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Resumen

Lutzomyia cruciataes vector potencial deeishmania mexicanan el sureste de México. Este
flebotomino presenta una amplia distribucién epagéé y aunado a su escasa capacidad de vuelo
podria favorecer la formacion de poblaciones aadddebido a la existencia de barreras
geograficas y climaticas) o poblaciones fragmerstadaciadas al tipo de habitat, debido a la
modificacion del paisaje. El objetivo del presesdeudio fue analizar la diversidad y estructura
genética dentro y entre poblacioned.decruciatg utilizando la region 3" del gaayt b De

acuerdo con los resultados obtenidos se proponkipatesis de divergencia de esta especie. Se
analizaron 62 secuencias provenientes de cuatlagobes dé.u. cruciatadel estado de

Chiapas, México, en el cual se detect6 la presetec6 haplotipos, una alta estructuracion
genética y un restringido flujo génico entre poldaes Fst= 0.416,Nm= 0.701). Los indices de
diversidad genética mas altos se detectaron guolalaciones de Loma Bonita y Guadalupe
Miramar. El arbol de maxima verosimilitud determings grupos diferenciados con un soporte
del 100% y con divergencia global del 7%. Estosltados se apoyan de igual manera por lo
encontrado con la red minima de haplotipos, doedevglencia la separacidon de estos tres
grupos. Los valores de divergencia genética easrérés grupos fue del 17.2 al 22.7%. De
acuerdo con los resultados, se propone que lampessde seleccion asociadas con las
condiciones ecolégicas del ambiente (factores @bl bidticos), la deriva génica, historia
evolutiva y la heterogeneidad geografica del estedGhiapas, estan relacionadas con los
valores de diversidad y estructura genética dgnémtre poblaciones, asi como también con los
valores de divergencia entre los tres grupos difeaelos. Por lo anterior se sugiere ue

cruciataen el estado de Chiapas pudiera ser un complegspkxies.

Palabras claves: leishmaniagistzomyia cruciatacitocromo b diversidad genética, estructura

genética, divergencia genética, complejo de especie
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Abstract

Lutzomyia cruciatdnas a wide distribution throughout Mexico and gogential vector of
Leishmania mexicana the southeast. The reduced flight capacityhef $and fly could lead to
isolated populations due to climate variations gedgraphic barriers, or population
fragmentation associated to specific local habdats to landscape modification. The aim of this
study was to analyze the diversity and geneticaire of the 3tyt bgene within and among
sand fly populations from the state of Chiapaspagraphically heterogeneous region. We
analyzed 62 sequences from fauwr. cruciatapopulations and found 26 haplotypes, as well as
high genetic differentiation and restricted gemsvfamong populationg=6t= 0.416,Nm=

0.701). Highest diversity indices were recordefdapulations from Loma Bonita and Guadalupe
Miramar. Three groups (100% bootstrap and 7% gldvargence) were identified using a
maximum likelihood tree test, and genetic divergeamong the three groups ranged from 17.2
to 22.7%. A median network test also supportedrsgipa of the three groups. Selection
pressure associated with ecological conditiongtiband abiotic factors), genetic drift,
evolutionary background, and geographic heterogeaéiappear to affect diversity and genetic
structure within and betwedru. cruciatapopulations, and the divergence of three specific

cladesLutzomyia cruciatan Chiapas is probably a species complex.

