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RESUMEN

La biologia molecular ha sido aplicada al estudio de
genética de poblaciones y recientemente se han enfocado
estas técnicas a la investigacion de triatominos. En esta
investigacion se aplicé la técnica de Amplificacién al
Azar de ADN Polimérfico (RAPD’s) para profundizar en
el conocimiento de los patrones reproductivo y
migratorio de Tiviatoma dimidiata debido a que se ha
detectado la reinfestacién de Tdimidiata en casas
rociadas. Siendo T dimidiata el principal vector de la
enfermedad de Chagas, se planted conocer mejor sus
patrones reproductivos y migratorios, ya que esto podria
contribuir ha mejorar las estrategias para el control de
este vector.

Se seleccionaron principalmente, dos tipos de muestras:
individuos control, resultantes del cruce entre dos
progenitores virgenes conocidos y muestras de campo en

las cuales se desconocia a los progenitores machos: Tios—

individuos de campo fueron colectados en los municipios
de Ixhuatan y Pueblo Nuevo Vifias del Departamento de
Santa Rosa.

Entender el proceso genético relacionado con la
copulacién y fecundacion de estos triatominos permitid
enfocar mejor las alternativas contra la reinfestacién de
las casas rociadas. Los resultados obtenidos sugieren que
las hembras de 7. dimidiata copulan con varios machos.
Esto se aprecié visualmente al graficar con
dendrogramas los datos de los analisis de agrupamiento
realizados entre los individuos control y los individuos
de campo. Es posible que sean los machos de Tiviatoma
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dimidiata  los que determinen los movimientos
poblaciones de esta especie. va que son inducidos a
copular con varias hembras y que tienen una mayor
capacidad de vuelo.

Este es el primer trabajo que documenta la poliandria en
Tiviatoma dimidiata y plantea el papel preponderante del
macho de esta especie en los movimientos poblacionales.
Se recomienda ampliar este tipo de estudio
fundamentando el andlisis con una mayor cantidad de
loci evaluados y utilizar técnicas alternativas al
corrimiento de las muestras en geles de agarosa, que
permitan una me jor resoluciin del patron de bandeo.

INTRODUCCION

El presente provecto es una continuacién de una serie de
trabajos de investigacidn que se han estado realizando
desde 1992 en relacidn con los vectores de la enfermedad
de Chagas. En el afio 2000 se inicid una campafia
nacional para el control de los vectores de esta

enfermedad. El financiamiento fue aportado por le
gobierno de Japdén y el Ministerio de Salud Publica de
Guatemala.

Investigaciones previas han mostrado que Tiviatoma
dimidiata se encuentra localizada como vector en 18 de
los 22 departamentos, en condiciones silvestres y
peridomiciliares, y recientemente se ha identificado la
reinfiestacion de las casas rociadas por los programas de

! Proyecto financiado por fa Direccién General de Investigacién de Ia Universidad de San Carlos de Guatemala; la Organizacion Mundial

de ka Salud, proyecto TDR y NETROPICA.

2


mailto:cmonroy@usac.edu.gt
mailto:lenap@usac.edu.gt
htt://www.usac.edu.gt/-lenap
https://doi.org/10.54495/Rev.Cientifica.EdicionEspecial2002.246
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es

Revista Cientifica

7 Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

EDICION ESPECIAL. REVISTA CIENTIFICA
R OGYY
ISSN: 2070-8246 |SSN-e: 2224-5545

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

control del vector (Mowmroy et o, 1995). Frente a esta
situacién se planted la posibilidad de contribuir en la
mejora del enfoque estratégico para el control de
Tdimidiata como vector de la enfermedad de Chagas,
profundizando en el estudio poblacional de esta especie,
aplicando la biologia molecular a la genética 'de
poblaciones.” “Una de las causas de movimientos de
poblacién en insectos son estimulos reproductivos , este
provecto ' pretendié determinar’ algunos detalles de la
reproduccién de esta especie.

Se aplic6 la téenica RAPD’s para crear un perfil del
genoma de los individuos control, de los cuales se
conocia alos dos progenitores, y de individuos de campo,
de los cuales se desconocia al progenitor macho. De esta
forma ‘se ‘estudié el papel de la reproduccion en el
comportamiento en movimientos de poblacién de la
especie, determinando si las hembras recibian el esperma
de uno o varios machos y la forma en que f=cundaban sus
huevos, Por otro lado se cuantificaron las frecuencias
génicas de'una poblacién de Tiviatoma dimidiara del
Municipio de Ixhuatdn y Pueblo Nuevo Vinas, en el
departamento de Santa Rosa, estableciéndose asi las
bases necesarias para determinar posibles
reinfestaciones posteriores a los rociamientos.

