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RESUMEN

El complejo de especies Lutzomyia longipalpis, es el grupo mas importante perteneciente a
la familia de dipteros Psychodidae, denominados comunmente como flebotomineos 0
fleb6tomos y considerado como importante transmisor de la Leishmania chagasi, parasito
causante de la Leishmaniasis Visceral Americana (LVA). El complejo de especie, tiene
distribucion Neotropical, estd conformada por dos especies morfoldgicas: Lutzomyia
pseudolongipalpis (Arrivillaga y Feliciangeli, 2001) y Lutzomyia longipalpis sensu lato
(Lutz y Neiva, 1912). Lutzomyia longipalpis s. |. esta conformado por cuatro (4) especies
filogenéticas, que se diferencian genéticamente con base en marcadores moleculares, tales
como, la region mitocondrial COI, y marcadores quasi-diagnosticos como la izoenzima
Glucosa Fosfato Isomerasa (GPI). Hasta la fecha, los estudios moleculares con L.
longipalpis s. |., habian tenido un enfoque de genética de poblaciones y filogenéticos, pero
no se habian realizado estudios sobre la variabilidad genética mitocondrial de las especies
en toda su distribucion geogréafica. El objetivo de este trabajo es evaluar la distribucion
espacial de la variabilidad genética en el complejo Lu. longipalpis, utilizando 343
secuencias con 540 pb del gene mitocondrial Citocromo C Oxidasa | (COIl), de doce
localidades de 6 paises, Colombia, Costa Rica, Brasil, Honduras y Venezuela con base en
métodos de filogeografia no sensu estricta, como son las redes de haplotipo. Los resultados
mostraron la congruencia con los resultados filogenéticos y la presencia de cuatro especies
(A, B, C y D). La distribucion y conexion de los haplotipos sugieren la relacion de la
orogénesis andina con la especiacion simpatrida del grupo andino y la dispersion de las
especies a los ecosistemas terrestres de cada region en el grupo Brazilian

Palabras claves: complejo Lutzomyia longipalpis, ADN, redes, haplotipos, distribucion

genética, distribucidn espacial, sensu lato, COL.

xiii



ABREVIATURAS

Ae.: Aedes

ARNTt: Acido ribonucleico de transferencia
ARNmMt: ARN mitocondrial

COl: Citocromo C Oxidasa region |
H:Haplotipo

L.: Leishmania

Lu.: Lutzomyia

LV: leishmaniasis visceral

s. |.: sensu lato

SIG: Sistema de informacion geografica

Xiv



CAPITULO |
1.1 INTRODUCCION

Los flebotomineos neotropicales son un grupo diverso de dipteros, con amplia distribucion
geografica y con similaridad morfoldgica y ecoldgica entre la mayoria de sus especies. En
el neotrépico este grupo de insectos estd compuesto por 865 especies distribuidas en 3
géneros segun la clasificacion convencional (Young y Duncan, 1994), el género dominante
por su distribucién geografica y abundancia es Lutzomyia. Dentro de este género, el
complejo de especies Lutzomyia longipalpis, es el grupo mas importante en el area

Neotropical por su capacidad vectorial (Bejarano, 2006).

Segun Corredor y col. (1989), esta especie es considerada como principal vector de la
Leishmaniasis visceral (LV) Americana causada por el parasito Leishmania (Leishmania)
chagasi (Lainson y col., 1977), parasito considerado por muchos autores como una variante
geogréfica de Leishmania (L.) infantum, conocida como el agente etioldgico de la LV en el

area del mediterraneo (Bofante-Garrido y col., 2007).

Lutzomyia longipalpis, fue descrita inicialmente como una especie simple desde material
bioldgico colectado en Brasil por Lutz y Neiva (1912), y nominado como Phlebotomus
longipalpis. Luego, fue renombrada por Franca en 1920 como Lutzomyia longipalpis, con
base en el material facilitado por el Doctor Adolpho Lutz (Mangabeira, 1969). Esta especie
segun la clasificacion de Young y Duncan (1994) pertenece a la clase insecta por tener tres
pares de patas, al orden Diptera por tener un par de alas, a la familia Psychodidae por el
tipo de espermateca que presenta, a la subfamilia Phlebotominae por tener la probdscide
mas larga que la cabeza, y al género Lutzomyia por tener alas en forma de V, y presentar
una sutura interocular. Su distribucion geogréafica va desde el sur de México hasta el norte
de Argentina colectandose frecuentemente en ecosistemas terrestres tipo bosque
semideciduo, como una especie abundante (Young y Duncan, 1994).

Después de la descripcion taxonomica de Lutzomyia longipalpis, esta fue considerada como
un complejo de especies conformada por dos 0 méas taxones, basdndose en diferencias
morfoldgicas entre los machos, con base en una mancha palida encontrada en el tercer y

cuarto tergo abdominal de éstos, segiin Mangabeira (1969). Posteriormente, se demostrd

1



que estas manchas tergales eran sitios de produccién de varios tipos de feromonas,
sugiriendose como un segundo caracter fenotipico que podria tener peso en las diferencias
genetico poblacionales (Ward y col., 1983; 1985; 1988; Hamilton y col., 1996; Hamilton y
Ward, 1994; Gonzalez y col., 2013). Dichos autores también sugirieron que las feromonas
podrian generar aislamiento reproductivos. Sin embargo, los estudios genéticos utilizando
feromonas, han arrojado resultados controversiales, ya que los experimentos de Ward y col.
(1986), demostraron barreras precopulatorias, mientras, los estudios de Lanzaro y col.
(1993), indicaron barreras postcopulatorias. La controversia hizo cuestionable el uso del
tipo de feromona como un caracter para discriminar el nimero de especies dentro del

complejo.

Estudios isoenzimaticos y citogenéticos de la banda G, no encontraron ninguna correlacion
entre estructura genética y tipo de feromona, pero evidenciaron la presencia de tres
poblaciones genéticas en alopatria representadas por Brasil, Colombia y Centro Ameérica.
La presencia de al menos tres especies en el complejo (Lanzaro y col., 1993; Yin y col.,
1999; Mutebi y col., 1999) evidencia que no hay correlacion con el tipo de feromonas. Los
estudios isoenzimaticos también mostraron la existencia de una poblacion bien diferenciada
genéticamente, como es la poblacién de Curarigua en el estado Lara, al comparar
poblaciones dentro de Venezuela (Arrivillaga y col., 2000a), las cuales habian mostrado
variaciones morfologicas de la morfologia bucal a nivel de larvas de IV estadio
(Arrivillaga, 1999). Estos resultados permitieron proponer a la poblacién de Curarigua,
como la primera especie genética bien diferenciada, y fue nominada usando caracteres
morfoldgicos no convencionales, como Lutzomyia pseudolongipalpis (Arrivillaga y
Feliciangeli, 2001). La diagnosis de esta primera especie, dentro del complejo, permitié
realizar estudios genéticos, mediante comparaciones directas entre Lu. pseudolongipalpis, y
poblaciones pertenecientes a las tres especies genética propuestas por Lanzaro y col.
(1993).

Las comparaciones directas usando isoenzimas, genes mitocondriales, especificamente el
gen COI, empleando métodos filogenéticos, evidencidé la existencia de una especie
ancestral, previamente descrita como Lu. pseudolongipalpis (hominada antes como especie

B, Curarigua, La Rinconada), de la que derivan filogenéticamente cuatro especies



filogenéticas basadas en la monofilia de los clados y en la presencia de marcadores
isoenzimaticos que las diferencian. Estas cuatro especies genéticas han sido consideradas
en el presente trabajo como especies genéticas validas alopatridas: especie A (Brasil),
especie C1 (Colombia), especie C2 (Venezuela, no incluye Lu. pseudolongipalpis), especie
D (Centro América) con una historia filogeografica asociada a deriva continental e

hipdtesis biogeografica de vicarianza (Arrivillaga y col., 2002; 2003). Ver anexo 1.

Durante el presente trabajo de investigacion referiremos taxonémicamente al complejo
como Lu. longipalpis sensu lato (Arrivillaga, 2009;Arrivillaga y Marrero, 2009) debido a
que, a pesar de conseguir diferencias morfoldgicas, todavia las especies del complejo no

han sido descritas (Arrivillaga, 2003).

Arrivillaga y col. (2002), sugirieron que la estructuracién genética del complejo Lutzomyia
longipalpis es el resultado de eventos vicariantes que ocurrieron durante el periodo
Plioceno-Pleistoceno, los cuales sugieren que el levantamiento inicial de la Cordillera
Andina del Este resulto la formacion del linaje Laraensis, que de la formacion del Rio
Amazonas y el levantamiento progresivo del CAE resultd la formacion de un linaje
brasilero y otro sub- andino, y que del levantamiento maximo de la Cordillera Andina del
este, el cambio de drenaje del Rio Amazonas y la conexion con el istmo de Panama
resultaron otros tres linajes contemporaneos Brasiliensis, cis- andino y trans-andino. Con
base en esta hipotesis filogeografica y con la finalidad de mejorarla, en el presente trabajo
se evalud la distribucion geografica de la varianza genética de este grupo de especies,
usando métodos de genética espacial, empleando redes de haplotipos como una herramienta

filogeografica no sensu estricta.



1.2 MARCO TEORICO

1.2.1 Conceptos de Especie

Las especies son el resultado de procesos evolutivos, por lo tanto, el concepto de especie
debe ser consistente con la teoria evolutiva. Se considera que la evolucion es el resultado de
una serie de transformaciones parciales, o completas, e irreversibles de la composicion
geneética de las poblaciones, debidas principalmente a las interacciones de los organismos
con el ambiente (Aguilera y col., 1997). A lo largo de la historia se han propuestos muchas
definiciones de especie, algunas de ellas a continuacion:

Concepto de Especie Biologica: también llamado por Simpson en 1961, de Especie
genética. Este concepto se basa en que las especies estan formadas de poblaciones con una
realidad y cohesion genética, lo cual conduce a establecer que los miembros de una especie
posean las caracteristicas para conformar una unidad reproductiva, ecoldgica y genética,
estableciendo entonces, que “las especies son grupos de poblaciones naturales de entrecruza

que se producen aisladamente de otros grupos” (Valencia, 1991).

Concepto de Especie Evolutiva: se define como un linaje (una secuencia ancestro-
descendiente de poblaciones) que evoluciona separadamente de otras y con sus propias

tendencias y su propio papel evolutivo unitario (Valencia, 1991).

Concepto de Especie Ecoldgica: fue propuesto por Van Valen en 1976 con base en el
concepto de especie evolutiva. Define a la especie como un linaje (0 juego de linajes
estrechamente relacionados) que ocupa una zona adaptativa minimamente diferente de
algun otro linaje en su rango y la cual evoluciona separadamente de todos los linajes fuera

de su rango” (Valencia, 1991).

Especie Filogenética es una definicién que ha surgido bajo dos conceptos diferentes, uno
propuesto por Cracraft en 1978 y Ereshefsky en 1989, el cual define a una especie
filogenética como “un grupo irreducible de organismos, en los cuales hay un patrén
parental de ancestralidad y descendencia, que es diagndsticamente distinto del de otros

grupos, asi, las especies son taxas basales diferenciados”. Y otro concepto propuesto por
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Mishler y Donoghue en 1982, y mas tarde retomado por Mishler y Brandon (1987), quienes
lo definen como “el taxén inclusivo mas pequeiio reconocido en clasificacion, en el cual los
organismos son agrupados por su evidencia de monofilia (generalmente, pero no
restringidos a la presencia de sinapomorfias), que es categorizado como especie por ser el
linaje importante mas pequefio que se juzga digno de reconocimiento formal, donde
importante se refiere a la accion de aquellos procesos que son dominantes en producir y

mantener linajes en un caso particular (Valencia, 1991).

Concepto de Especie Cladista: Ridley lo define como “grupo de organismos entre dos
eventos de especiacion, o entre un evento de especiacion y uno de extincion o de aquellos

que son descendientes de un evento de especiacion” (Valencia, 1991).

Basandonos en el concepto de especie bioldgica, Lu. longipalpis representa un complejo de
especies donde existe aislamiento reproductivo, lo que conlleva a catalogarlas como varias
especies. Bajo el concepto evolutivo se llega a una conclusién similar, dadas las diferencias
morfoldgicas y de comportamiento que definen al complejo. Sin embargo, actualmente sélo
se puede usar con certeza el concepto filogenético que involucra a varias especies
filogenéticas separadas en varios clados con significativa divergencia nucleotidica, debido a
que la relacion de ancestralidad y descendencia hace que cada grupo pertenezca por
derivacion a un mismo linaje Unico, y que separa historica y reproductivamente a una

especie de otra, por una historia de vida distinta sin importar el fenotipo.

1.2.2 Biogeografia, la dimension espacial de la evolucién.

La biogeografia es la disciplina de la biologia comparada que estudia la distribucion
espacio temporal de los seres vivos y los diversos factores que dieron lugar a tal
distribucion. En la disciplina pueden reconocerse dos vertientes, la biogeografia ecoldgica y
la biogeografia histérica, de donde parte la filogeografia. Con el desarrollo de modernas
herramientas computacionales, como los Sistemas de Informacion Geogréafica (SIG) que
permiten realizar analisis espaciales de la informacion bioldgica, la biogeografia ha tenido
una revolucion que la ha hecho mas eficiente metodoldgicamente (Contreras-Medina,
2006).



Un estudio biogeografico puede tener varias etapas y en cada una puede intervenir la
aplicacion de alguna de las diferentes metodologias contemporaneas, donde el analisis de la
distribucion geografica de los taxones bajo estudio puede llevar al reconocimiento y
delimitacion de areas de endemismo y riqueza mediante un andlisis geografico. Mediante
un analisis Panbiogeografico se pueden determinar las homologias espaciales entre los
taxones, asi como una hipotesis de las relaciones historicas entre las areas que habitan los
taxones; y por el andlisis de Parsimonia de Endemismos (PAE) y biogeografia cladistica se
pueden indicar las relaciones de area con la secuencia de su fragmentacion (Contreras-
Medina, 2006).

A pesar que se ha considerado a la panbiogeografia y a la biogeografia cladistica como
programas de investigacion en competencia, ambos métodos pueden ser complementarios y
utilizarse como diferentes fases dentro de un mismo analisis biogeografico, donde las
homologias biogeograficas de los taxones son obtenidas a partir de un trazo generalizado de
la panbiogeografia y con la biogeografia cladistica se obtiene la secuencia de fragmentacion

de las areas involucradas en el trazo. (Morrone y Crisci, 1995).

Los trazos se entienden como la linea de unién de un par de areas de distribucién disyunta
de taxones; se llama trazos generalizados al gran nimero de trazos individuales que
coinciden en sus trayectorias, y su evidencia implica la existencia de procesos que operan
sobre conjuntos de especies de distribucion geograficamente semejante, bajo una causa

comdun: la vicarianza (Espinosa y col., 2005).

Los patrones biogeograficos se manifiestan en varias formas: 1. Por las diferencias en las
riquezas de especies entre un lugar y otro. 2. Por la adaptacion de los organismos al
ambiente dando lugar a razas geograficas. Por ejemplo, se han propuesto reglas
ecogeograficas que predicen variaciones en el tamafo del cuerpo y apéndices, y en patrones
de coloracién entre individuos de diferentes poblaciones de la misma especie, de acuerdo a

la variacion del clima (Llorente y col., 2000).