Key words: leishmaniasitutzomyia cruciata3’cytochrome bgenetic diversity, genetic

structure, genetic divergence, species complex.
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1. Introduccién

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedadesifagia@s con manifestaciones clinicamente
variadas causadas por protozoarios del gdongiglhmanigRoss) y transmitidas por algunas
especies de flebotominos. La Organizacion MundédbdSalud las reconoce dentro de las diez
enfermedades tropicales desatendidas mas impataetenundo. Esta presente en 88 paises
afectando anualmente entre 1.5 a 2 millones depasWHO, 2004). En México esta
enfermedad es considerada como un problema de @atlida ya que afecta a la poblacién rural
de 22 estados, entre los que se encuentra el efgadbiapas (Sanchez-Tejestal.,2001),

donde se han reportado las cuatro formas clinieda enfermedad: leishmaniasis cutanea
localizada (LCL), leishmaniasis cutdnea difusa () dBishmaniasis muco-cutanea (LMC) y
leishmaniasis visceral (LV). La Direccion Generalkpidemiologia del Centro Nacional de
Vigilancia Epidemiologica y la Secretaria de Saletiestado de Chiapas reportaron 1751 casos
de leishmaniasis entre 1990 a 2010 (ISECH, 2010JASEECE, 2010).

En México se han reportado a la fecha 45 espeeifislibtominos (Young y Duncan, 1994;
Ibanez-Bernal, 2000; Ibafez- Bermalal.,2004; 2006; 2010; 2011). De estas especies solo
Lutzomyia (Nyssomyia) olmeca olmg¥argas & Diaz-Najera), ha sido incriminada como
vector en el pais (Biagi al, 1965). Sin embargo, estudios realizados reciegrée en el

sureste de México sugieren due (Lutzomyia) cruciatéCoquillet),Lu. (Psathyromyia
shannoniDyar) y Lu. (PsychodopygyganamensigShannon) son vectores potencialet de
mexicanaBiagi) (Rebollar- Téllezt al, 19964, b, c; Pech-Mat al.,2010; Sanchez-Garcéd

al., 2010). En particulat,u. cruciatatiene una amplia distribucion en México, ya quesida
reportada en 18 estados del pais (figura 1A) (¥a&Diaz-Njera, 1953; Ibafiez-Bernal, 1999;
Rebollar-Téllez & Manrique-Saide, 2001; Rebollafid2et al.,2006; Ibafiez-Bernat al.,

2006). La distribucion de esta especie puede depetail medio ambiente local y factores como
precipitacion, temperatura, altitud, latitud, beseefisicas, distribucién y abundancia de
hospederos (Bejararat al.,2002).
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En general, los flebotominos se desplazan mediargi®s cortos de aproximadamente 6-10 m,
lo que les permite cubrir 100 m alrededor de siagleros (Alexander, 1987) y rara vez migran
mas de 1000 m (Alexander, 1987; Killick-KendricR9D). La escasa capacidad de vuelo,
aunado a la amplia distribucién que presenta egt@ce&e en el pais, podria favorecer la
formacion de poblaciones aisladas (debido a ldendsa de barreras geograficas y climaticas)
y/o poblaciones fragmentadas asociadas a tipoaldeahdistintos, particularmente a escalas
pequefias (Soares & Turco, 2003). Es comun quédiostbminos de poblaciones disjuntas
presenten caracteristicas particulares relacioramadicho hébitat, reflejados en diferencias
morfolégicas (Mangabeira, 1969; Arrivillaga & Fedingeli, 2001; Pérez-Méndez, 2009),
genéticas (Ishikawat al.,1999; Arrivillagaet al.,2002) o presenten diferentes compuestos
volatiles (e.g. compuestos que actiuan como feromsaeuales) (Lanet al., 1985, Hamiltoret
al., 2005).