METODOLOGIA.

Los individuos de Tixiatoma dimidiata se colectaron en
los municipios de Ixhuatdn y Pueblo Nuevo Vifias del
Departamento de Santa Rosa. Se seleccionaron las ninfas
de quinto estadio y se aislé cada una en un frasco, hasta
que llegaran al estadio adulto. Los individuos adultos
fueron sexados para realizar cruces selectivos. Unas
hembras virgenes se cruzaron con un solo macho y otras
con dos. Los huevos que ovipuso cada hembra con el
macho seleccionado se colocaron separadamente hasta
su - eclosion. Las crias se alimentaron hasta que
alcanzaron el primero, segundo o tercer estadio Jarvario.
Los adultos parentales y las crias se preservaron en
alcohol al 95% con 5% de glicerol a 4 °C.  Luego se
cortaron las patas. s¢ lavaron y se extrajo el ADN.
También se seleccionaron hembras de campo,
desconociéndose se habian copulado con uno o mas
machos. Las crias de estas hembras se procesaron como
muestras desconocidas.

Por la diferencia de tamafio significativa entre estadios
se tomo el siguiente patrén para la extracciin de ADN
del musculo de 'as patas.

| Seis Patas o todo el insecto
| Todo &l insecto.

Segundo Estadio.(sin ingurgitar)
Primer estadio (sin ingurgitar)

[ ESTADIO | CANTIDAD, DE PATAS A USAR |
Aduito hembra 0 macho | Dos patas |
Quinto estadio | Dos patas |
Cuarto estadio | Tres patas |
Tercer estadio | Tres Patas |

|
|

Las patas de cada individuo preparadas para la
extraccion. se colocaron en un eppendorf estéril con 100
L de buffer. Las patas se maceraron para extraer,
mecanica y quimicamente el ADN de las células
musculares. ' Se centrifugaron los macerados y se
colocaron 30 minutos en Bafio Maria a 65 °C.
Posteriormente se les agregd a cada uno, 14 L de acetato
de potasio. Después de 15 minutos de incubacion en
hielo. se centrifugaron’ 10 minutos y se transfiri6 el
sobrenadante de cada eppendorf a uno nuevo y estéril. A
cada sobrenadante se le agregaron 200 L de etanol al 95%
v se centrifugd nuevamente por 20 minutos. Cada
precipitado se lavo con etanol al 70%y 100% y una vez
seco, se resuspendié en una solucion de TE con 1 U de
ARNasa. El ADN extraido se mantuvo 20° C.

Amplificacién de ADN y Corrimiento de geles:

Para amplificar el ADN se crearon “in vitro” las
condiciones necesarias para que ocurriera la replicacion.
Para eso se agregaron 17 L de una solucion con
“primers™ L4 6 L1 de Operon, nucleétidos y cloruro de
magnesio. Luego se adicionaron 2L de ADNy 1 L de
Taq polimerasa. Finalmente se colocaron las muestras en
el termociclador. Este aparato puede wvariar
drasticamente de temperaturas elevadas a temperaturas
bajas. Se programo para que realizara 34 ciclos. En cada
ciclo la temperatura variaba de la siguiente manera: |1
minuto a %4 °C, 2 minutos a30 °C y 1 minutoa 72 °C.

Después de amplificar las muestras se utilizaron 7 L de
solucién con amplicones (el resultado de la
amplificaciéon) y 2 L de colorante para cargar los pozos y
correr las muestras amplificadas por 75 minutos a 100
voltios en una camara de electroforesis BIORAD. Se
utiliz6 un gel de agarosa al 1.3% tefiido con bromuro de
etidio. La lectura de las bandas se realizé con un
transiluminador y se fotografiaron con una cdmara
digital Olympus de 1.3 megapixels. - Las fotografias
fueron trasladadas « una comyutadora IBM.