1.2.3 Filogeografia.

La filogeografia es el estudio de los principios y procesos que rigen la distribucién
geogréfica de los linajes genealdgicos, especialmente los que estan dentro y entre las
especies estrechamente relacionadas (Avise, 1987). La filogeografia se ocupa de estudiar
los componentes historicos y filogenéticos de la distribucion espacial de los linajes
genéticos y requiere para su analisis e interpretacion a varias disciplinas micro y
macroevolutivas, tales como, la genética molecularuna amplia contribucion de la genética
molecular, genética de poblaciones, la etologia, la demografia, la biologia, la paleontologia,
la sistematica filogenética, la geologia y la geografia historica, es por esto que se considera
a la filogeografia como la union de diversas disciplinas micro y macroevolutivas (Avise,
2000).

La filogeografia parte de la idea de que la gran mayoria de las especies en la naturaleza
exhiben cierto grado de estructura genética asociada con la historia geografica. Esta
estructura puede ser muy compleja, ya sea porque las especies habitan areas de fuerte
actividad tecto-volcénica o paleoclimatica, o de menos complejidad, como el caso de
poblaciones con tasas altas de migracion o cuyo aislamiento, es relativamente reciente,
geoldgicamente. Ademas es utilizada como una herramienta para: 1. Esclarecer patrones
historicos y evolutivos entre poblaciones de una misma especie. 2. Inferir procesos
demograficos histéricos como flujo génico, tamafio efectivo poblacional, secuencias de
colonizacion, cuellos de botella. 3. Para determinar fronteras entre especies e identificar

unidades de conservacion (Dominguez-Dominguez y col., 2009).

Los estudios filogeograficos en especies animales se basan principalmente en secuencias de
ADN mitocondrial (ADNmt) porque presenta heredabilidad materna, no hay
recombinacién, tiene alta tasa de mutacion y divergencia rapida para evaluar variabilidad
intraespecifica (Lanteri y col., 2003). Adicionalmente no hay existencia de seleccion
natural sobre la organela mitocondrial, existe una sola copia gendmica, y es de facil
aislamiento y conservacion de estructura (Arrivillaga, 2003). Las variantes de ADNmt,
conocidas como haplotipos, registran la historia matrilineal de eventos mutacionales, los
cuales pueden conectarse de un modo filogenéticamente intangible en un filograma o mejor

Ilamado, arbol de genes. En los arboles de la filogeografia, dicho filograma es superpuesto



con la distribucién geogréafica de las poblaciones de estudio, lo que permite hacer una

descripcion de la reconstruccion filogeografica (Avise, 2000; 2008).

Si se trabaja con muestras de genes nucleares provenientes de individuos que tienen o han
tenido flujo génico, es probable que haya ocurrido recombinacién genética durante el
apareamiento de cromosomas homdlogos en la meiosis, que pueda desvirtuar las
genealogias de las secuencias. Por tal razon, la mayoria de los trabajos de filogeografia
utilizan marcadores de herencia citoplasmatica no mendeliana como el ADNmt, en
organismos vegetales el ADN de los cloroplastos (ADNcp), o marcadores nucleares en
donde se haya comprobado que exista poca o0 ninguna recombinacion genética (Lanteri y
col., 2003).

La mayor parte de los estudios filogeograficos se basan en estudios de secuencias de ADN,
sin embargo, los primeros trabajos sobre filogeografia realizados cuando las técnicas de
secuenciacion no eran tan accesibles, fueron hechos con otro tipo de informacién, por
ejemplo, la que proveen los fragmentos de restriccion, y una de las técnicas mas utilizadas
ha sido la RFLP (Polimorfismos para la longitud de fragmentos de restriccion) sobre
ADNmMmt total (Lanteri y col., 2003).

Entre los estudios de insectos vectores que utilizaron técnicas filogeograficas se encuentra
el de Breniére y colaboradores (2012). Los autores exploraron en Bolivia la distribucién
geografica y el papel epidemioldgico de las poblaciones silvestres de Triatoma infestans,
vector de la enfermedad de Chagas. Ellos aplicaron herramientas de biologia y genética
molecular a los vectores de Trypanosoma cruzi el agente de la enfermedad, para determinar
el origen de la sangre consumida por los triatominos y su infeccion por T. cruzi. Los
estudios filogeograficos de las poblaciones silvestres de Triatoma infestans revelaron un
posible origen andino de la especie, en la ecoregion del “Chaco Serrano” en Bolivia y

ademas evidencid la amplia distribucion de las poblaciones del triatomino silvestre.

Otro estudio filogeogréafico fue el realizado por Villanueva y Saldamando en 2013, con
Tecia solanivora, un insecto del orden Lepiddptera reportado por primera vez en
Centroamérica, el cual fue causante de dafios graves en cultivos de papa. La filogeografia
mostré los impactos econdmicos reflejados en el estudio del origen y dispersion en la



especie a través de los paises, sus implicaciones en los cultivos y las estrategias para
controlar su impacto. Los enfoques mas importantes son el filogeografico y genético de
poblaciones de Tecia solanivora, ya que les permitieron implementar medidas de manejo

efectivas.

1.2.4 Redes de Haplotipos

La filogeografia utiliza con mayor frecuencia métodos de reconstruccion filogenética, y
métodos filogenéticos tradicionales. A diferencia de los arboles bifurcados tradicionales, las
redes de haplotipo permiten describir las relaciones evolutivas en forma de arboles
multifurcados, en los cuales un Unico haplotipo puede dar origen a muchos haplotipos
arreglados a manera de redes. Dichas redes son conocidas como redes minimas de
haplotipos, en otras palabras, las conexiones entre haplotipos son dadas por el minimo
namero posible de mutaciones entre ellos. Debido a que se trabaja con filogenias de
haplotipos a nivel intraespecifico, pueden presentar muy poca variacion e implican un
tiempo evolutivo mucho menor (Vazquez y col., 2009; Dominguez-Dominguez y col.,
2009).

Las conexiones entre los haplotipos representan eventos coalescentes, y pueden hacerse a

partir de la red de parsimonia predicciones como:

— Los haplotipos con mayor frecuencia tienen alta probabilidad de ser alelos
ancestrales.

— Los haplotipos que tienen multiples conexiones muy probablemente son ancestrales.

— Dentro de la red, los haplotipos ancestrales son de interior y los haplotipos nuevos
tienen mayor probabilidad de ser periféricos de extremos.

— Se espera que los haplotipos ancestrales tengan una amplia distribucion geografica
(basicamente porque los individuos que tienen esos haplotipos han tenido mayor
tiempo para dispersarse);

— y los haplotipos con una Unica conexidn se prevé estén unidos a haplotipos de la
misma poblacion (dado que han evolucionado recientemente y por lo tanto sin

tiempo para dispersarse) (Vazquez y col., 2009).



En el afio 2012, Quintero y Navarro hicieron estudios de filogenia intraespecifica y
variabilidad genética de Culex quinquefasciatus con los genes ND5 y COl, realizando redes
de haplotipos con secuencias mitocondriales de esta especie, colectados en 9 localidades
(cementerios) de Venezuela. Los estudios sugirieron alta homogeneidad genética inter-
poblacional y una sola entidad filogenética (monofilia). Las redes de haplotipo (fig. 1)
mostraron poblaciones en expansion con alta variabilidad haplotipica, heterogeneidad
genética intrapoblacional y homogeneidad inter poblacional, con implicaciones evolutivas
en la dispersion de sus poblaciones, evidencia de posible cuello de botella en poblaciones
producto de marcadas campafias de aplicaciéon de insecticidas, lo cual se transforma en

informacion util para la planificacion de futuras estrategias de control sanitario.
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@ Cementerio del Hatillo H18
@ Cementerio Municipal de Chichiriviche
Cementerio de la Colonia Tovar

(H:D Cementerio Municipal de San Félix
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€3 Cementerio General del Sur

o Parque del Este

Figura 1.Red minima de haplotipos en las que se muestran las conexiones entre haplotipos de Culex quinquefasciatus obtenidos con el
gen mitocondrial COI. Tomado de Quintero y Navarro, 2012.

En el afio 2013 se realizaron varios trabajos en poblaciones colombianas de Aedes aegypti,
utilizando el método de redes de haplotipo. Uno de estos fue el realizado por Caldera y
colaboradores (2013), quienes buscaban determinar la variabilidad genética del gen
mitocondrial ND4 que codifica para la subunidad 4 de la enzima NADH-deshidrogenasa
entre poblaciones de Ae. Aegypti de los municipios de Sincelejo y Guarandadel

departamento Sucre de Colombia, donde se registra alta y baja incidencia de dengue,
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respectivamente. Los autores realizaron analisis moleculares y construyeron la red de
haplotipo (fig. 2), obteniendo que existe diferenciacion genética y un limitado intercambio
de genes entre las poblaciones estudiadas y concluyen que las poblaciones son
genéticamente divergentes. Gréaficamente pudo observarse la relacion genealdgica que
tienen los haplotipos estudiados, ademas infieren que el haplotipo 1 (H1) fue uno de los
primeros introducidos y posteriormente extiende su distribucién en el departamento de

Sucre con peérdida de variabilidad haplotipica.

W
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Figura 2. Red haplotipica partiendo de las secuencias del gen ND4 de poblaciones de Ae. aegypti de Sincelejo y Guaranda. Colombia.
Tomado de Caldera y col., 2013.

1.2.5 ADN mitocondrial

La utilizacion de regiones mitocondriales y el anélisis de su contenido informativo, ha sido
empleado en estudios a nivel de especie en diferentes invertebrados como insectos,
gasteropodos, mamiferos, aves, reptiles y anfibios para el analisis evolutivo de variacion
intraespecifica y diversidad genética (Quifionez, 2011). En los flebotominos los estudios
moleculares con genes mitocondriales tiene aproximadamente mas de una década y la
primera especie estudiada fue el complejo de especie Lutzomyia longipalpis utilizando

marcadores moleculares como la subunidad Deshidrogenasa 4 (NADH4), las regiones | y 11
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del gen Citocromo Oxidasa, la unidad larga ribosomal (LRU), el Citocromo B, el NADH1
y el RNA de transferencia, también han sido utilizados en estudios de otras especies del
género Lutzomyia como por ejemplo, Lu. evansi y Lu. Whitmani (Uribe y col., 1999),

Lutzomyia columbiana (Pérez-Doria y col., 2008).

El gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa | fue propuesto como Identificador universal de
especies mediante la técnica de cédigo de barras genético para mejorar el proceso de
identificacion taxonémica (Lanteri, 2007). Actualmente, es usado como marcador en
especies de diferentes grupos como en Hemipteros (Cuellar, 2014), Bivalvos (Velasco y
col., 2006), Moluscos (Congrains, 2010), entre otras. EI Citocromo B al igual que el COI,
ademas de insectos ha sido usado para la identificacion de otras especies en diferentes

grupos, como por ejemplo en Rodentia (Abud, 2011; Da Silva, 2011).

El ADN mitocondrial es una molécula circular covalentemente cerrada, conformada por un
total de 37 genes, que tiene un alto grado de polimorfismo y una alta tasa de sustitucién de
nucle6tidos en muchos taxa (Quintero y Navarro, 2012). En los insectos, esta constituido
por una sola molécula circular de ADN de doble cadena, con una longitud aproximada de
16 kb. Posee 13 genes que codifican para proteinas involucradas en el transporte de
electrones y fosforilacion oxidativa, representados por 3 subunidades del complejo
Citocromo C oxidasa (COI, COIl, COIIl), 2 subunidades de la ATPasa (ATPasa 6, ATPasa
8), 7 subunidades del complejo NADH deshidrogenasa (ND1, ND2, ND3, ND4, NDA4L,
ND5, ND6) y 1 subunidad que hace parte del complejo Citocromo ¢ reductasa, denominado
Citocromo b (fig. 3). Ademas, el genoma mitocondrial contiene 22 genes que codifican
para ARN de transferencia usados para la traduccién de los ARN mensajeros
mitocondriales y 2 genes ARN que codifican para la subunidad larga y subunidad pequefia
ribosomal (LRU y SRU) relacionadas con el ensamblaje de proteinas. La region control, no
codificante, en esta molécula, es conocida en los insectos como la regidn rica en adenina y
timina (A+T-rich), a través de la cual el nucleo controla la replicacion, transcripcion y

traduccion mitocondrial (Bejarano, 2001).
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Figura 3. Estructura del ADN mitocondrial de un invertebrado, del orden Diptera, género Drosophila. Tomado de Simén y col., 1994.
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1.3 ANTECEDENTES

La sistematica molecular es uno de los campos de mas rapida expansién en la biologia y sin
embargo nuestra comprension de los patrones de evolucion de caracter molecular, siguen
siendo relativamente superficiales. El analisis de los datos moleculares ha demostrado ser
importante para la comprension de las relaciones filogenéticas profundas, examinando la
estructura de la poblacion de una especie, el diagnostico y la delimitacion de especies
cripticas. El uso de caracteres moleculares para agilizar la identificacion de especies ha
demostrado ser util, eficaz, porque se puede lograr usando sélo un pequefio nimero de
diferencias moleculares. Sin embargo, la delimitacion de las especies requiere “idealmente”
datos de diversas fuentes como la morfologia, comportamiento y varios marcadores
moleculares. Usando sélo caracteres mitocondriales, se han generado debates polémicos
recientes, porque se han enfocado particularmente a la luz de la creciente popularidad de

los proyectos como el Consorcio para el Codigo de Barras de la Vida (Roe y col., 2007).

Para la sistematica molecular de flebotomineos, ha habido una gran cantidad de
publicaciones que han utilizado marcadores mitocondriales, como por ejemplo, el
Citocromo b (Cyt b) ya sea parte o completo, el NADH1 de forma parcial, y el
frecuentemente utilizado ARNt. Recientemente, el gen COI ha sido més utilizado, mientras
que otros genes lo han sido con menor frecuencia, como el NADH 4 y 12S. También, se
han utilizado frecuentemente los marcadores de ADN ribosomal. EI uso de marcadores

ribosomales nucleares no es tan frecuente (Depaquit, 2014). Ver tabla 1 y fig. 4.
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Tabla 1. Marcador molecular utilizado para la sistematica molecular de fleb6tomos. Tomado de Depaquit, 2014

Citocromo b 50 ADNmt 75
Col 16

NADH 1 2

NADH 4 5

12S 2

18S 8 ADNr 33
ITS1 1

ITS2 20

28S 4

EF-alpha 6 Otros 29
Periodo 9

Cacophony 6

Otros 8

Total 137 137

Hcyt b
mCol
EMNADH1
EMNADHA
m12s
m18s
miT51
miTs2
m28s
WEF-alpha

Figura 4. Marcadores moleculares utilizados para la sistematica molecular de fleb6tomos. Tomado de Depaquit, 2014.



Aunque se han criticado muchos aspectos de los codigos de barras de ADN, sélo ha habido
una discusion limitada sobre la decision de utilizar un fragmento especifico de
aproximadamente 600pb, desde el extremo 5°de la COI como la regidn de codigo de barras
de ADN ya que permite obtener informacion mas optima. Por otra parte, ha habido poca
discusion de los efectos potenciales del uso de esta region en particular sobre la

delimitacidn de especies estrechamente relacionadas. (Roe y col., 2007).