El uso de marcadores moleculares permite deterrairggado de variacion y diferenciacion
genética que existe dentro y entre poblacionegamso inferir la filogenia de especies (Avise
2004). Entrdos marcadores comunmente utilizados en flebotosnésté el ADN mitocondrial
(ADNmt) (Esseghiet al.,1997), el cual se hereda por via materna por éctigme poca o nula
recombinacion, presenta altas tasas de mutacigaré®e, 2001) y alto polimorfismo a nivel
intra- e inter-especifico (Aviset al.,1987). EI ADNmt esta formado por 37 genes ente lo
cuales esta @litocromo b(cyt b. La region 3" de este gen exhibe una alta taskveegencia
nucleotidica en flebotominos (Essegttial., 1997; Hodgkinsort al.,2002; 2003), por lo cual
ha sido utilizado con éxito para inferir relaciofigmyenéticas en flebotominos de los géneros
Lutzomyiay PhlebotomugTorgersoret al.,2003; Parvizet al.,2010). De igual manera esta
region se ha utilizado para evaluar la estructergética en poblaciones Balebotomus
papatasi(Scopoli) (Hamarsheét al.,2007),Ph. sergent{Parrot) (Moin-Vaziriet al.,2007;
Baronet al.,2008),Ph. ariasi(Tonnoir) (Franceet al.,2010),Lu. longipalpis(Lutz & Neiva)
(Hodgkinsoret al.,2002; 2003; Coutinho-Abreet al.,2008) yLu. whitmani(Antunes &
Coutinho) (Readt al.,1997; 1998; Ishikawat al.,1999). En dichos estudios se observé que

la variacion genética esté asociada con diferdatesres tales como condiciones climaticas de
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los sitios de estudio (Readyal.,1997; 1998), distancia entre transectos (Hodgkiesal.,
2003; Hamarshedt al.,2007) diferencia en latitud o altitud de los sitios daud® (Readyet

al., 1998; Hodgkinsomt al.,2002; 2003; Hamarshedt al.,2007), el tipo de habitat (doméstico,
peri-doméstico y selvatico) (Ishikaveaal.,1999) y presencia de barreras geograficas (Moin-
Vaziri et al.,2007; Baroret al.,2008; Coutinho-Abreet al.,2008; Francet al.,2010).

En México no existe ningun estudio sobre la estiracy divergencia genética de flebotominos.
Considerando quleu. cruciataes un vector potencial de mexicanay es una especie
fuertemente antropdfilo, la cual esta presentd estado de Chiapas donde las leishmaniasis son
endémicas y existen los cuatro cuadros clinicda dafermedad (OPS/WHO- Secretaria de
Salud, 1994). Es importante realizar estudios eme=pecie debido a que las poblaciones
podrian diferir en su capacidad y competencia viati@or lo cual, es indispensable conocer los
patrones de estructura genética, dispersion ygiwveia genética regional. Dicha informacion
sobreLu. cruciataen Chiapas es fundamental para un adecuado disefjdementacion de
estrategias de control y vigilancia entomoldégicsi, &l presente estudio representa el primer
trabajo enfocado a poblacioneslde cruciata El objetivo fue analizar la diversidad y estruatu
genética dentro y entre poblaciones utilizand@e¢adn 3" del geoyt h De acuerdo con los

resultados obtenidos se propone una hipotesisveegdincia de esta especie.

2. Materiales y métodos

2.1. Area de estudio

El estado de Chiapas tiene una superficie de Q49hectareas, se encuentra al sureste de
México y colinda en el oeste con Oaxaca y Vera@nzl norte con Tabasco y en el sureste con
Guatemala. Presenta un relieve altamente heterogé@mealtitudes desde el nivel del mar hasta
los 4,000 msnm. El territorio del estado se haifetaslo en: (1) Planicie costera del Pacifico,

(2) Sierra Madre de Chiapas, (3) Depresion de Gisigf@) Altiplanicie de Chiapas o Meseta
central, (5) Montafias del oriente, (6) Montafashdete y (7) Planicie costera del Golfo. El
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clima es muy variable dependiendo de la ubicace&nggafica, la altitud y grado de

deforestacion (Mullerried, 1982).

Las colectas deu. cruciatase realizaroen cuatro localidades: Loma Bonita, Guadalupe
Miramar, San Antonio Buena Vista y Nuevo Montecrigstas localidades se eligieron tomando
en cuenta los registros de casos de leishmangsistados en los Ultimos afios por la Secretaria
de Salud de la entidad (Figura 1).