(9%}
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Los “primers™ utilizados para la amplificacion fueron L4
(5"-GTGGATGCGA- 37) con un peso molecular de 3099
D, L1 (5-CGGCCCCTG G-37) con un peso molecular
de 2996 D y H5 (5-TAGGATCAGA-3") con un peso
molecular de 3067 D, de la casa Operon. Para el andlisis
de los datos se hizo el supuesto que la poblacion de
triatominos en esa region estaba en equilibrio Hardy-
Weinberg.

Los datos fueron analizados con el programa RFLP-
SCAN, el cual fue proporcionado por el Dr. Andreas
Langsdorf de la Universidad de Giessen, Alemania. Este
programa calcula la densidad optica de las imagenes de
geles, reconociendo los carriles y detectando con
precision la presencia de bandas. Una vez detectadas las
bandas, y calibrados los marcadores moleculares
(soluciones con distintos fragmentos de ADN con pesos
moleculares conocidos), el programa calcula el peso
molecular de cada banda, determina indices de similitud
y genera dendrogramas.

Frecuencias obtenidas con el “primer” L1

RESULTADOS
PRIMERS O CEBADORES

Los primer L1y L4 de Operon pueden ser seleccionados
para amplificar con RAPD’s regiones del genoma de
Tiviatoma dimidiata. No se recomienda el uso del primer
H5 de Operon ya que ofrece una amplificacion muy
pobre en la mayoria de especimenes de Tiviatoma
dimidiata.

FRECUENCIAS GENICAS

Se seleccionaron 35 individuos para calcular las
frecuencias génicas. Con el “primer” L4 se obtuvieron
resultados vélidos para los 35 individuos; el “primer” L1
dio resultados vélidos para 21 individuos. Conel L1 se
determinaron 13 loci de los cuales solamente 7 tenian
frecuencias comprendidas entre 0.1 y 0.6, con el L4 se
determinaron 6 loci de los cuales solo 3 tenian
frecuencias entre 0.1 y 0.6. El estudio por lo tanto se

realizo con un total de 10 loci.
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Frecuencias obtenidas con el primer L4
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INDICES DE SIMILITUD Y DENDROGRAMAS

En la fotografia se observa el tipico gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio.

El primero y ultimo carrl muestran las bandas'
estandares de los marcadores de peso molecular.

En los otros carriles se observan las bandas
resultantes de una amplificacion.

Fa MILIAS CONTROL
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FAMILIAS DE CAMPO
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ANALISIS DE AGRUPAMIENTO JERARQUICO ENTRE INDIVIDUOS DE LAS FAMILIAS 114A, PH y PQ

Dendrograma utilizando Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine
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~ Individuos de campo dispersos, con indices de similitud bajos,
genéticamente distantes.

Las intersecciones entre individuos cercanas a 0 en la escala
superior, indican que los individuos estdn relacionados
genéticamente. Entre mds se acercan las intersecciones entre los
individuos a 25 en la escala superior, més distantes genéticamente
se encuentran los individuos.
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ANA.IISIS DE AGRUPAMIENTO JERARQUICO ENTRE
INDIVIDUOS DE LAS FAMILIAS 114, 114A PH y PQ
Dendrograma utilizando Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine
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COPULACION

Los andlisis de agrupamiento realizados revelan que las
crias de campo (las crias de las familias PH y PQ)
aparecen mas dispersas en los dendrogramas que las crias
control (las crias de las familias 114, 114 Ay 112). Esta
mayor dispersion de las crias de campo, frente a la
descendencia de familias conocidas que aparecen en
bloques mas compactos, puede estar indicando que
proceden de la copulacion de una hembra con mds de un
macho.

DISCUSION

Este trabajo es uno de los primeros que se realizan en
Guatemala en relacion con genética de poblaciones de
insectos utilizando técnicas moleculares como RAPDS-
PCR. La estandarizacidon y condiciones constantes -
como el que las mismas personas realicen la
amplificacion y el corrimiento de geles- son aspectos
importantes para el éxito de la técnica. Las
amplificaciones @on los primers L1 y L4 de la casa
“Operon” demostraron que éstos pueden ser utilizados
para amplificar regiones del genoma de triatominos
ofreciendo resultados reprodugilbles con la técnica
RAPD’s. No asi el primer HS de la misma casa con el
cual no se pudieron obtener amplificaciones
satisfactorias.