Los genes COIl y COIlI estdn compuestos de regiones intercaladas altamente conservadas,

unidas a la membrana, y bucles extra membrana muy variables (Fig. 5).
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Figura 5.Descripcion general de los genes COl y COII, con localizacién de nucleétidos en Dipteros como en Drosophila yakuba. Las
divisiones estructurales se muestran a lo largo de la barra superior, donde los fragmentos grises indican ARN{, los blancos indican
regiones unidas a la membrana, y los negros indican regiones no unidas a la membrana. Regiones COI-COIIl que se utilizan en la

sistematica molecular de insectos se identifican por sus primers en ambas direcciones (forward y reverse). Tomado de Roe y col., 2007.

Kambhampati y col. (1995) publicaron una recopilacion completa de secuencias de
cebadores para la amplificacién de practicamente todos los genes codificados para el
ADNmMt en insectos, especificamente amplificaron porciones de los dos genes de ARNT,
COl, los genes deshidrogenasas NADH 4 y NADH 5, y todo el ARNt. La amplificacion de
un fragmento de 590 pb del gen COI, utilizando el cebador directo (forward) CI-J-1632, y
el contrario (reverse) CI-N-2191 (el cual es 3 nucle6tidos mas corto en el extremo 57), se

obtuvo en la mayoria de los insectos probados por Kambhanpati y col. (1995). (Fig. 6)
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Figura 6. Diagrama del gen indicando la direccion del cebador y la secuencia parcial amplificada.

1.3.1 Estudios moleculares mas relevantes del ADN mitocondrial en el complejo Lu.

longipalpis.

En el estudio de Lu. longipalpis como complejo de especie, solo tres estudios moleculares

han evaluado la variabilidad genética usando genes moleculares:

1-Uribe y col. (1999) analizaron tres regiones mitocondriales, Citocromo b, NADH1 vy el
RNA de transferencia, obteniendo cambios significativos entre las secuencias de Colombia,
Costa Rica y Brasil (60-63 sustituciones nucleotidica) y bajos niveles de flujo genético
cuando se utilizan pardmetros de genética de poblaciones como “n” nimero de emigrantes
por generacion (Nm = 0,081-0,1), confirmando asi la existencia del complejo Lutzomyia
longipalpis. Siendo, el gen cito b el que mostr6 la mayor variacién para diferenciar entre

tres especies-grupos.

2-Arrivillaga y col. (2003) estudiaron tres genes mitocondriales, COI, 12S, 16S. El locus
COI revel6 una baja variacion intra-poblacional pero una alta inter-poblacional que es
revelada en cuatro clados, y refuerzan la teoria de la existencia de otras especies. Los cuatro
clados tienen rangos geograficos diferentes: 1. Brasil (especie A, Lutzomyia longipalpis
sensu estricto), 2. Lara (especie B, Lutzomyia pseudolongipalpis), 3. Cis-andino (especie
C) que se divide en dos grupos (Colombia y Noreste de Venezuela) y 4. Trans-andino
(especie D). Mientras que los estudios sobre las regiones ribosomales mitocondriales (12S
y 16S), no mostraron ninguna variacion genética significativa entre los linajes geogréficos

que fueron obtenidos con COI.
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3- Hoyos y col. (2012) usando la region mas variable del fragmento COIl revelaron la
existencia de 26 haplotipos y la presencia de varios haplotipos Unicos en tres poblaciones
del vector Lu. longipalpis en Colombia. El analisis de variabilidad nucleotidica por sitio
evidencio una variabilidad intrapoblacional, derivando que las distancias genéticas (0,05 —
0,07) de ‘Neighbor-Joining’ calculadas entre haplotipos por localidad sean variables, lo que

refleja una alta segregacion geografica, y divergencia filogenética.

1.3.2 Variacion genética de cito b vs COI en el complejo Lu. longipalpis con fines de
estudios de distribucion genética espacial.

La regién COI mostrd ser la mas variable a escala geogréafica, representando un total de 18
haplotipos para 12 poblaciones del complejo Lutzomyia longipalpis, de los cuales 7 son
haplotipos Unicos, mientras, que la region cito B sélo reflejo la ocurrencia de 14 haplotipos.
Filogenéticamente, el gen COI evidencia 5 linajes geogréficos y cito b solo 4 (Uribe y col.,
1999; Arrivillaga y col., 2002). Por lo cual, los estudios de diferenciacion, divergencia y

filogeografia se han reducido al gen COI, dentro del complejo longipalpis.

1.3.3 Genes mitocondriales y su uso en estudios filogeograficos.

El desarrollo de técnicas moleculares y el conocimiento de la molécula de ADN
mitocondrial ha contribuido a la consolidacion de los analisis filogeograficos. La
filogeografia trabaja con los componentes historicos, filogenéticos de la distribucion
espacial de linajes de genes, y considera como ejes el tiempo y el espacio, en los cuales
(idealmente) se trazan las genealogias de estudio. Al comparar las relaciones evolutivas de
los linajes con su distribucion geografica, es posible tener un mejor entendimiento de cuales
factores han influido més en la distribucion de la variacion genética (Dominguez-

Dominguez y col., 2009).
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1.3.4 Filogeografia basada en métodos filogenéticos 6 filogeografia sensu estricta.

La filogeografia sensu estricta se entiende como el estudio de los principios y procesos que
rigen la distribucidn geografica de los linajes genealdgicos a nivel intraespecifico mediante

el uso de caracteres de ADN mitocondrial (Avise y col., 1987).

Especificamente dentro del complejo Lu. longipalpis, sélo existe un estudio filogeografico
(Arrivillaga y col., 2002) que usa la técnica de filogeografia sensu estricta, con metodos
filogenéticos que determinan cladogramas de areas. Los autores hicieron los estudios para
12 poblaciones de Lutzomyia longipalpis de Centro y sur América utilizando el gen
mitocondrial Citocromo C oxidasa | (COIl), obteniendo una alta variacién inter-poblacional
pero una baja variacion intrapoblacional, sugiriendo polimorfismos en las secuencias. La
reconstruccion filogenética utilizando distancia y andlisis de maxima parsimonia revelaron
la existencia de cuatro clados entre las poblaciones estudiadas: 1. Lara, 2. Brasil, 3. Cis-
andina, 4. Trans-andina, proponiendo que cada especie representa un clado. La
interpretacion biogeografica de la filogenia molecular sugirié que el proceso de especiacion
en el complejo Lutzomyia longipalpis comenzo en el Plioceno en la reserva genética sub-
andina-amazdnica y como resultado de la formacion de la cordillera andina oriental. Sin
embargo, no se ha evaluado la variabilidad del gen COI mitocondrial con otros métodos de
distribuciéon de la variabilidad genética, llamados por algunos autores como métodos
filogeograficos no sensu estrictos.

1.3.5 Filogeografia con métodos de distribucion genética espacial o filogeografia no

sensu estricta.

La filogeografia no sensu estricta se entiende como el estudio de la relacion més
parsimoniosa genealdgica de secuencias de haplotipos en forma grafica y refleja la
evolucion de las secuencias o haplotipos como los nodos en una red, a esta metodologia se
le llama también redes de haplotipo. Las redes solo pueden ser utilizadas en las relaciones
intraespecificas porque retratan las relaciones entre las secuencias para las poblaciones en

las que muchas secuencias pueden derivar del mismo genotipo ancestral. Los arboles de
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expansion suponen que el ancestro comun directo de los haplotipos observados esta

presente en la muestra (Fig. 7).

Hodgkinson y colaboradores (2003) realizaron andlisis poblacionales con el marcador
molecular Citocromo B y la metodologia de redes de haplotipos a seis poblaciones de
Lutzomyia longipalpis colectadas en Brasil que representan a la especie A (Arrivillaga y
col., 2003). La alineacion de secuencias conformada por 261 pares de bases permitié la
identificacion de 30 haplotipos, 21 sitios segregantes en 78 individuos. Las comparaciones
por pares indicaron una estructura estadisticamente significativa entre las poblaciones del
norte y sur, asi como también una sub-estructuracion en las poblaciones del sur. Sin
embargo, a pesar de la agrupacion prominente espacial para ambas poblaciones, la
divergencia no fue suficiente para evidenciar a especies cripticas, que representaran
particion geografica.

A B

5] Natal
[ Pancas

Figura 7. Red de haplotipos de minima expansién de poblaciones de Lutzomyia longipalpis. Cada nodo corresponde a un haplotipo
Unico. Los nodos estan en proporcion con la frecuencia del haplotipo. Cada barra transversal representa una sustitucion de nucleétidos

entre dos haplotipos. Tomado de Hodgkinson y col., 2003.

20



1.3.6 Otras aplicaciones de redes de haplotipos o filogeografia no sensu estricta

dentro de Lutzomyia longipalpis sensu lato.

El gen periodo (per) es uno de los marcadores frecuentemente usado en el estudio de
filogenia, procesos de especiacion, aislamiento reproductivo y evolucién de insectos. Dicho
gen regula el batido de las alas esencial para el cortejo en Dipteros (Oliveira y col., 2001), y
ha sido ligado al control de las diferencias especificas de las especies respecto a las
actividades de apareamiento y cortejo a través de sonidos particulares llamados cantos de
cortejo. Los fenotipos conductuales son potencialmente importantes en el mantenimiento de
aislamiento reproductivo entre especies estrechamente relacionadas. Sin embargo el papel

relevante del gen per en la especiacion de mosquitos no ha sido demostrada.

Bauzer y col. (2002b) utilizaron un fragmento de 266 pb del gen per como marcador
molecular en especies del complejo Lu. longipalpis para el estudio de la diferenciacion
entre poblaciones alopatricas de Brasil, especie A. Los resultados indicaron un alto nivel de
diferenciacion entre ellas. Posteriormente, usaron las mismas regiones ya diferenciadas para
analizarlas a modo de comparacion con dos poblaciones de Sobral, estado Ceara, y
determinaron si son especies diferentes, lo que sugirid que las poblaciones del Sobral (1S 'y
2S) representan dos especies simpatricas diferentes. También se observo que las diferencias
entre los 2 grupos eran fijas, a pesar de que el nimero de polimorfismos exclusivos (22 en
1S y 16 en 2S) era mayor que el numero de polimorfismos compartidos (solo 6) (Fig. 8).
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Figura 8. Arbol filogenético Neighbor-Joining de secuencias de Lutzomyia longipalpis de la localidad de Sobral. Tomado de Bauzer y

col., 2002b.

Sin embargo, estudios filogenéticos recientes (Golczer y Arrivillaga, 2010) han sugerido
que el gen per no resuelve filogenias intra-especificas porque no es lo suficientemente
variable ni divergente para diferenciar especies cercanas filogenéticamente dentro del
complejo basandose en la utilizacion de distintos analisis filogenéticos, empleando las
secuencias utilizadas por Bauzer y col. (2002a; 2002b) y secuencias adicionales depositadas

en la base de datos Gen Bank.
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Figura 9. Dendograma construido segun los criterios propuestos en la Bauzer y col., 2002b, con 1000 replicas de bootstrap. Los soportes
de las ramas basales representan los valores de Bootstrap/Jacknife, y los soportes de los nodos mas internos representan solo valores de
Bootstrap. Tomado de Golczer y Arrivillaga, 2010.

Araki y col. (2009) utilizaron la metodologia de redes de haplotipos, y el gen per como
marcador genético para analizar polimorfismo molecular en muestras de Lutzomyia
longipalpis de diferentes regiones de Brasil asociado a algunas feromonas y al canto de los
machos en la copulacion. Los resultados sugieren la existencia de dos grandes grupos, un
grupo que representa una sola especie con machos que producen feromonas cembrene-1,
cantos tipo rafagas y un segundo grupo mas heterogéneo que representa probablemente un
numero incipiente de especies productoras de diferentes combinaciones de cantos tipo
pulso y feromonas (Fig. 10). Estos resultados revelarian un alto nivel de complejidad en la
divergencia y flujo de genes entre las poblaciones del complejo Lutzomyia longipalpis
pertenecientes a Brasil, pero los estudios, no incluyeron poblaciones de otras especies
geneticas diferentes a Brasil.
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Figura 10. Red de haplotipos de secuencias de Lu. longipalpis de Estrella de Alagoas. Estrella 1S (amarillo) y Estrella 2S (verde), los
haplotipos de individuos con canciones de copulacion grabadas (B: tipo rafaga y P5: tipo pulsacién 5) y el numero de secuencias (entre

paréntesis). Las lineas curvas representan ramificacion alterna entre los haplotipos. Tomado de Araki y col., 2009.

Lins y colaboradores (2012) analizaron la divergencia molecular en poblaciones de
Lutzomyia longipalpis de Brasil con un fragmento del gen paralytic, un locus involucrado
en el control del canto tipo rafaga y pulso en el cortejo de Drosophila. Los resultados
revelaron un nivel muy alto de divergencia y diferencias fijas entre las poblaciones de
Brasil, y sugiere que las poblaciones pueden dividirse en dos grupos principales. Asimismo,
compararon Lu. longipalpis con una especie estrechamente relacionada, Lutzomyia cruzi,
que produce un canto tipo rafaga, e indicaron un mayor nimero de diferencias fijas entre
Lu. cruzi y las poblaciones de Lu. longipalpis con canto tipo pulso. Los datos confirmaron
las suposiciones previas de que las diferentes especies hermanas del complejo Lu.
longipalpis en Brasil se pueden dividir en dos grupos principales basados en el tipo de
canto que producen durante la cépulas los individuos machos, uno en representacion de una
sola especie, y el otro grupo mas heterogéneo que representa probablemente al nimero de
especies incipientes (Fig. 11). Ademas, aunque las diferencias no se fijaron entre los dos
linajes observados en per, los pares de divergencia entre poblaciones de Lu. longipalpis de
ambos genes estan altamente correlacionados y muestran un mayor nivel de diferenciacion
entre los cantos tipo pulso y los tipo rafaga. Sin embargo, no se incluyeron poblaciones de

otros paises en el analisis.
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Figura 11. Redes de haplotipos de las poblaciones brasilefias de Lu. longipalpis y Lu. cruzi. Cada poblacién es representada por un color

diferente y cada nodo representa una haplotipo Gnico. Tomado de Lins y col., 2012.

1.3.7 Uso de redes de haplotipos para el estudio de otras especies de flebotominos,

distintas de Lu. longipalpis, usando marcadores mitocondriales.

Golczer (2011) realizd estudios de diferenciacion y divergencia filogenética en tres
especies cripticas de Lutzomyia del grupo Verrucarum, vectores de Leishmaniasis cutanea,
mediante una serie de andlisis filogenéticos, cladisticos, probabilisticos, y redes de
haplotipos para la region nuclear 28S, y las regiones mitocondriales 12S ribosomal, COl y
NADHS. Los resultados de las redes permitieron explicar la distribucién de la variacion
genética de los haplotipos dominantes, compartidos y Unicos con base en la conectividad
geografica entre regiones de Venezuela (Mérida, Trujillo, Tachira, Aragua) a pesar de ser
consideradas como tres especies morfoldgicas, con diferenciacién a nivel de machos, e
isomorfismos de las hembras (Fig. 12 y 13). Se concluye que las redes pueden ser una
herramienta util para explicar e ilustrar la conectividad entre las especies genéticas del
grupo Lu. Longipalpis sensu lato, donde existe evidencia de diferenciacion morfoldgica en

caracteres morfoldgicos no convencionales de las hembras (Arrivillaga, 2003).
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Figura 13. Red de genotipos usando la region28 S. Tomada de Golczer, 2011.

Cabe resaltar que en los estudios de variabilidad genética espacial en Lutzomyia
longipalpis, el método de las redes de haplotipos ha sido usado sélo para evaluar genes de

especiacion, genes nucleares con poca sefial filogenética, como el gen per y paralytic.