2.1.1. Loma Bonita(LOB) (16° 11" 53"'N, longitud 91° 11"88.4""W)3Guadalupe Miramar
(GUM) (16° 09°22.6""'N; 91° 16°45.2"W) pertenecémanicipio de Maravilla Tenejapa, se
encuentran a una altitud de 300 msnm y 432 msrspectivamente. Se localizan en las
montafias del oriente. Presentan un clima calidogkdnfAm), precipitacion anual entre 1500 a
3000 mm y vegetaciéon de bosque tropical perennifeli nUmero de habitantes es de 355 y 446,
respectivamente (Mullerried, 1982; Rzedowski, 200EGl, 2011).

2.1.2. San Antonio Buena VistdSAB) (16° 09°08"'N; 91° 38°58.9""W) pertenece al muneip
de Independencia, se encuentra a 1380 msnm etipéaAicie o Meseta Central; con un clima
templado-himedo (Cw) y precipitacién anual de 6@@@0 mm. El tipo de vegetacion es
bosque de coniferas y encinos. El nUmero de habgas de 1,487 (Mullerried, 1982;
Rzedowski, 2006; INEGI, 2011).

2.1.3. Nuevo MontecristdMC) (16° 56°55.6""'N; 93° 30.4'72.2""W) pertenetenanicipio de
Berriozabal, se localiza entre la depresion de [@sy las Montafias del norte a 340 msnm, con
un clima calido subhumedo (Aw) y precipitacion drerdgre 600 a 1200 mm; el tipo de
vegetacion es bosque tropical caducifoliel yamero de habitantes es de 258 (Mullerried, 1982
Rzedowski, 2006; INEGI, 2011).
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2.2. Colecta e identificacion morfoldgica de flebotinos

Los muestreos se realizaron de marzo a noviemtb20086 en las localidades de GUM, LOB y
SAB; en agosto 2009 y febrero 2010 en MC. Las tatese realizaron durante seis dias por mes
usando trampaSDC con luz blanca (Center for Disease Control)deto 512; John W. Hock

Co., Gainesville, FL, U.S.A.). Se establecierontcurtansectos por localidad (norte, sur, este,
oeste), iniciando a los 50 m del ultimo domicilipgsteriormente a 100 m, 250 m y 500 m. El
tiempo de captura fue de 17.00 h a las 06.00 Hidediguiente. Los ejemplares se conservaron
en etanol al 70% hasta su procesamiento paran#fidacion taxonémica y extraccién de DNA.
En el laboratorio, se disec6 cada ejemplar separahithrax y abdomen para el andlisis
molecular y la cabeza para la identificacion taxoiwd. Para el montaje de los flebotominos se
siguieron las recomendaciones de Ibafiez-Bernab{20@ identificacion se realiz6 usando las
claves taxonémicas de Young & Duncan (1994) e Ib&ernal (2000, 2005). Para la
identificacién de las hembras se observo la arngadbarial, ascoides, flagelomeros y palpos en
un microscopio optico (Carl Zeiss, Axiostar plu$a45 U.S.A.) a diferentes aumentos (10X,
40X y 100X).

2.3. Extraccion de ADN, amplificacién y secuencia@n

Para la extraccion de ADN se utilizé el térax yalketiomen de las hembras. Se sigui6 el
protocolo de extraccion de plasmidos de Sambetal. (1989) con algunas modificaciones: en
el paso 1, 2 y 3 se utilizé 1Q0 de cada buffer (re-suspension, lisis y neutrali®; en el paso