En los estudios de genética de poblaciones es necesario
determinar las frecuencias génicas de los alelos que se
desean analizar. Este debe ser un paso previo al estudio
de indices de similitud o grados de parentesco, pues es
necesario seleccionar regiones del genoma con una
frecuencia intermedia para evitar cualquier tipo de sesgo
en los andlisis subsecuentes. Con la determinacion de las
frecuencias génicas se pudieron seleccionar Unicamente
10 loci para realizar los andlisis de agrupamiento.
Comparando esta cifra con estudios andlogos, resulta que
este nmero de loci es bajo. Esto es una limitante que se
presento en la investigacion, ya que disminuy®d el rigor en
el anélisis de agrupamiento. Por lo tanto, se sugiere
ampliar el estudio con los resultados de amplificaciones
realizadas con los “primers” L2 y H3 de la casa Operon.

Luego de seleccionar las regiones del genoma para
analizar, se estudiaron dichas regiones en las muestras
control y en las muestras de campo. Los amplicones
fueron separados por electroforesis y analizados con el
software “RFLPscan”. Con este programa se determinj

8

la presencia o ausencia de bandas traduciendo el patron
de cada individuo a una base binaria para calcular los
indices de similitud necesarios para generar los
dendrogramas. Los dendrogramas son uno de los
diversos recursos estadisticos para realizar andlisis de
agrupamientos. La interpretacion inicia reconociendo
visualmente los grandes bloques o grupos.
Seguidamente se identifican los subgrupos. hasta llegar a
los nlcleos, los que traducen la mayor similitud
encontrada entre los individuos estudiados. En el primer
dendrograma se ve claramente que los individuos de
campo (PQ-1, PQ-7, PQ-8. PQ-I1. PH-3, PH-4) no
aparecen agrupados, estan dispersos. Esto significa que
no estan emparentados entre si. El resto de individuos de
campo y los controles aparecen agrupados. Esta
interpretacion descriptiva del dendrograma sugiere que
los individuos de campo agrupados son hermanos
completos, provienen de la copulacion de la hembra con
un solo macho y que existe una alta probabilidad para que
los individuos de campo dispersos en el dendrograma
provengan de la copulacion de una hembra con varios
machos. Estos resultados sefialarian que la reproduccion
puede ser un factor desencadenante de movimientos
poblacionales o migratorios, coincidiendo con los
modelos panmicticos de reproduccion.

Como las hembras de 7. dimidiara disponen de una
espermateca para almacenar el esperma. la copulacion
frecuente se observa facilmente en el laboratorio. Los
machos estdn mucho mds activos para poder trasmitir sus
genes a generaciones sucesivas. Esto podria explicar los
hallazgos de proporciones ligeramente difierentes de
machos y hembras en algunos domicilios.

Tabaru et. al. (1995) sefialé que los machos tienen una
mayor capacidad de vuelo que las hembras. Un patrén
etoldgico de este tipo tiene generalmente un estimulo
reproductivo. En este caso el patron de migracion
encontrado estaria relacionado con el estimulo
reproductivo que sufren los machos al verse forzados a
competir v buscar las hembras dispuestas a la copulacién
(en este caso seria poco probable que las ninfas se vean
inducidas a este tipo de patrén migratorio).

Este dato aunado a la necesidad de fecundaciones
sucesivas sefialan la posibilidad que sean los machos los
que determinen los movimientos poblaciones de
Ti-iatoma dimidiata

Uno de los objetivos de la propuesta original de
investigacién se relaciona con la busqueda de
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aternativas a la reinfestacion de Triatoma dimidiata.
Este proyecto permitu esclarecer los procesos que
pueden inducir movimientos poblacionales desde
ambientes silvestres adomiciliares. Lacomprension de
las posibles causas que originan este comportamiento
permitiria plantear alternativas a los procesos de
reinfestacion de esta especie. Esta informacion puede
ser utilizada en relacion a los rociamientos con
insecticidas, ya que éstas deberian coincidir con las
épocas de mayor migracion de machos. Para esto se
habria que realizar otro trabajo de investigacion en laque
se estudiaran los movimientos mensual es.

Los resultados de laboratorio de este proyecto junto
con los datos aportados en trabajos previos de campo,
orientan la procedencia de la reinfestacion de las
viviendas en los machos de T.dimidiata. ya que éstos son
los mas afectados por €l estimulo reproductivo, al verse
en lanecesidad de movilizarse paracopular varias veces
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