No existen otros trabajos sobre distribucion geografica de la variabilidad genética

mitocondrial para el complejo Lu. longipalpis, y menos, que incluyan poblaciones de todas
las especies genéticas descritas para el mismo.
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CAPITULO 1l

2.1 HIPOTESIS

Si la estructura genética espacial dentro del complejo Lutzomyia longipalpis, evidenciada
con el gen COl, representa la historia evolutiva del grupo, se esperaria la congruencia entre
los métodos de distribucién genética espacial con los métodos filogenéticos. Lo que

demostraria que la estructura genética espacial es independiente del modelo de analisis.

2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo general:

Evaluar la distribucion espacial de la variabilidad genética dentro del complejo Lutzomyia
longipalpis, utilizando secuencias disponibles del gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa |

(CQl), con base en métodos de filogeografia no sensu estricto

2.2.2 Objetivos especificos:

e Realizar redes de haplotipos con secuencias del gene COI disponibles para las

cuatro especies filogenética que conforman Lutzomyia longipalpis sensu lato.

e Analizar la distribucion de la variabilidad genética con base en las redes de

haplotipos respecto a Lu. pseudolongipalpis como especie hermana.

e Derivar secuencias consenso para cada poblacion genética geografica con

discontinuidad espacial dentro de Lu. longipalpis sensu lato.
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CAPITULO 111

METODOLOGIA

3.1 Muestra bioldgica:

Se utilizaron 343 secuencias de ADN de la region | del gen mitocondrial Citocromo C
oxidasa I (COI) con 540 pb, de Lutzomyia longipalpis sensu lato y Lutzomyia
pseudolongipalpis, disponibles en el documento presentado por Arrivillaga y col. (2002,
2003), sobre filogeografia del complejo de especies Lutzomyia longipalpis (Tabla 3). Estas
secuencias, obtenidas por los autores, pertenecen a 12 diferentes localidades de distintos
paises como Colombia, Costa Rica, Brasil, Honduras y Venezuela (Tabla 2 y Fig. 14). Los
autores argumentan que las poblaciones fueron seleccionadas basandose en estudios
isoenzimaticos que sugerian que esas poblaciones son representativas de cinco especies
genéticas. Los autores realizaron la amplificacion y secuenciacion utilizando los cebadores
universales, CI-J-1632(+): 5 -TGATCAAATTTATAAT-3" vy CI-N-2191(-): 5'-
GGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3" (Kambhapati y Smith, 1995).

Tabla 2. Sitios de informacion de 12 poblaciones de Lutzomyia longipalpis. Tomada de Arrivillaga y col., 2002.

Poblacion N Localizacion Pais Ano Meétodo de Region Geogrifica
captura
Liberia 30 10°38,181°N, CostaRica Apgosto, 1997 Aspirador Sistema de montafizs,
85°26,727T'W manuzl América Central
Pavana 23 3 32°N, Honduras Julio, 1993 Aspirador Sistemaz de montafizs,
x manuzl América Central
Curarigua 39 [ 930N, Venezuela 1996-1999 Trampa Depresion Larz (Final
69753 W CDC dela Cordillera andma)
lmitada por &l norte
conel Sistema coreano
demontafias, Cuenca
Falcon.
Tryille 32 [ 925N, Venemela 1997-1993 Trampa Este dz1a Cordillera
10°30°W CDC andina, heérida
Bucaramanga 38 [ TRO8'N, Colombiz Junio, 1993 Aspirador Este dela Cordillera
13°09°W manual andinz, parte media del
tio Magdalena
Netva 12 | 236N, Colombia Junio, 1993 Aspirador Este de la Cordillera
1518w manual andmz, por zltz del rie
Mazdal
Rorzima 28 | 730N, Brasil 1999 Aspirador Escudo Guayanes,
60740 W mannzl Montzfizs Pakearaima
Santzrem 13 | 2°26°S, Brasil Apgosto, 1997 Aspirador Rio Amaronas
STW manuzl
Salvaterra 34 | 0°46°5, Brasil Apgosto, 1997 Aspirador Deltz del Rio Amazonas
4831 W manuzl
Bamrite 32 | 472075, Biasil Apgosto, 1997 Aspirador Matorral brasilefio
38°33°W manuzl
Jacobina 16 | 11°11°8, Biasil Apgosto, 1997 Aspirador Cuenca San Francisco
40°31°W manuzal
Lapinha 35 | 1870378, Brasil Noviembre, Aspirador Escudo Brasilero
43°5TW 1997 manuzl
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Tabla 3. Frecuencia de haplotipos del Citocromo ¢ oxidasa I, en 12 poblaciones del complejo Lutzomyia longipalpis. Tomada de
Arrivillaga y col., 2002

Population & Haplotypes

Curarigua & Curarigua 2 Curarigua 100 Trujille 12 Trejillo 10 Salvaternra Santasern 46 Santasom 49 Jacobing  Batrie Roraima 1 Roraima 2 Lapisha 53 Bucaramangs 90 Bucaramanga 86 Meiva 25 Liberia 63 Pavama 1

Pavana a5 - - - - - - - - - - - - - — - - 25
Liberia » - - - - - - - - - - - - - - 30
Neiva - - - - - - - - - - - - - 12 -
Bucammanga 3% - - - - - - - - - - - - 35 3 - - -
Lapinha 3 - - - - - - - - - - - 35 - - - -
Roraima 2R - - - - - - - - - 5 i - - - - - -
Baturite 2 - - - - - - - - - 1 - . . _ _ _
Jacobing 16 16
Santarerm 13 12 1
Salvaterra M- - - - - M - - - - - - - - - - -
Curarigua ¥ W 2 1
Trujillo n 30 2
-
' \ 3.
' -
&
L
Pavana
Liberia Salvaterra
.Slllhlntﬂ
Baturite
.
Jacobina

% Clado Laraensis
® C(CladoBrazilian
Clado cis-Andino (Andes)

Clado trans-Andino (Centro
América)

Clados Andinos (cis y trans) en
simpatria

Figura 14. Ubicacion geografica de poblaciones de Lutzomyia longipalpis utilizadas en los analisis de ADN mitocondrial. Los simbolos
indican las asociaciones de poblaciones individuales con los clados a los que pertenecen. Tomado de Arrivillaga y col., 2002.
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Las figuras geométricas corresponden a las localidades indicadas en el mapa de la figura 11. Tomado de Arrivillaga y col., 2002.
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3.2 Base de datos.

Se arm0 y estructur6 un archivo de texto con todas las secuencias obtenidas por Arrivillaga
y col. (2002; 2003) (fig. 16), organizandolas por frecuencia de los haplotipos, por especie y
por region geografica (Tabla 4). El archivo de texto de las secuencias de ADN se estructurd
tomando de Arrivillaga (2002; 2003), cada secuencia de 9 fragmentos obtenidos de cada
haplotipo, repitiéndolo para los 18 haplotipos encontrados en las 12 poblaciones
muestreadas, y a su vez, repitiendo la secuencia tantas veces como aparecio el haplotipo. Al
organizarlo por especie, se estructurd6 como Especie A, B, C (C1 y C2) y D. Se hizo asi
segun el formato requerido por el programa CLUSTALW (Li, 2003) para el posterior

alineamiento de las secuencias.

Tabla 4. Informacion copilada para la realizacion de la base de datos.

Pais Localidad N° de individuos Nombre de Haplotipos Frecuencias de H
Brasil Baturité 32 Batur0 32
Brasil Jacobina 16 Jacob0 16
Brasil Lapinha 35 Lapi530 35
Roral0 25
Brasil Roraima 28 Rora20 3
Sant460 12
Brasil Santarém 13 Sant490 1
Brasil Salvaterra 34 Salva0 34
Buca860 3
Colombia Bucaramanga 38 Buca900 35
Colombia Neiva 12 Nei250 12
Costa Rica Liberia 39 Libe630 39
Honduras Pavana 25 Paval0 25
Cural0 1
Venezuela Curarigua 39 Cura20 2
Cura60 26
Truj100 2
Venezuela Trujillo 32 Truj120 30
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TARATROCTAT TAT-AATTEO
TAATROCCTAT TAT-ARTTEG
TRATADCTAT TAT=AATTHE
TAMTACCTAT TAT=ARTTCH
TARTACCTAT TAT-RATTGS
TAATALUTAT TAT=-ANTTEG
TAATACCTAT TAT-ARTTGR
TARATACCTAT TAT-RATTGSE
TRRTACCTAT CRAT==RTTEE
TARAGRCCTAT CRATARTTGS
TAATACCTAT TAT-ANTTGR
TRRTACCTAT TRAT=AATTGE
TAATACCTAT TAT-RATTGH
TARTACCTAT TAT-RATTOR
TARATACCTAT TAT-RATIGE
TAATROCTAT TAA-RARAGG
TAATACKRTAT TRRARAT TGS
TAR—-PCCTH TTAT=A-ATT

51

ATATT-BGGR COOC===fel
ATACT-COHER GOOCCTOA-T
ATACT=0GEA GUOCCTGEA-T
ATRACT-C0GR GOOCCTGA=T
MTATT-A0GN GOOOCTAA-C
~TRCT-AGGA GOODCTGA-T
ATRTT-RGGN GRODCTEA-T
ATATT-RGGEN GOCOCTOA-T
RIATTTAGHEN GUCOCTAAAT
FURTT RGN GUITRANT
ATATT-AGGA GOCOCTGR=T
RATRTT-PGEGEA GOTOCTGEA-T
RTRTT-PGGEA GUUCITGR-T
RTATT=RGGEE GRODCTGRA-T
REATT-RGEN GOUDCTGA-T
JUARTTRAEGEL COCOCATAAL
ATATTTRGES BOCTCRTACA
TRRTATTGE, GOUCCTER-G

TTTIGARCTIT TRLCCCCHTC
TTTIGACTTIT TACOODTTTC
TTTIGACTTIT IRCOOCCTTC
TTTTGACTIT TRCCOTCTIC
TTTIGACTTIT TACOOCCATS
TTTTGACTTT TACCTOCATS

TICTEMCTTT TACOCTOCATC

840
ACEATTT--0 GAARTTGATT AGTCCCTITA
AGEATTT-GG ARACTTAATT ACT-COTTTHR
AGEGTTT-00 ARRCTTGATT AGTTCCTITR
AGGLTTT=G6 ARACT-GRTT AGTTCCTITA
AGEATTT--G GRAATTOATT ALTOCCTTTA
CGAATTC--G GAPRATTGRTT AETTCCTT—
GRGATTC==G GRAATTGATT MITICTITA
AGGATTC--0 CRAMTTAATT ASTTICTTTA
RAGGATTC--G ARPATTGATT ASTTCCTITA
GLGARTTCGE MRBATTOGRTT AGTTICTITA
GGE-ATTIC--3 CRAATTOATT ACTTOCTITA
RAGGATTT--G GRAATTGATT AGTTCCTITA
GEATTOG--G GARSTTIGARIT AGTTUCTTITA
AGEATTC--G GRANTTGATT AGTTUCTTITA
RGGATTC--C CAAATICATT AGTTOCTTTA
REGATIT--C CRANTTGATT AOTTOCTITA
AGGATTTA=T GATTTTAARRT AGITCCTTAR
GLRGETATTT= =GEARRTTEY TARGTTC-TT

oo
ATGECTTTIC CTOGRATARA TAATRTARGA
ETOOCKTTOC CACGARTARA TARCHTARES
ATGECATTOC CACGARTARA TRACATARGS
ATGEINTROL CROGARTARA TARCATARGER
HIGGECTTTROD CTCGARTARA TAATRTARGA
RTAGCTITTIC COCGRATAAA TARTATARDSE
ATRGEETTTOD COCGARTARA TARTHTARET
MIRSCTITIC CTCCARTARA TARTHTARISA
ATAGCTITIC CTOGAATARA TAATRTARLR
STAGCTTTIC CTCCRATAGS TALTHTARCE
ATAGETTITON CTCGANTARA TRATHTAAET
KTGECTITIC CTCCANTRRA, TARATATAAG
ATAGCTTTTIC CTOOAATARS TAATATARSLS
ATRGCTITIC CTOGANTARA TRATATANGN
ATAGETTTTE CTEHFATARR TARATATARER
ATCOCTTTOE CTTACGRATRA TARTHTGASN
MIGGCTTTCC CTTAARTATA TAGTTTALGD
MIGITTITOC CTGEAATARR TAATATARNGA

pE=1i}
TITAACTTTA TTATTAACTA CTAGTHTMRGT
TTTARCTOTT TTATTAACRR GCACARTAST
TTTARCICTT TTATTARCAR GCANTAGT
TITAACTCTT TTATTRACKR CCAGARTAGT
TTTARCTTTR TTATTARCTA OTAGTATAST
TTTRACTTTA TTATTARCTR GTASTHTAGT
TTTAACTTTA TTATTARCIA CTAGTATAGT
TITAACTTTA TIATTARCTR QAASTATAGT
TTTARCTITA TTATTARCTR GRAGTRTAGT
TITAATTTTA TTATTRACTA GRAGTATAGT
TTIAARCTITA TTATTRRCTR GTAGTATAGT
TTIAACTITA TTATTARCTA CTASTATAGT
TTIAACTTTA TTATTARCTA CTASIATAGT
TTIARLTTTA TIATTARCTA GTAGTATAGT

TICTERCTTT TRCOTCCATC TTIAACTTTA
TITAGACTYTT ACCCOCRSIC TTIAALTTTA
TTIRIMCTITT ADCCOCAGTE ATTGEAITTTA
TITTGECTTT TACCCODATC TTTAACTTTA

TTATTARCTR
TTATTARCTA
TTATTRACTA

GTAGTATAGT
CTAGAATAGT
CTRGTRTAGT

ASPARCTCO0 OCROOTROARG
AGPRACTLGR GURGGARCRE
ANEPARCTRGR GUAGEARCHE
AGARACTIGA GUAGGRACHG
ASARACTOGE GOAGGTRCHG

ik

TTATTATTAT CTCTOCCMGT
TTATTATTSET COCTTOCMGT
TTRITATTGT CLOTTOCMGT
TTRITATYGT CCOTPOCTGT
TTACTATTAT CTCTCCCTGT
TTRTTATTGT CTCTCICMGT
TTAITATTAT CT0TEECAGT
TTATTAITAL CTCTOOCICT
TTRITATTAr CTCTCUTIGT
TTATTATTAT STOTEGETET
TIAITATTAT CTCTOCCAST
TTRITATTAL CRCTCCOTGT
TTATTATTAT CTCTCOCART
TTATTATTAT CTCTOLCAGT
TIAITATTAL CTCTCCCAGT
TTRITAITAT CTCTOCCTET
TTHITATTAT CTOTCCCTOT
TTATTATTAT CRCTCLCTET

TTATTRACTA GTAGTATAGT

200
CTITARTCO] TOGTRATTAC TOCTCETCCTT
LTITGRATCOE TOGTAATTAD RGTTETOCTT
ETTTGETCDG TOETARTTAG SOECTETOETT
GTITGRTCOL TOCTARTTAL ARCCTORCCTT
GTITGRICOI TTGTRATIAC TSCUTGTICTT
COITGRTCTE TTETRATTAL TEUTETTCTT
GICTGRTCTG TTGTRATTAL TECTRETTCTT
GICTARTCTI TCOTRATIAC TOCACTICTT
GICTGRTOAG TOGTRATTAS TEOAGTICTT
CICTARTCTG TOGTRAATARD TECARTTCTT
GTITIRTCTI TTOTRATIAC TSCTGTICTT
GTTTGERTCDG TOGTRATTAD TECTETOCTT
GFITGATOTSG TTGTAATCAD TEITETICFT
GTITIATCTI TTGTRATCAC TGCTETICTT
GTTTGERTCTG TTGTRATCAL TECTETTCTT
CTTPEATONS TOCTAATTAD ToCTETOCTT
GTITAATCOS TOGTAATTAL TOCTETICTT
GITPGNICOS TOGTRATTAC TGCTGTICTT