6 se afiadio 6Ql de AcNa 3M (pH 5.2) y 2 volumenes de etanol altsogjrado biologia
molecular (Sigma-Aldrich No. 07696MJ, St. Louis LA y se dejo precipitar toda la noche a
-20°C. Posteriormente en el paso 10 el ADN ssuspendio en 30l de agua inyectable®
(Pisa, Guadalajara, Jalisco, México) y se almaeer®’C hasta su uso. Para la verificacion de
la correcta extraccion del ADN se amplificé unadagconservada del gen 18s (450 pb) con los
oligonucledtidos: Lu.18s ARNr-1S (5"-TGCCAGTAGTTATGCTTG-3) y Lu.18s ARNr-1R
(5 TTACGCGCCTGCTGCCTTCC-3"), bajo las siguientesidiones de amplificacion:
desnaturalizacion de 95°C (2 min) seguido de 3@<ide 95°C (1min), 55°C (1min) y 72°C (1
min), y una extension final de 72°C durante 10 (Kiato et al, 2005).
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El volumen final de la reaccion de PCR fue deuRSe utilizé el Master mix Taq PCR
(QIAGEN, México) y la reaccion se corrio con 100degcada oligonucledtido.

Para la amplificacion de la region final 3~ dgt bse utilizaron 100 ng de cada oligonucleotido
11226:(5-GAATGATATTTTTTATTTGC-3") y 11587:(5' CTTATGI TTCAAGACATATGC-

3’) los cuales amplifican aproximadamente 365 pbuerongipalpis(Hodgkinsoret al.,2002;

2003) en un volumen final reaccién de PCR d@l50con Master mix Taq PCR. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnatural@zade 5 min a 98°C seguido de 10 ciclos de
95°C (1 min), 38°C (1 min) y 72°C (1.5 min); 35log de 95°C (1min), 40°C (1min) y 72°C
(2.5min), con una extension final de 72°C (3mirgdas las PCRs incluian su control negativo
como control de calidad. Se comprobo la presereiasiproductos de PCR tanto del 18s como
del 3"delcyt ben geles de agarosa 1.5%, tefiidos con bromurtidile @.0ug/ml) y se

realizaron registros fotograficos bajo luz ultrdsta (UV).

Los productos de PCR del 3 dsftt bse purificaron con el kit QIAqui¢k PCR (Qiagen,
Valencia, CA) y se secuenciaron mediante la téaécsecuenciacion capilar en un sistema
Prisma 310 ABI (High-Throughput Genomics Unit, Wasion).

2.4. Analisis de datos

Las secuencias se alinearon manualmente con ebpnagBioedit v.7.0.9. (Hall, 2004) y
posteriormente con el Mega v.4 (Tamataal.,2007). Para estimar los niveles de diversidad
genética se uso el programa DnaSP v.4.5 (Roza®é&dd, 2009): niumero total de mutaciones
(n), namero de sitios polimorficos (S), nimero dmsitinicos (Su), nUmero promedio de
diferencias nucleotidica&), niumero de haplotipo$), diversidad haplotipicadd), diversidad
nucleotidica %) y polimorfismo nucleotidico8). Para evaluar si existe una sefial de crecimiento
poblacional o seleccién natural se utilizaron varnétodos: los estadisticoslde F de Fu y

Li"s (1993) y laD de Tajima (Tajima, 1989), con base al nimero tilesssegregantes. También
se uso la prueba de distribucion de Mismatch camnagjrama Arlequin v.3.0 (Excoffiet al.,

2005), basado en la distancia genética pareada(Rddarpending, 1992), con soporte de
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10,000 pseudo-réplicas. La prueba de bondad deeajados datos observados se expreso con la
desviacion de la suma de cuadrad®@s(y el indice de Harpending (Harpending, 1994)aPar
determinar la estructura poblacionallde cruciatase realizé un andlisis molecular de varianza
(AMOVA) con 10,000 permutaciones con el programbeeduin v.3.0 (Excoffieet al.,2005). Se
considero el estimadéisty se estimé el nUmero de migrantes por generdblom entre las
poblaciones a partir dest (Wright, 1978). La distancia en linea recta erdseduatro localidades

