1:8-
458
MK829872.1:8-
458
MK829871.1:8-
458
MK829870.1:8-
458
MK829880.1:8-
458
MK829879.1:8-
458
MK829919.1:8-
458
MK829896.1:8-
458
MK829905.1:8-
458
MK829918.1:8-
458
MK829917.1:8-
458
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
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Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela

Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador

PgDMLER325_11
PgDMLEJ10611
PgDMLEJ31911
PgDMLEP11610
PgDMLS0711
PgDMLEJ44210
PgDMLS1311
PgDMLS30710
PgDMLST114510
PgDMLEJ40311
PgDMLC129910
PgDMLEN43510
PgDMLCM96510A
PgDMLCO16310
PgDMLEJ22811
PgDMLEJ24311
PgDMLEJ27311
PgDMLEN11511
PgDMLEN31811
PgDMLEP35911
PgDMLER1086_10
PgDMLER126610
PgDMLLP28511
PgDMLLV114810
PgDMLS17710
PgDMLEV47210
PgDMLER305_10
PgDMLER1260_10
PgDMLEJ2610B
PgDMLM70910
PgDMLS7110
PgDMLS21211
PgDMLS24111B
PgDMLSI772_10
PgDMLLC326_11
PgDMLAL124710
PgDMLM74610R
PgDMLEJ2610A
PgDMLAL20810
PgDMLS15411

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
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Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela

Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Libertador
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre

PgDMLCO1140_10
PgDMLLV137910
PgDMLSA0310
PgDMLC69610
PgDMLCM96510D
PgDMLS35810
PgDMSFM131_10
PgDMSCA847_10
PgDMSLD260_11
PgDMSCA41811
PgDMSCA84710
PgDMSFM346_11
PgDMSFM6010
PgDMSFM116410
PgDMSP0204
PgDMSP0511
PgDMSP2305A
PgDMSP2411B
PgDMSP3404
PgDMSP4411
PgDMSP6713
PgDMSP7611A
PgDMSP15612
PgDMSP16008B
PgDMSP16408A
PgDMSP18311A
PgDMSP23713
PgDMSLD34909
PgDMSP40708
PgDMSP57608
PgDMSFM71128
PgDMSP33612
PgDMSP46511
PgDMSP2312
PgDMSP3413
PgDMSP3510
PgDMSP4111
PgDMSP7907
PgDMSP10312A
PgDMSP10312B

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
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Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela

Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
Sucre
La Guaira
La Guaira
La Guaira
La Guaira
La Guaira
La Guaira
La Guaira
La Guaira

PgDMSP12210
PgDMSCA16311
PgDMSLD45810
PgDMSP2909A
PgDMSP2909B
PgDMSP15413
PgDMSP16610
PgDMSP30512
PgDMSP17213
PgDMSP28409
PgDMSP6311
PgDMSP1904A
PgDMSCA11911
PgDMSFM35111
PgDMSLD1404_10
PgDMSP1909
PgDMSP4907
PgDMSP7611B
PgDMSP14313
PgDMSP18909
PgDMSP20609
PgDMSP20809
PgDMSP23408
PgDMSP34311
PgDMSP38712
PgDMSP39412
PgDMSP16008A
PgDMSP11912
PgDMSP37508
PgDMSP13713B
PgDMSP2005
PgDMSP0311
PgVCLM304_10
PgVCRB863_10A
PgVCRB894_10
PgVCRB949_10A
PgVCRB86310H
PgVM687_10
PgVCRB86310E
PgVCY1713

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
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