250
TTTALCKRICR CCTATTACTA TACTCTTAAD
TTTASCTEER GOTATTACTA TACTTTTRAD
TITAGCTSER GETATTACTRA TACTTTTARD
TITAETIER GUTATTACTA TACTTTTARAL
TTTACCREIA GOTATTACTA TACTCTTRAD
TOTAGCRGGER GETATOACTR TACTTTTARD
TUTASAGS GUTATTACTR TACTTTTGAL
TCTASCAGCR GCTATTACTA TACTTTTRAD
TOTALCRGGER GUTATTACTA TACTTTTMRAD
TOTAHFAGGR GETATTAGGR TRCTTTTARE
TCTALCAGGS GOTATTACTIA TACTTTTARD
TTTAECRGAA GCTATTACTA TACTCTTMAD
TOTASGAGGER GETATTACTA TACTTTTARD
TCTALCRRGAR GETATTACTIA TACTTTTAAD
TCTADCAGOA GCTATTACTA TACTTTTRAD
TTTAGCRGGER GETATTACTA TACTUTTARD
TITAGCRGGR GUTATTACTRA TACTUTTAARD
TITRECREGR GOTATTACTRA TACTUTTARAL
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TERTCGRART TTARAFRCCT
TERICTRANT TTAARTRCTT
TEACCRARAT TTAARTACTT
TEACCGRANT TTARRTRCTT
TENTCGRART TTAARTACCT
TGATRGRAAT CITARTACTT
TOGATCGRANT TTAARTRCTT
TEATCGRAAT CTAARTACTT
TRATCGRAAT CTAMATRGTT
TOGATCGAANT CTALATACTT
TEATCGAAAT TTARRTACTT
TCATCGRAAT TTAARTRECT
TGATCERANT TTAMATACTT
TGATCGAAAT TTAARTACTT
TGATCGRAAT TTARRTALTT
TGATCEARAT TTRARTACCT
TAATCGRRAT TTAARTACCT
TOATCERAAT TTAARTACCT

F

CTATTITATA CURACATGRR
CRATTOTTTA TORACATOLA
CRATTCTTIA TURACATGRA
CRATTLTTTA TCRACATGAR
CTATTTTATA CCTGUCRTGRA
CTATTITATS TORACATIAM
CTRITITATA TCRRCATGERA
CCATTTTATA CCRACATCRAA
CCATTITATA CCRGARTGARA
CCATTITATA TEASRATEAR
CTATTTITATA CCRACATGAA
CTATTTTATA CORACATOAA
CTATTTITATA TURRCATGRA
CTATTTTATA TCARCATGAD
CTATTTTATA TCRRCATHRA
COATTTTTTA CCAACATGAD
TTATTTTATA CCRACKTORA
CCTTOTTATA CCRACHTGRM

351

CTCATAGAGG ROCCTOGETT
COCATAGMGG RGCTTCRGTT
COCATAGRAG AGCTTCAGTT
TOCATAGRGG AGCTTCAGTT
CRCATAENGE AGCCTOGGETT
COCATALAGE QLOCTCALTT
CTCATACAGD AGCCTCAGTT
COCRTAGAGE RGCTTCRGTT
COCATAREAGE RECTTCRGTT
CLCATHENGE AECTTCRGTT
CTCATACACS RCCCTTAGTT
CTCATAGRGE ACCCTOSGTT
CTCATHENGTE BHE0CTCRETT

el
CATTTTTTOR COCASCTGES GLAGCTLATD
CITTITITGA CODGCCTEER GGAGCALACC
COTTTTTTEA COOHETTREG GaASEAEACT
COTTTITICA COCOGCT RS GLAGLRAGASE
CRTTTITTGR COCASCTGAR GOAGCTADS
COTTITTTEA COCTGOTEER GRAGEAGACT
COTTTITIGA DOCTGUTERG GLAGGAGATS
CTTTIITTEA TOCASCTOAL GOTOGTACS
CTTTTITIGA TOCTGUTEEA GOTEENGACT
CTTTTIITIGA TOCTGOTGER GOTGRMGACT
COTTTITIGA COCTGCAGGD GHAGGAMATS
CATTTITIGA DOCAGCTORER GOAGCTAARD
COTTTITIGN COCOOCTOGR GOAGEREACT
CCTTTITTRA COCOGUTHGR GERGERGACT
COTTTTTTEA DOCOSOTOCR CLACSAIACT
CATTTITIGA DCCAGCTOGR GAAGGTAATS
CATTTTTTGA DOCAGUTOGA GOAGGTIATT
CATTTITIGh DOCAGOTOGH GGAGGTGRCT

3s0
CTGTTTIACOD DCCATIATCA RAPARTATTS
CTLTTEACDD TOCTTTATCA AGAARTATTG
LTEITTACCS TCCTTIATCA ACRAATATLG
CTGTRIACCS GCCTTIATCA AMGTARATATTO
CRCTCTACCE {OCATTATCA AGRARTETTG
TEATCTATLC COCATTATCT MASTARTATLG
TEGTTIATIC COCATIATOC AGRARTATTGC
CTGTCTACCE ROCTTTATCT AGRARTATTG
CTOICTACCC SOOTTIATCT ROMARTATIG
CTETCTRCCE GOCTTTATOT ACRARTATIC
CTGTITATOC TOCATTATOD AGRARTATTG
CTEITTIACCT COCATTATIR AGRARTATTG
CTETTTATCC COCATTATLT AGRARTATIG
CTETTTATCC CCOATTATLT AGRAMTATIC
CTGETTTATCC CCCATTATOT AGRARTATTE
STGEMTTACCE COUATTATLR AGRAATATIG
CTETTTACCE CCORTTATCR RAGTRATATTG
CTGTTTACCT COCATTATOA ACTARTATIG

400
CATTTACCTA TTTTTTORCT SCATTTAGET
GRTCTACCCA TTTITECOTOT TCATTTAGLET
GRATLTASCTR TTITTTTCTCT TCATTTAGET
GATCTACCTA TITTITROTCT TCATTTAGLT
GRTTTASCTR TTTTIROTOT CCATTTAGET
GATTTASTAR TCTTTTITCT TCATTTAGLT
GACTTAGCAR TTTTITITCT TCATTTAGLT
GATTTROCKR TTTTTTOOCT TCATTTRGET
GATTTAGCAR TTTTTTIOCT TCATTTACLT
GRTTTAGCAR TITTTTCOCT TCATTTAGLT
GRACTTAGUAR TTTTTTOTCT TCATTTAGET
GATTTACCTA TITTITCTCT CCATTTAGET
GACTTROCKA TITTITOTCT TCATTTRGET
GROTTAGCAR TTTTITCTCT TOATTTACCT

CTCATAMIAGS BOCTTCRGTT GRCTTAGTAR
CTCATRGAGE ASCCTORSTT GREITTAGCTA
CTCATAGAGSG AGCCTUAGTT GRTTTRGATA
CTCATRAAGS RGOCTONSTT GRTTTRGITA

401

GEMATTTCAT CTATTTTAGE AGCAGTRRAT
GHEATTTOTT CRATTTTAGS GLGOTETRAAT
CHERRTTTETT CRATTTTAGS GHUTGTARNT
GERATTTCTT CRATTTTACS COCTLTRART
GEAATTTCAT CTATTTTAGS AGCRETARAT
GHERATTTOOT CTATTTTAGSE GUUATRRAT
GEARTTTCAT CTATTTTAGS ACCRCTRAAT
CERRTTTCAT CTATITTAGS ASCAGCTARAT
SEARTTTCAT CTATTTTAGE AGCASTRRAT
GEARTTTCAT CTATTTTAGS ACCROTRART
QERRITTCAT CTIATITTAGS GOCRETARAT
GEARTTTCAT CTATITTAGE AECAETRRAT
GEAATTTOAT CTATITTAGE ASCAGTAART
GEARTTTCAT CTATTITTAGS AGCAGTRAAT
CGEARTTTCAT CTATTTTAGE HECAGTRRAT
GEARTTTCAT CTATTTIACE ROCROTRART
GORTTTICAT CTATTTTAGE AGCRGTAAKT
CERATTICAT CIATTTTAGT ACCAGTRANT

451

TATROCATCA RCACCRATTA CTTTAUATCE
TRTROGATEM ACAEGARTTR CTTTRGEATCE
TATROGRATGR ACAIGARTTR CTTTRAGATOS
TATRCGATCA ACKGGARTTA CTTTAGATCG
IRTROIRTCA ACKIGARATTA CITIMGATCE
TRATROGATLR ACALGARTTR CTTTRGRACCE
TATRCGATER ACREGARTTA CTTIRAGATCE
TATGOGATEA ACROGRATTA CTTTRAGACCE
TATOOGATLA RACADGAATTE CITIAGACCE
TRTEOGRATGR COABGARTTA CTTTRVGACCE
TATACGRTCA ACKROGRATTA COTTAGATCE
TATACARTEA ACROGAATTR CTTIAVGATCO
TATROGRTLA ACAGGARTTRE CTTTRGATCS
IATACGATCA ACKROGRATTA CTTTRGATCE
TATACIATLA ACROGARATTA CTTIAATCO
TAHACGEATEN ACAGGANTTA CTTTAGRTCE
TATRCERTOA RCAGGARTTR CTTIAGATCE

TTITITCTICT TOATTTAGCT
TITEITCTCT COATTTARGCT
TTTTITCTICT COATTITAGCT
TTTTTTCTOT OCATTTRGCT

450
TTTAITRCTA CRGTTRITAR
TTTATTRCAR CTGTANTTAR
TITATTACAR CTGTARNTTAR
TTTATTRCAR CTGTARTTAR
TITATTRCTR CAGTARTTAR
TITATURLTR CRGTASTTAR
TTTATTRCTA CRGTANTTAMR
TTTATTRCTR CRETANTTAR
TITATTRATR CAGTRRTTAR
TTTATTRCTA CROTANTTAR
TTTATTRCTR CRETRANTTAR
TITATTRETR CRGTARTTRR
TITATTACTA CAGTARTTAA
TITATTRCTR CROTARTTAR
TTITATTRCTA CRIGTANTTRRA
FITATTRACCHA CAGTARTTAA
TITATTACCR CAGTANITAR
TITATTRACTR CROTANTTRA

495
AATACCTTTA TTTET
AATRCCTTTA TTTET
AATRCCTTTR TTTET
ARTROCTTTA TTTGT
ARTRCCITTR TTTET
AATROCCTETR TTTET
AATRCGRTTR TTTET
RATRCCRATTA TTTET
AATRCCATTR TTTET
ARTROCGRATTR TTTET
AATACCRETTA TTTET
AATCOCTTTR TTTET
AATRCCRTTR TTTET
RATROCATTA TTTGT
AATACCATTA TTTOT
RATGOCTTTA TTTET
AATGOCTTIA TTTET

TATROERTEA ACREGARTTA

CTTTAGATCE RATECTTTA

TFTET

Figura 16. Fragmentos de Secuencias de ADN para 13 poblaciones del complejo Lutzomyia longipalpis. 18 haplotipos Unicos. Tomado

de Arrivillaga y col., 2003.
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3.3 Alineamiento de secuencias de ADN.

Las 343 secuencias de ADN obtenidas de Arrivillaga y col. (2003), fueron alineadas
mediante el algoritmo CLUSTALW (Li, 2003) usando los mismos criterios de homologia

para el alineamiento propuesto por los primeros autores mencionado.

3.4 Analisis molecular de las secuencias de ADN

3.4.1 Conversioén del formato de alineamiento.

El alineamiento obtenido mediante el programa CLUSTALW fue convertido en un archivo
.MEG a través del programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) version
5.2 (Tamuray col., 2011).

3.4.2 Conversion del formato .MEG a .PHY

El archivo .MEG obtenido a través del programa MEGA, fue posteriormente sometido al
programa DnaSP 5 (Librado y Rozas, 2009), para estimar el nimero de haplotipos. A través
de este programa se estipul6 el formato de las secuencias (Fig. 17) y se hicieron grupos por
especies, para crear un archivo .PHY el cual posteriormente se usé para crear las redes de
haplotipos.

r ~
Nucleotide Sequence Format

Data File: C:%.. ASecuenciascompletas.meg

Mucleotide Sequence Chromozomal Location
(@iDMA} () Autosome
' RNA () X chromosome

('Y chromosome
(' 2 chromozome
' W chromosome
) Prokarmyotic

' Diploid @® Mitochondrial
(@ Haploid (") Chloroplast

Genomic State

If you want to store this information, save [or export] the active

data file as a HEXUS file format
Cancel | 1] %

Figura 17. Formato de las secuencias para usarlas en DnaSP 5.
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El DnaSP 5 es un paquete de software para el analisis de polimorfismo de nucle6tidos, el
cual puede estimar varias medidas de variacion de secuencia de ADN dentro de y entre las
poblaciones, asi como el desequilibrio de ligamiento, la recombinacidn, el flujo de genes y

los parametros de conversion génica (Librado y Rozas, 2009).

3.5 Redes de Haplotipos

Con estas secuencias de regiones mitocondriales se realizaron Redes de haplotipos
empleando el programa TCS1.21 (se usa para estimar por parsimonia estadistica) para
estudiar la distribucion geogréfica de la variabilidad genética mitoncondrial para el
complejo Lu. longipalpis, siguiendo el método propuesto por Golczer (2011), ademas se
utilizo el programa Network 4.5.1 (Bandelt y col., 1999) para realizar redes haplotipica con
los mismos datos y compararlas, ya que la diferencia de TCS.21 con Network, es que este
paquete computacional estima las redes en Median Joining por sigma (basadas en distancias

medias y no parsimonia).

Las redes de haplotipos se construyen utilizando determinado fragmento de la secuencia, o
un bloque no recombinante. Lo primero que debe hacerse para crear una red de haplotipos,
es construir una red filogenética de haplotipos no enraizada, mediante la aplicacién de un
algoritmo de parsimonia. En esta red se indicaron todos los pasos mutacionales que
diferencian a cada uno de los haplotipos, los cuales fueron considerados como haplotipos
intermediarios ausentes. De esta manera, la red de haplotipos se convierte en una serie de

clados anidados (Confalonieri, V., S/F).

Las redes de haplotipos realizadas se construyeron con dos rutinas distintas, una utilizando
todas las secuencias de lo que se conoce como el complejo Lutzomyia longipalpis, las
cuales incluyen secuencias de Lu. longipalpis sensu lato y Lu. pseudolongipalpis; y la
segunda rutina, utilizando solo las secuencias de Lu. longipalpis sensu lato.
Adicionalmente, se exploraron las rutinas considerando diferentes nimeros de cambios
mutacionales, para evaluar la factibilidad de conectividad y los de pasos que permiten tener

la red de haplotipos total, con base en los haplotipos diferentes derivados de 343
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secuencias de Lutzomyia longipalpis utilizados en los estudios de Arrivillaga y col. (2002;
2003).