se calculd con el programa ArcView v.3.2. (Esril 20

El analisis de reconstruccion filogenética se réathediante el método de maxima verosimilitud
(ML) con el programa Phyml v.3.0. (Guindon & Gad¢@609) con 500 pseudo-réplicas de
soporte, con base en el modelo de evolucién éptstimado con el programa JModeltest v.0.1
(Posada, 2008). Los valores de divergencia nudieatse estimaron en base al nimero de
sustituciones nucleotidicaB4), con la correlacion de Jukes y Cantor (JC) (N@87; Jukes &
Cantor, 1969) entre los tres grupos diferenciadesresultados) y con respecto al grupo externo
con el programa DnaSP. Para evaluar la relacide &4 haplotipos se realizé una red minima
de haplotipos con el programa Network v.4.6.0.@(Hvww.fluxus-engineering.com) a partir
del algoritmo Median-joining (Bandel al, 1999), con los parametros épsilon 0 y
transicion/transversion 1:2. Como grupo externotgigaron secuencias del GenBanklde
longipalpisde Brasil (HM030727 y EF107666).

3. Resultados

3.1. Diversidad y estructura genética

Un total de 62 secuencias fueron obtenidas deglane3”delcyt bdelLu. cruciatg 12 en LOB,
15 en MC, 12 en GUM y 23 en SAB, con una longitac2@4 pb y con 78 sitios polimérficos.
Las pruebas de neutralidad global fueron no sigatifras, lo que indica que los loci no estan
sujetos a procesos de seleccion. En términos @esitiad se obtuvieron 26 haplotipos y los
indices de diversidad haplotipica y nucleotidicbgl fueron altosid = 0.866 + 0.034;
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n=0.064 + 0.013. LOB y GUM presentaron el mayatida de diversidad haplotipiced =

0.909 = 0.079; 0.894+0.063, respectivamente), endes polimorfismo nucleotidic® £ 0.103 +
0.010; 0.078+0.009, respectivamente) y diversidadeotidica £ = 0.099+0.023; 0.107 + 0.014,
respectivamente). Las poblaciones de MC y SAB ptasen valores menores de los indices de
diversidad (cuadro 1). El nimero de haplotipospadriacion varié entre cinco y nueve (cuadro
1). Los resultados del indice de Tajima mostraesnltados negativos y significativos en la
poblacion de SAB = -1.666,p < 0.03), lo cual coincide con los resultados denvitch Ssd=
0.00006p =0.999; R=0.109) = 0.648), de igual manera LOBgd= 0.088p =0.326; R =
0.067,p =0.672) como MC{sd= 0.005,p = 0.661; R = 0.05& = 0.603) mostraron sefial de
crecimiento poblacional, sin embargo los resultat3$ ajima no fueron significativos. La
poblacién de GUM sélo presentd resultados sigrifioa para el indice de Fu y Li'B£ 1.934,

p < 0.03), mientras que el valor de Tajima fue posi(D = 2.771p < 0.03), lo que sugiere
efecto de la seleccion natural.

Los valores mas pequefios de distancia genéticanagar nimero de migrantes, se observaron
entre LOB y GUM Fst=0.194 yNm= 2.07), las cuales son las poblaciones mas cescana
geograficamente (5.52 km). Asimismo, las poblacaie GUM y SAB (41.44 km), mostraron
los valores mas altos de distancia genética y meinoero de migrante§$t= 0.633,Nm=

0.28) (cuadro 2). Existe una alta diferenciacionégea global entre poblaciones y un
restringido flujo de haplotipos migrantdssE0.416,Nm= 0.701), la distribucion de la variacion
genética fue significativamente mayor dentro pablaes (58.39%) que entre poblaciones
(41.61%).