3.6 Trazos Panbiogeograficos.

La distribucion de las especies Lutzomyia longipalpis sensu lato y Lutzomyia
pseudolongipalpis fue representada graficamente en un mapa con las areas donde fueron
colectados los haplotipos (circulos amarillos), conectados por medio de lineas que
representen distancias entre localidades, y formando un trazo individual. La finalidad era
representar el area de distribucién y el espacio probable de evolucion de la especie. Este
trazo fue orientado mediante filogenia, utilizando la informacion del arbol filogenéticos de
Arrivillaga y col. (2002).

3.7 Secuencias consenso.

Se realizaron secuencias consenso por especie (A, B, C y D), alineando todas las secuencias
pertenecientes a las poblaciones de cada especie, para posteriormente alinear las secuencia

consenso y determinar la region optima para la formacion de los primers.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Base de Datos

;CA:;,‘:EE'I;'E'ITATAA'ITG GAGGGTT TGGAAACTGATTAGTTCCTTTAATAC TCGGAGCCCCTGATATGGCATTCCCACGAATAAATAACATAAL
;CA:;;ES'I;'E'ITATM'ITG GAGGGT T TGGAAACTGATTAGTTCCTT TAATACTCGGAGCCCCTGATATGGCATTCCCACGAATAAATAACATAAL
;iz‘?’ilcjg;l:-\\'ITATM'lTG GAGGAT T TGGAAATTGAT TAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;iz‘?’ilcjg%hﬁATM'lTG GAGGAT T TGGAAATTGAT TAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;ii“l:'ggg'lg'hﬁATM'lTG GAGGAT T TGGAAATTGAT TAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;ﬁ'f’ilégihﬁATM'lTG GAGGAT T TGGAAATTGAT TAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;;;‘:‘T’ggg'ls'AﬁATM'ITG GAGGAT T TGGAAATTGAT TAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;;:‘T’ggg%AﬁATM'ITG GAGGATT TGGAAATTGAT TAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;;:‘T’ggg'rl'A'ITATAA'ITG GAGGATT TGGAAATTGAT TAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;;:‘T’ggg'?'A'ITATM'ITG GAGGATT TGGAAATTGAT TAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;,ig'f'ggg'?'AﬁATM'lTG GAGGATT TGGAAATTGAT TAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;,i:‘f’ggg?l:g'ITATM'ITG GAGGATT TGGAAATTGATTAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;i:'cfglgg']fkﬂATMﬂG GAGGATT TGGAAATTGAT TAGTCCCTTTAATAT TAGGAGCCCACATGGC TTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;i:'cfglgg']fiﬂATMﬂG GAGGATT TGGAAATTGAT TAGTCCCTTTAATAT TAGGAGCCCACATGGC TTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;izgggg}'iﬁATAAﬁG GAGGATT TGGAAATTGAT TAGTCCCTTTAATATTAGGAGCCCACATGGC TTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;i;:'f'glgg;l:iﬁATAAﬁG GAGGATT TGGAAATTGAT TAGTCCCTTTAATATTAGGAGCCCACATGGC TTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;;:'T’ggg;l:iﬁATMﬁG GAGGATT TGGAAATTGAT TAGTCCCTTTAATATTAGGAGCCCACATGGC TTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;)J\,:"I:'glcjg;lh'E'ITATAA'ITG GAGGATT TGGAAATTGATTAGTCCCTTTAATATTAGGAGCCCACATGGC TTTCCCTCGAATAAATAATATAAGAT
;ﬂ'?';gg'?'kﬁATM'ITG GAGGATT TGGAAATTGATTAGTCCCTTTAATATTAGGAGCCCCTGACATGGC TTTCCCTCGAATAAATAATATAAL
;ﬂ'ﬁ";éé'?’i‘l‘l’;\TM‘l‘l’G GAGGATT TGGAAATTGATTAGTCCCTT TAATATTAGGAGCCCCTGACATGGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAL

Figura 18. Base de datos realizada para 18 haplotipos.

En la figura 18 se observa la base de datos realizada cumplié con el siguiente formato: se
colocé el simbolo de mayor (>) seguido de no mas de 10 caracteres alfanuméricos para la
identificacién de cada secuencias, en la linea posterior la secuencia formada por la base

nitrogenada en mayuscula (A, G, Cy T), y esto se repitio para cada secuencia.
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4.2 Alineamiento de secuencias de ADN.

Forall TARTACCTATTAT-AATTGEAGEATTC--GERAAAT TGATTAGTTCCTTTARTATT-AGEE
Roraz0 TARARTRCCTIATTAT-RATTGEAGEATTC--GGRART TGRTTAGTTCCTTTAATATT-AGGA
NeiZs0 TARTACCTATTAT-AATTGRGERTT CG-—GERRAT TGATT AGTTCCTTTARTATT-RGGEA
Trujlzo TAATRCCIATTAT-RATTGEGGEEATTC--GGRART TGRTTAGTCCCTTTRAATATT-AGGA.
Buca’d00d TRRTRCCTATTAT-RATTGRAGG-ATTC--GGRRAT TGRTTAGTTCCTTTRATATT-AGGR
Trujloo TAATRCCIATTAT-AATTGEGGAATTC--GGRART TGRTTAGTTCCTTT --—-ACT-AGGA
Libe630 TRRTRCCTATCAT--ATTGGAGGATTC--GRRRAT TGRTTAGTTCCTTTRATATTTAGGR
Bucagel TARGRCCTIATCARTAATTGEGEEARTICGEARART TGATTAGTTCCTTTARRRTT-AEGA
Pavald TRRTRCCTATTAT-RATTGGAGGATTC--GGRRAT TGRTTAGTTCCTTTRATATT-AGGR
Curall TAARTACCTATTAT-AATTGEAGEAT TT-GEARACT TGATTAGT-CCTTTARTACT-CGEA
Cura20 TRRTRCCTATTAT-RATTGGAGGGT TT-GGRRRCT TGRTTAGTTCCTTTRATACT-CGGR
Curaé0 TAATACCTATTAT-AATTGEAGEET TT-GEARACT -GATTAGTTCCTTTARTACT-CGEA
Lapi5an TAATACCTATTAT-AATTGGAGGAT TT--GGARAT TGATTAGTCCCTTTARTATT-AGGA
EBaturd TAATACCTATTAT-ARTTGGAGGAT TT--GGARAT TEATTAGTTCCTTTAATATT-RGGR
Salval ~TRAACCTATTAT-AATTGGAGTAT TT--GGARAT TGATARGTTC -TTTARTAT T--GGA
Jacchd TAATACCTATTAT-ARTTGGAGGAT TT--GGARAT TGATTAGTCCCTTTAATATT-RGGR
Sant4&0 TARTACCTATTARARRA-GGAGEAT TT-G-GARAT TGATTAGTTCCTTTARARTTAGGGA.
Sant490 TAATACATATTARARRTTGGAGGAT TT-ATGATTT TAARTAGTTCCTTARATATTTAGEE
 okk xRk kK k% * %k Rk x T

Forall GCCCCTGA-TATAGCTTITTCCTCGAATARA TAATA TARAGATTCTGACTTTTACCTCCATC
Roraz0 GCCCCTGR-TATAGCTITICCTGERARTARATRRTATARGATTICTGACTT TTACCTCCATC
Nei2s0 GCCCCTGA-TATAGCTTITTCCTCGAATARA TAATA TARAGATTCTGACTTTTACCTCCATC
Trujlzo GCCCCTGR-TATAGCTTTCCCCCGRATARATARTATARGT TICTGACTT TTACCTCCATC
Buca’d00d GCCCCTGR-TRATAGCTTTCCCTCGRATARRTARTATARGT TTCTGACTT TTACCTCCATC
Trujloo GCCCCTGR-TATAGCTITICCCCGRATARATARTATARGATTITTGACTT TTACCTCCATC
Libe630 GCCCCTARATATAGCTITTCCTCGRATARRTARTATARGATTCTGACTT TTACCTCCATC
Bucagel GCCCCTGRATATAGCTITICCTCGRATAGATARTATARGATTICTGACTT TTACCCCCATC
Pavald GCCCCTGR-TRATAGCTTTTCCTCGRATARRTARTATARGATTCTGACTT TTACCTCCATC
Curall GCCCCTGA-TATGECATTCCCACGAATARA TRACR TARAGATTTTGACTTTTACCCCCTTC
Cura20 GCCCCTGR-TRATGGCATTCCCACGRATARRTARCETARGRTTTTGACTT TTACCCCCTTC
Curaé0 GCCCCTGA-TATGECATTCCCACGAATARA TRACR TAAGATTTTGACTTTTACCCCCTTC
Lapi53d GCCCCTGR-CRTGGCTTTCCCTCGRATARRTARTRA TARGATTTTGACTT TTACCCCCATC
Batur0 GCCCCTGA-CATGECTTTCCCTCEAATARA TAATA TAAGATTTTGACTT TTACCCCCATC
Salwal GCCCCTGR-CRTGGCTTITCCCTGGRATARRTARTATARGRATTTIGGCTT TTACCCCCATC
Jaccbl GCCC---A-CATGECTTTCCCTCEAATARA TAATA TARAGATTTTGACTT TTACCCCCATC
Sant4&0 GCCCCATRARATGGCTITCCCTIAGRATARTRARATATGRGATTTAGACTT TACCCCCAETC
Sant490 GCCCCATACAATGECTITCCCTTARATATATAGTT TAAGATTTAGACTTTACCCCCRAGTC

wREE ok kR KR AR R ® kwR R K% kR R RARE KR K R

Figura 19. Fraccion del alineamiento en CLUSTALW

En la figura 19 se observa el alineamiento realizado mediante el algoritmo CLUSTALW
(Li, 2003)

4.3 Analisis molecular de las secuencias de ADN

DNA Sequences ITransIated Protein Sequences I

Species/Abbrv

1. Buca50034  fi

2. Buca3’0035
3. Buca30033
4. Buca30032
5. Buead0031
6. Buca30030
7. Buca30029
8. Buca30028
3. Bueas0037
10. Bucas0026
11. Buca30025
12. BucaS0024
13. Bucas00z3
. Buca30022
. Buca30021
. Buca30020
. Buca30013
Buca30018
Buca’0017
Buca30016
Bucad0ols
Buca30014
Buca30013
Buca3nolz
. Buca30011
26. Bucas0010

Figura 20. Imagen de una fraccion del alineamiento convertido en un archivo .MEG.



En la figura 20 se observa la conversion del archivo de alineamiento obtenido a través del
programa CLUSTALW al programa MEGA version 5.2 (Tamura y col., 2011).

4.4 Haplotipos

Las 343 secuencias de ADN de la regién mitocondrial Citocromo C oxidasa | de 12

localidades estudiadas, correspondieron a 18 haplotipos se distribuyen de la siguiente

manera:

Tabla 5. Informacion de los haplotipos utilizados para estudios del complejo Lutzomyia longipalpis, con base en redes de haplotipo.

Pais Clado filogenético Haplotipo Identificacion

Curarigual0 H_1

Venezuela Laraensis Curarigua2 H 2
Curarigua6 H_3

Jacobina H_4

Lapinha H5

Brasil Brazilian Santarem46 H_6
Santarem49 H_7

Salvaterra H_8

Baturité H_9

Venezuela Trans-Andino Trujillal0 H_10
Cis-Andino Trujillo12 H_11

Honduras Pavanal H_12
Costa Rica Trans-Andino Liberia63 H_13
Bucaramanga86 H_14

Colombia Bucaramanga90 H_15
Cis-Andino Neiva25 H_16
Venezuela-Brasil (Amazonia) Roraimal H_17
Roraima2 H_ 18
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4.5 Redes de Haplotipos.

45.1 Red de Haplotipo con secuencias de Lu. longipalpis sensu lato y Lu.

pseudolongipalpis, usando el programa TCS. 21.

Las tres primeras redes (Figura 21, 22 y 23) utilizaron las 343 secuencias correspondientes
a Lu. longipalpis sensu lato y Lu. pseudolongipalpis. Se puede observar como se conectan
las especies, con base en argumentos biogeograficos 6 ecoldgicos, sin embargo no muestran
relaciones de ancestralidad filogenéticas ¢ filogeografica, debido a que las redes no
evidencian la ocurrencia de un haplotipo ancestral porque no hay un haplotipo mayoritario
(considerado en la redes como el ancestral). Adicionalmente, la construccion de redes de
haplotipos con distintos nimero de cambios mutacionales permitié evaluar el grado de
discontinuidad en la red, derivado de la busqueda de conectividad entre especies

filogenéticas con aislamiento reproductivo dentro del complejo Lu. longipalpis.

4.5.1a Red de Haplotipo con menos de 35 cambios mutacionales.

Cura2

Sant49

sant46

Truj10

Clado Clado Namero
. Brasil Trans-and de

Clade ado cambios
Cis-and . CLIarda
Figura 21. Red haplotipica fragmentada con secuencias de Lu. longipalpis y Lu. pseudolongipalpis utilizando 30 mutaciones.

Cuando se construyen redes considerando 30 cambios mutacionales (Fig. 21) para conectar
las poblaciones-especies dentro del complejo, se observo a una gran red desconectada y

conformada por tres subredes e indican a las poblaciones de Brasil, Venezuela-Colombia-
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Centro América y la poblacion de Curarigua que corresponde a una especie distinta,
descrita por Arrivillaga y col. (2001) como Lutzomyia pseudolongipalpis. Este tipo de
topologia indica que no se pueden asociar parsimoniosamente por ende no se puede
encontrar una asociacion de ancestralidad-descendencia reciente en tiempo ecolégico, pero
si separa a las subredes en redes biogeogréaficas y evidencia a tres grupos de especies

diferentes genéticamente.

4.5.1b Red de Haplotipo con 35 cambios mutacionales.

La red haplotipica con 35 cambios mutacionales exactos (Fig. 22), demuestra igualmente,
otra red desarmada, pero con la ocurrencia de dos grupos bien definidos: un primer grupo
correspondiente a Curarigua, Lutzomyia pseudolongipalpis, y un segundo grupo
conformado por Lutzomyia longipalpis sensu lato correspondiente a las poblaciones de
Trujillo en Venezuela, Brasil, Colombia y Centro América. Sin embargo, aunque estan
unidas algunas poblaciones de Lu. longipalpis sensu lato, aln se necesitan un ndmero
mayor de cambios para lograr una conectividad total. Se sugiere, que dentro de Lu.
longipalpis s. I. hay més de un grupo aislado taxonomicamente en un bajo contexto

genético.

Clado Clado Nimero

. Brasil Trans-and ___ de Bucag6
Clado Clado cambios
Cis-and

Lara

Sant4g

Figura 22. Red haplotipica fragmentada con secuencias de Lu. longipalpis y Lu. pseudolongipalpis utilizando 35 mutaciones.
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Ademas, esta estructura de red avala la hipdtesis que Curarigua es una especie diferente y

necesita muchos cambios mutacionales para que conecte con las otras especies genéticas.

4.5.1c Red de Haplotipo con mas de 35 cambios mutacionales.

Se necesitaron 48 cambios mutacionales para poder conectar a Curarigua con el resto (fig.
23). El gran ndmero de cambios, interpretado en tiempo, corresponde a los millones de

afios que han pasado desde que estas poblaciones tuvieron un ancestro comdn.

Paval0 |
1

5 8

BucaBg

14

22

Santde
Rora2

Buca%0

T g

25
3 -
‘Il' Trujl2

Trujlo

32

Cura2

Clado Clado Numero
Brasil Trans-and ___ de

Clado Clad cambios
Cis-and . L:rao
Figura 23. Red haplotipica con secuencias de Lu. longipalpis y Lu. pseudolongipalpis utilizando 48 mutaciones.
En la figura 23 se observa la conexién existente entre todas las poblaciones genéticas
geogréficas utilizadas en el estudio, manteniéndose el patron de tres (3) grupos, a pesar del

nimero en cambios mutacionales (48) y se observd geograficamente, 3 subredes con

particidn geografica: Brasil, Venezuela-Colombia-Centro América, y Curarigua.
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Al realizar redes de haplotipo con las secuencias de Lutzomyia longipalpis sensu lato
mediante el programa TCS.21, y utilizando diferentes nimeros de cambios, no se observan
diferencias sobresalientes en las topologias, ni un haplotipo comun ancestral, porque no hay
un haplotipo con una frecuencia significativamente alta. Se mantiene la misma estructura
topoldgica de las redes con la inclusién de Lu. pseudolongipalpis, lo que sefiala que la
estructura de conectividad genética espacial entre especies con mayor grado de relacién
filogenética es independiente de la presencia de otra especie del complejo, con mayor

divergencia genética.

4.5.2 Comparacion de Redes de Haplotipo con secuencias de Lu. Longipalpis sensu lato
y Lu. pseudolongipalpis, hechas a través de Network, Vs hechas por TCS.21

Santds

Figura 24. Comparacion de redes de haplotipos utilizando especies del complejo Lu. longipalpis sensu lato y Lu. Pseudolongipalpis. A:
Red de haplotipos realizada con TCS.21. B: Red de haplotipos realizada con Network.

Al comparar redes con la misma informacion pero bajo distintos argumentos de programas
se observan similaridades en la estructura, reforzando la separacion entre Lu

pseudolongipalpis y Lu. longipalpis sensu lato (Fig. 24).
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4.5.3 Comparacién de Redes de Haplotipo con secuencias de Lu. Longipalpis sensu

lato, hechas a través de Network, Vs hechas por TCS.21

A B

Figura 25. Comparacion de redes de haplotipos utilizando especies del complejo Lu. longipalpis sensu lato. A: Red de haplotipos

realizada con TCS.21. B: Red de haplotipos realizada con Network.

Al realizar las redes con ambos programas, pero excluyendo las poblaciones de Lu.
pseudolongipalpis, observamos que con el programa Network (Figura 25-B), se pueden
diferenciar mejor los dos grupos biogeograficos que conforman a Lutzomyia longipalpis
sensu lato, representados por Brasil (verde) y el Noroeste de Suramerica (gris y azul). Al
observar en la figura 25-A la red realizada con TCS1.21 la estructura no es tan
diferenciada, ya que todos los haplotipos estan mas enraizados, pero hay una tendencia a
visualizarse los dos grupos de poblaciones. Por lo cual, se recomienda ilustrar las redes de

haplotipos del complejo Lutzomyia longipalpis con el programa Network.
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4.5.4 Analisis filogeografico sensu estricto (Arrivillaga y col., 2002) vs analisis

filogeografico mediante Redes de Haplotipo.
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Figura 26. Arbol filogenético (A) vs Red de haplotipos (B) realizados con base en secuencias de ADN del complejo Lutzomyia

longipalpis.

e Congruencias entre los métodos.

Al comparar las dos metodologias utilizadas para el estudio filogeografico de las
poblaciones del complejo Lutzomyia longipalpis (Fig. 26), observamos que existen puntos

de concordancia:

1- La topologia del arbol y la red es similar: la estructura filogeografica en ambas
metodologias evidencia, tres grupos discontinuos: grupo Laraensis (Curarigua, Lu.
pseudolongipalpis, especie B), grupo Brazilian (Brasil, Lu. longipalpis sensu lato,

especie A), grupo Andino (Lu. longipalpis sensu lato, especie Cl1, C2 y D,
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poblaciones de Colombia, Centro América, Venezuela (excepto Lu.
pseudolongipalpis).

2- Los tres grupos discontinuos obtenidos mediante las dos metodologias, estan bien
soportados tanto por los valores de divergencia nucleotidica, como por el nimero
de cambios mutacionales entre ellos. La divergencia nucleotidica del clado
Brazilian (9.8%) y del clado Andino (9.47%), es mas reciente que la divergencia
del clado Laraensis (10.91%), considerado como el mas ancestral y representado
por los haplotipos de Curarigua. Esta diferencia entre los grados de divergencia del
clado Laraensis con los demas clados, sugiere un largo periodo de inactividad
geoldgica después de eventos vicariantes en el Plioceno-Pleistoceno, mientras que
los valores de divergencia del clado Brazilian y el clado Andino, sugieren la
existencia de una reserva genética ancestral de origen sub andino amazonico antes
de los eventos vicariantes (Arrivillaga y col., 2002) (Fig.26-A). Por otro lado en la
red de haplotipos, el nimero de cambios mutacionales indica el grado de
conectividad que hay entre los tres grupos, y se observa que las distancias mas
largas traducidas en tiempo geologico, se encuentran entre el grupo Brazilian
(verde) y el grupo Laraensis (naranja), donde hay 44 cambios mutacionales, y entre
el grupo Brazilian y el grupo Andino (Grises) con 33 mutaciones. Estos valores
también nos sugieren que la conexion con el mayor nimero de cambios es la del
grupo Brazilian con el grupo Laraensis, por lo cual es la mas antigua.

3- La topologia del arbol y de la red de haplotipos, en relacién al clado Laraensis
(Lutzomyia pseudolongipalpis) son concordantes. El andlisis filogenético muestra
una divergencia baja entre los haplotipos colectados para la poblacién de
Curarigua, y dichos haplotipos cuentan con la presencia de un solo cambio
mutacional entre ellos, lo que evidencia la alta homogeneidad genética dentro de
esta especie pudiendo considerarse una misma poblacion genética, lo que apoya
gue estén en un mismo clado.

4- La no separacion filogenética entre los dos subclados andinos en el arbol, es
concordante con la conectividad genética espacial mostrada en la red de haplotipos,
ya que en ambos casos no se observa una agrupacion bien diferenciada. En el caso

del &rbol filogenético se representan las ramas de los subclados Cis (poblaciones de
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Colombia, Venezuela y de la Amazonia en Brasil) y Trans andinos (poblaciones de
Venezuela, Colombia y Centro Ameérica) con bajos valores de bootstrap (menores a
80%) los cuales no son suficientemente fuertes para apoyar la diferenciacion
concisa de dichos clados (Arrivillaga y col., 2002). Del mismo modo en la red de
haplotipos, la agrupacion de las poblaciones geograficas del grupo Andino se
observan divididas en dos subgrupos no diferenciados, 1o que concuerda con el

estudio filogenético.

Incongruencias entre los métodos.

Existen algunas diferencias en las topologias internas:

Grupo Brazilian: los analisis de filogeografia sensu estricta muestran que la
poblacion mas ancestral filogenéticamente hablando, es la poblacion de Lapinha,
ubicada geograficamente al sur de Brasil (al sur de la region de la cuenca de San
Francisco (Arrivillaga y col., 2003), la cual permite la relacion de ancestralidad y
descendencia con Lu. pseudolongipalpis (especie méas ancestral dentro del
complejo). Mientras, que las del analisis de genética espacial con redes, muestran
que la poblacion brasilera de Baturité, es la poblacion mas basal y de conectividad
con Lu. pseudolongipalpis (Curarigua).

Grupo Andino: los anélisis filogenéticos muestran claramente dos subgrupos
desconectados por valores de divergencia nucleotidica, independientes y discretos,
no pudiéndose evaluar las relaciones de ancestralidad y derivacion, por lo que se
asume que ambos subgrupos se conectan de igual forma con el grupo Brazilian. Los
valores de divergencia nucleotidica son altamente significativos (10.8 a 7.4%) entre
las poblaciones de los sub clados cis y trans, lo que sugiere una falta de flujo
genético (Arrivillaga y col., 2002). Asi mismo, las redes de haplotipos muestran que
el sub clado filogenético cis andino (poblaciones de Roraima, Neiva, Trujillo y
Bucaramanga) se conectan primero al grupo Brazilian. Por otro lado, se observa la
conexion del haplotipo 10 (poblacion trans andina de Trujillo) con los haplotipos
H11 (poblacion cis andina de Trujillo) y H15 (Poblacién cis andina de
Bucaramanga), lo que evidencia que el haplotipo 10 transandino deriva de un pool

ancestral cis andino.
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Estos resultados evidencian que otros factores no macro biogeograficos podrian
determinar la dinamica de la diferenciacion genético espacial dentro y entre las
poblaciones B, C1, C2,yD.

4.6 Trazo Panbiogeografico

Al mapa de vegetacion de Suramérica se superpuso la red haplotipica Network realizada
con Lu. longipalpis sensu lato y Lu. pseudolongipalpis, y se le dio direccion a la red
usando un criterio filogenético derivado de los analisis de Arrivillaga y col. (2002). Como
se observa en la figura 27, existe conectividad entre las poblaciones, a pesar de la larga
distancia geogréfica entre ellas, y esta conectividad puede explicarse mediante un patrén
biogeogréafico y a través de la historia ecolégica de las poblaciones. Su distribucion se debe
a los efectos ocasionados por los diferentes sucesos geoldgicos que han venido ocurriendo
desde hace miles de millones de afios, como ha sido el surgimiento de diferentes barreras
geogréficas, como son la cordillera de los Andes, de la cordillera de la costa en Venezuela,
la incursion del Mar Caribe en Falcon, la formacion de la cordillera del este, entre otras.
También se observa que las poblaciones no comparten haplotipos entre ellas, lo que puede

ser explicado por el aislamiento reproductivo entre las especies.

La direccionalidad del trazo Panbiogeografico (Fig. 28) fue establecida con base en la
interpretacion del arbol filogenético (Fig. 15), donde se considera a Curarigua como el
grupo ancestral que derivé en el complejo de especies integrado por poblaciones de Brasil,

Colombia, Centro América.
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Figura 27. Red haplotipica Network proyectada en mapa de localidades del complejo Lutzomyia longipalpis.
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Figura 28. Trazo individual para poblaciones del complejo Lutzomyia longipalpis
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3.7 Secuencias Consenso

Las secuencias consenso fueron construidas para cada Especie (A, B, C y D), con base en

las secuencias 6ptimas alineadas con el programa ClustalW.

e Secuencia consenso Especie A (Clado Brasil)

TAA*AC*TATTA*AA***GGAG*ATTT**GA**TT*A**AGT*C*TT*AA*ATT**GG*GCCC**
X ATGGCTTTCCCT***A***ATA*T*T*AGATTT*G*CTTT**CCCC**TC*TT*ACTTTATT
ATTAACTAGTAG*ATAGTAGAAACTGG*GCAGGTACAGGTTTGATCCGT*GTAATTACT
GCTGT*CTTTTA*TATTATCTCTCCCTGTTTTAGCAGGAGCTATTACTATACTCTTAACT*
ATCGAAATTTAAATACCTCATTTTTTGACCCAGCTGG*GGAGGTGA*CC**T**TT*TACC
AACATGA**TGT*TACCCCCCATTATCAAG*AATATTGC*CATAGAGGAGCCTC*GTTGA
TTTAG*TATTTTTTCTCTCCATTTAGCTGGA*TTTCATCTATTTTAGGAGCAGTAAATTTT
ATTAC*ACAGT*ATTAATA*ACGATCAACAGGAATT*CTTTAGATCGAAT*CCTTTATTT
GT

e Secuencia consenso Especie B (Clado Lara)

TAATACCTATTATAATTGGAGG*TTTGGAAACT*GATTAGT*CCTTTAATACTCGGAGCC
CCTGATATGGCATTCCCACGAATAAATAACATAAGATTTTGACTTTTACCCCCTTCTTTA
ACTCTTTTATTAACAAGCAGAATAGTAGAAACTGGAGCAGGAACAGGTTTG*TCCGTCG
TAATTACAGCTGTCCTTTTATTATTGTCCCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATAC
TTTTAACTGACCGAAATTTAAATACTTC*TTTTTTGACCCGGCTGG*GGAGGAGACCCA
ATTCTTTATCAACATGAACTGTTTACCC*CCTTTATCAAG*AATATTGCCCATAGAGGAG
CTTCAGTTGATCTAGC*ATTTTTTCTCTTCATTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTTAGGGGC
TGTAAATTTTATTACAACTGTAATTAATATACGATCAACAGGAATTACTTTAGATCGAA
TACCTTTATTTGT

e Secuencia consenso Especie C (Clado Cis-andino)

TAATACCTATTATAATTG**G**T*GGAAATTGATTAGT*CCTTTAATATTAGG*GCCCC
TGATATAGCTTT*CC**GAATAAATAATATAAG*TTCTGACTTTTACCTCCATCTTTAACT
TTATTATTAACTAGTAGTATAGTAGAAACTGG*GCAGGAACAGGT*TGATCTGTTGTAA
T*ACTGCTGTTCTTTTATTATTATCTCTCCCAGTTCTAGCAGG*GCTATTACTATACTTTT
*ACTGATCGAAATTTAAATACTTCCTTTTTTGACCC*GC*GG*GGAGGAGA*CCTCTTTTA
TA*CAACATGAACTGTTTATCC*CCATTATC*AGAAATATTGCTCATAGAGGAGCCTCAG
TTGACTTAGCAATTTTTTCTCTTCATTTAGCTGGAATTTCATCTATTTTAGG*GCAGTAA
ATTTTATTACTACAGTAATTAATATACGATCAACAGGAATTAC*TTAGATCGAATACCA
TTATTTGT
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e Secuencia consenso Especie D (Clado Trans-andino)

TAA*ACCTAT*A***ATTGG*G*A*T***G*AAATTGATTAGTTCCTTTA**A****GGAGCCC
CT*A*TATAGCTTTTCC*CGAATA*ATAATATAAGATT*TGACTTTTACC*CCATCTTTAA*
TTTATTATTAACTAG*AGTATAGTAG**ACTGG*GCAGGA*CAGG**TGATC*GT*GTAAT
*ACTGC*GTTCTTTTATTATT*TCTCTCCCTGTTCTAGCAGGAGCTAT*AC*ATACTTTTAA
CTGAT*GAAATCT*AATACTTC*TTTTTTGACCC*GCTGGAGG*GG*GACCC*ATTTTATA
*CA**ATGAAC*GTCTA*CC*CC*TTATCTAG*AATATTGCCCATAGAGG*GC*TCAGTTG
ATTTAGCAAT*TTTTC*CTTCATTTAGCTGGAATTTC*TCTATTTTAGG*GCAGTAAATTT
TATTA*TACAGTAATTAATAT*CGATCA*CAGGAATT*CTTTAGACCGAATACC*TTATTT

GT

En el alineamiento de estas secuencias consenso por especie se resaltd en rojo las regiones cortas

conservadas de diez 0 mas bases, que representan regiones candidatas para la elaboracion

de cebadores. Esos cebadores flanquean una region variable (resaltada en verde) que puede

ser empleada para la identificacion de especies o “Barcoding”.

especie
especieD
especieB
especieC

e ek ke e kk oo o * . * k kK kK * ke ok . * * Kk Kk Kk

especie
especieD
especieB
especieC

« ok kK * ek e kk kK . * * * * ok

especie
especieD
especieB
especieC

kK ekkkkhkhkhkkhkk o kk . * ok k Kk k kK * kK k k * ok kK . * . ok .

especie
especieD
especieB
especieC

* koo kK% * * k% ek e ok kk kk kkekkk Kkhkkk ok * Kk Kk kK *kkkhkkk k.
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especie
especieD
especieB
especieC

* K K * ok Kk kK e kkhkhkAkk Ak AkKkAKk * * K * *
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especieC

« kK . . . *kk Akkkk oo *kkk kKK kK .. * * ok Kk kK
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especieB
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especie
especieD
especieB
especieC

* ok ok kk khkoekkk ok oko .k . kkhkkhkkkkhkkkk Kkhkk o * kkkkk ok ok kkk

especie
especieD
especieB
especieC

* K K

Vale destacar que los asteriscos debajo de las bases nitrogenadas indican que en esa
posicion los residuos son 100% idénticos, los dos puntos (:) indican posiciones en las que
se han realizado sustituciones conservativas, y el punto (.) indica sustituciones menos

conservativas.
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DISCUSION

Los analisis realizados mediante el método de filogeografia no sensu estricta o Red de
Haplotipos indicaron la existencia de tres grupos conectados pero bien diferenciados,
formados por las 4 especies filogenéticas del complejo Lutzomyia longipalpis: grupo
Laraensis (Especie B, Curarigua, Lu. pseudolongipalpis), grupo Brazilian (Especie A,
Brasil, Lu. longipalpis sensu lato), y el tercer grupo Andino (Especies C (C1-C2) y D,
Colombia, Centro América, Venezuela, Lu. longipalpis sensu lato),las cuales tienen una

conectividad mas estrecha producto de una no completa separacion filogeogréafica.

La filogeografia sensu estricta (filogenia) y no sensu estricta (Red de haplotipos), muestran
concordancia en la distribucion de los grupos genéticos geogréficos, y sustenta que estos
grupos corresponden a especies con aislamiento reproductivo (Lanzaro y col., 1993; Mutebi
y col., 1999; Arrivillaga y col., 2009). Por consiguiente, las redes son fragmentadas, los
haplotipos no pueden asociarse de forma parsimoniosa, y se sugieren que la alta
divergencia proviene desde el Plioceno — Pleistoceno, confirmando lo propuesto por

Arrivillaga y col., en 2002.

En el complejo de especies, las diferencias filogenéticas y la separacion geografica entre
Brazilian y Laraensis, sugieren al grupo Laraensis como el ancestral y al grupo Andino -
Centro Ameérica como el reciente; ambos con influencia histérica de la Amazonia
(Arrivillaga y col., 2002).

Se supone que el grupo Laraensis comenzd a divergir, de un pool ancestral con los
movimientos tectonicos de los Andes en el periodo de Mioceno, continué hasta el
levantamiento de la Cordillera Andina del Este y manteniendo la divergencia por cuatro
barreras geogréaficas: incursion del Mar Caribe en Falcon, desarrollos incipientes de las
Cordilleras Andina, de la Costa, y el Arco EI Baul, causante de la barrera entre la cordillera
del este y el sur de los Andes (Arrivillaga, 2003).

Otros eventos que pudieron ocasionar la diferenciacion entre los grupos Andino y Laraensis
fueron la incursion repetida del Mar Caribe y los cambios en la direccionalidad del Rio
Orinoco en el Oligoceno temprano hasta el Mioceno tardio. Probablemente, el aislamiento

de los linajes principales ocurrié en el Pleistoceno, con el levantamiento del final de la
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Cordillera del Este y con el desarrollo del Rio Amazonas hacia el Océano Atlantico. El
grupo Andino, conformado por poblaciones de Colombia, Venezuela, Centro América y la
Amazonia Venezolana-Brasilera, tiene poblaciones en Bucaramanga y Trujillo donde sus
haplotipos se encuentran en simpatria, por lo que se consideran grupos monofiléticos,
ademas tienen una historia ecoldgica que muestra que las relaciones entre los haplotipos se
debe a que existia un pool genético que fue afectado por periodos de aislamientos, por las
barreras geograficas y posteriormente por periodos de dispersion. La especiacion
simpatrida se daria desde el lado Trans de la cordillera Andina, lo cual explicaria porque el
Haplotipo Trujillo10 en las redes de haplotipo, queda unido a los haplotipos del grupo Cis-
Andino. Ademas, que las poblaciones no compartan haplotipos, evidencia la no existencia

de flujo génico contemporaneo entre ellas.

Las diferencias entre los clados Brasiliensis y Andino, pudo estar relacionada con las
alteraciones geomorfoldgicas ocurridas en Sur Ameérica central, comenzando con el
desarrollo del Rio Amazonas en el Mioceno tardio y luego con los cambios de drenajes

desde los Andes hasta la Amazonia, entre el Pleistoceno tardio y post-pleistoceno.

Este trabajo encuentra que las diferencias entre las redes de haplotipos y las observadas en
la topologia del arbol filogenético (Arrivillaga y col., 2002) respecto a la conectividad
filogenética vs conectividad ecoldgica de las poblaciones dentro del clado Brazilian, no son
significativas en cuanto a la interpretacion de la relacion entre las especies del complejo,
por lo que se sigue evidenciando una congruencia en este clado. Ademas, la poblacién de
Lapinha es la poblaciéon filogenéticamente basal dentro del clado Brazilian, estando
relacionada con las poblaciones de la Amazonia (Salvaterra y Santarém), siendo las tres de
tierras altas del Brasil y las mas ancestrales del Clado, mientras que las poblaciones de

Jacobina y del sistema de montafias bajas (Baturité) son poblaciones mas recientes.

Ecoldgicamente, el complejo Lu. longipalpis esta asociado principalmente a ecosistemas
terrestres tipo bosque semideciduo, aunque en el 2003, se reportdé por primera vez la
ocurrencia de Lu. longipalpis en un bosque primario en la Amazonia Venezuela - Brasil
(Arrivillaga y col., 2002; 2003). En particular, las poblaciones de Lu. longipalpis sensu lato
y especie B, estan asociadas a distintos tipos de bosques, como se indica a continuacion,

con base en el trabajo de ecosistemas terrestres de Santos y col. (2007).
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Figura 29. Distribucion de los tipos de Bosques asociados a Brasil. Tomada de Santos y col., 2007.

En los estudios de Santos y col. (2007), también basandose en estudios filogenéticos, y
considerando tanto las especies de plantas lefiosas asociadas a los diferentes tipos de
vegetacion de Brasil, como la informacion bioldgica de los analisis de parsimonia, se
determind, que los bosques surefios del Atlantico son los bosques mas ancestrales, mientras
que los mas derivados pertenecen a los bosques tipo Caatinga, Pernambuco y Amazonia, en
donde se ubican geograficamente las poblaciones de Baturité, Jacobina, Lapinha,
Salvaterra, Santarém y Roraima, poblaciones analizadas en el presente trabajo de Lu.
longipalpis s. ., especie B y C2. Estos datos son concordantes con los datos filogeograficos

propuestos por Arrivillaga y col. (2003).

Sin embargo, desde un contexto ecoldgico, autores como Silva y Casteletti (2003), sugieren
que la region de Caatinga (donde se ubica geograficamente las poblaciones de Baturité y
Jacobina) es una regién unica biogeograficamente, y ecolégicamente méas ancestral que los
bosques de la Amazonia (donde se ubican las poblaciones de Salvaterra, Santarém y
Roraima), lo cual sugiere que los bosques de Caatinga podrian tener un rol clave en la

historia filogeografica de Lu. longipalpis sensu lato.
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Adicionalmente, la region de Caatinga en Brasil (Sabana) se caracteriza climaticamente
como una region semi arida caliente, es decir, con altas temperaturas (aprox. max. 35°C),
constituida de arboles y arbustos espinosos, xerofilos, caducifolios, con presencia de platas
suculentas y estrato herbaceo estacional (De Souza, 1998); la cual tiene un gran parecido
ecoldgico, con la localidad de Curarigua, en el edo. Lara, Venezuela. Esta region se
caracteriza por tener un clima arido, con temperaturas poco variantes, siendo 35°C la
méaxima aproximada, constituida por una vegetacion xerofila representada por cujies, tunas,
espinares y cardonales, lo que explica la conectividad ecoldgica entre estas dos localidades
(Fig. 30).
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Figura 30. VVegetacion de Caatinga y Curarigua sobre la Red haplotipica.
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HIPOTESIS FILOGEOGRAFICA

Hipdtesis filogeografica propuesta en el presente trabajo para explicar la distribucion

de las especies del complejo Lutzomyia longipalpis:

Basados en los resultados de este trabajo de investigacion, se planted una hipotesis
filogeografica (Fig. 31), a partir de modificaciones hechas a la propuesta por Arrivillaga en
el afio 2003:

1. La separacién de las especies del complejo Lu. Longipalpis comienza con el
levantamiento inicial de la Cordillera Andina del este (CAE), la cual gener6 la
formacion del linaje Laraensis (Fig. 31 superior).

2. La formacion del Rio Amazonas y el levantamiento continuo de la CAE, fue separando
la poblacion y generd la formacion de dos linajes, uno brasilero, dirigido hacia la
Amazonia brasilera, y la zona Caatinga, y el otro Cis-andino, abarcando parte de
Colombia por Bucaramanga y Trujillo en Venezuela (Fig. 31 central).

3. El levantamiento maximo de la Cordillera Andina del Este, el cambio de drenaje del
Rio Amazonas, y la conexion establecida con el istmo de Panama, resultd en la
formacion de tres linajes, Brasiliensis, Cis-andino y Trans andino. El linaje Brasiliensis
comenz6 en Baturité donde hay una vegetacion tipo Caatinga, y desde alli se fueron
desplazando los individuos hacia la parte sur de Brasil, y hacia la zona de transicion y a
la Amazonia. En la zona Andina los linajes se dividieron hacia la parte Cis de la CAE,
Trujillo, Bucaramanga y Neiva, mientras que la poblacién de la zona Trans, se desplazo

hacia Centro América (Fig. 31 inferior).
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La hipdtesis propuesta por Arrivillaga en 2003 (Fig. 32), planteé que en el periodo
Plioceno-Pleistoceno, los eventos vicariantes explican la formacion de los clados

monofiléticos actuales de la siguiente manera:
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e Figura superior: Levantamiento inicial de la Cordillera Andina del este (CAE)
resulto en la formacién del linaje Laraensis.

e Figura central: La formacion del Rio Amazonas y el levantamiento progresivo del
CAE resulto en la formacion de un linaje brasilero y otro sub- andino (ambos
ancestrales).

e Figura inferior: El levantamiento maximo de la CAE, el cambio de drenaje del Rio
Amazonas y la conexion con el istmo de Panama resultd en otros tres linajes

contemporaneos Brasiliensis, cis- andino y trans-andino.

Finalmente, este estudio de redes de haplotipos representa un estudio complementario a los
estudios realizados de la especie Lu. longipalpis, los cuales a nivel de genética espacial,
permiten tener un nuevo argumento para hablar de Lutzomyia longipalpis sensu lato como
una especie derivada filogenéticamente de Lu. pseudolongipalpis, y dentro de la cual se
puede hablar de cuatro especies con valor taxondmico como especies plena, ejemplo las
especies A, C1, C2 y D. Por lo tanto, las redes de haplotipo avalan la existencia de las cinco

especies morfoldgicas.
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CONCLUSIONES

Las interpretaciones filogeograficas no sensu estricta de los 3 grupos biogeogréficos
resultantes en el presente estudio, confirman la concordancia con los resultados de
los analisis filogenéticos realizados por Arrivillaga y col. (2002), de la existencia de
4 especies filogenéticas: Especie B (Curarigua, Lu. pseudolongipalpis, grupo
Laraensis, Especie A (Brasil, Lu. longipalpis sensu lato, grupo Brazilian), Especies
C y D (Colombia, Centro América, Venezuela, Lu. longipalpis sensu lato, grupo
Andino), estableciéndose un patréon claro de conectividad y de especiacion
alopatrica, asociada a eventos geologicos ocurridos en el Plioceno-Pleistoceno,
aceptando asi nuestra hipétesis planteada.

Estas comparaciones entre las dos metodologias, evidencia que la hipotesis
filogenética planteada es aceptada, evidenciando que la historia biogeografica de las
especies de flebotominos del complejo Lu. longipalpis, determina la dinamica de la
genetica espacial de las poblaciones naturales actuales.

La distribucion y conexion de los haplotipos pertenecientes a los grupos Cis y Trans
Andino en la red, demuestran que la especiacién simpatrida ocasionada por la
formacion de Norte a Sur de la Cordillera Andina del Este, se dio en el lado trans.
La dispersion de las especies del grupo Brazilian esta asociada a los ecosistemas
terrestres de cada region, lo cual explica que la separacién se dio desde la region
con Bosques Caatinga (tipo Sabana - Baturité) hacia los bosques del sur
(considerados los més ancestrales - Lapinha) y hacia la Amazonia (Salvaterra y

Santarém).
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ANEXO 1

e Separacién de especies

—— Especie A (Clado Brasil)

— Especie D (Clado Andino), Centro América-Trujillo L 2 lonainaipi
(Vzla)-Colombia __ Lutzomyia iongipalpis
sensu lato

Especie C1 (Clado Andino), Trujillo (Vzla)-

_[ Colombia
Especie C2 (Clado Andino), Colombia-

Amazonia

Especie B (Clado Lara, Curarigua), Lutzomyia pseudolongipalpis (Arrivillaga y col,
2001)

Especies genéticas del complejo Lutzomyia longipalpis sensu lato y Lutzomyia
pseudolongipalpis
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ANEXO 2
GLOSARIO

ADN (Acido desoxirribonucleico): Acido nucleico de los cromosomas, que
contiene la informacidn genética codificada.

Coalescencia: Propiedad de las cosas de unirse o fundirse (RAE) // Es un proceso
estocastico que describe la forma en que los eventos genéticos poblacionales
determinan la forma de la genealogia de las secuencias de genes muestreados, y se
basa en la hipotesis de que todos los individuos de una poblacién natural coalescen
en un ancestro comun (Dominguez-Dominguez y col., 2009).

Gen: Es una region de ADN que codifica para ARN.

Haplotipo: Es una combinacion de alelos de diferentes loci de un cromosoma que
son trasmitidos juntos. Un haplotipo puede ser un locus, varios loci, 0 un
cromosoma entero dependiendo del nimero de eventos de recombinacion que han
ocurrido entre un conjunto dado de loci. En un segundo significado, un haplotipo es
un conjunto de polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) en un cromosoma
particular que estan estadisticamente asociados.

Polimorfismo de un solo nucleétido o SNP (Single Nucleotide Polymorphism):
Es una variacién en la secuencia de ADN que afecta a una sola base (adenina (A),
timina (T), citosina (C) o guanina (G)) de una secuencia del genoma.

Teoria de coalescencia: se basa en la genética de poblaciones, al tomar en cuenta
las fuerzas que producen y mantienen la variacion genética, pero a diferencia de los
procedimientos tradicionales, se apoya en un marco matematico, estadistico y
probabilistico (Avise, 2000). Por lo tanto, la teoria de la coalescencia tendra dos
componentes: el primero, corresponde a los procesos estocasticos que conducen al
Gltimo ancestro comdn de la muestra, por medio de diferentes modelos genético-
poblacionales; y segundo, las propiedades estadisticas de los métodos de inferencia
obtenidas de la muestra, que pueden detallar patrones de polimorfismo (Fu y Li,
1999).
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