3.2. Inferencia filogenética

El arbol de maxima verosimilitud fue construidonda el modelo 6éptimo de evolucidén segun el
criterio de Akaike (AICc), el cual fue HKY+G (-InL843.17p < 0.001), con un valor de

gamma de 0.406. En el arbol de maxima verosimikgidbservan tres grupos bien diferenciados
con un soporte de 100%. El primer grupo incluyddtggms de todas las poblaciones, mientras
gue el segundo grupo tiene haplotipos de dos teddis (GUM y LOB) y el tercero Unicamente

de LOB. El porcentaje de divergencia nucleotidicda fue del 7% (figura 2), mientras que
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entre los grupoda) varié del 17.2 al 22.7% (cuadro 3). En la rediménde haplotipos se
observaron los mismos tres grupos diferenciadoksaplotipo nimero cuatro, compartido entre
las poblaciones de LOB, GUM y SAB, tiene la mayaiabilidad de ser el haplotipo ancestral,

del cual se derivan multiples haplotipos (figura 3)

4. Discusion

La region 3'del genyt bha mostrado ser un marcador adecuado y altamariédble para
estimar la estructura genética dentro y entre paias e inferir en la filogenia de diversas
especies de flebotominos (Torgerstral.,2003; Hodgkinsomt al.,2003; Hamarsheét al,

2007; Coutinho-Abreet al, 2008; Parvizet al.,2010; Francet al.,2010). En el presente
trabajo esta regidn del gegt bmuestra que las poblaciones estudiaddsuderuciataque
presentan valores de diversidad genética altos @@y GUM, mientras que MC mostro bajos
valores de diversidad nucleotidica e indice denpmifismo nucleotidico; SAB fue la localidad
con valores de diversidad genética mas bajos. ltos @iveles de diversidad genética en LOB y
GUM sugieren que son poblaciones que han tenidaitampoblacionales relativamente
constantes, debido a que los efectos de la deéiniga@ se reducen (Avise, 2000). Estos altos
niveles de diversidad genética pudieran estarioglados con el hecho de que estas poblaciones
presentan altas presiones de seleccion local debi@ctores abidticos y bidticos (Reaztyal.,
1997; 1998; Via, 2002), estos altos niveles derdidad genética dentro de las poblaciones son
esenciales en términos de los cambios temporaspaciales que ocurren en el ambiente
(Primacket al.,2001). Los resultados demograficos muestran sksiatecimiento poblacional
historico en LOB y nula en GUM. Por otra parte,e&2éviéndez (2009) en un estudio de
morfometria con poblaciones Ha. cruciatarealizado con especimenes colectados en varias
localidades del sureste de México, reporté quetarbgeneidad morfoldgica observada esta
relacionada con la distancia geografica entre dédagiones, asi como a la adaptacion de los
individuos a las caracteristicas del habitat I0€hpresente estudio propone que el habitat, a
nivel local deLu. cruciatatiene un papel importante en su estructuraciéetiEny apoya la
propuesta de Hodgins-Davis & Peterson (2009), @sigrostulan que el habitat de cada
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poblacién puede modular la expresion de genesamsicon la competencia vectorial de
manera local, y esta expresion de genes o plaaticld expresion puede ser disparada por
factores bidticos y abioticos locales. Por otraldds valores bajos de diversidad genética
observada en las poblacioned.de cruciatade MC y SAB pueden estar asociados a: 1) el
tamafio de la poblacion, 2) la deriva génica y/org) baja tasa de migracion con otras
subpoblaciones (Mirabello & Conn, 2006), todo g@édencialmente asociado con la
fragmentacion del habitat (e.g., factores antropmgs, barreras geograficas y/o diferencias
climaticas) (Van Dongeat al.,1998; Readt al.,1998; Francet al.,2010). Asimismo, Van
Dongenet al.,(1998) mencionan que la fragmentacion de los at#hitaturales puede tener
efectos negativos sobre las poblaciones al reéupiotencial de dispersion, lo que
consecuentemente aisla las poblaciones, aumethtzelgencia genética y reduce la variabilidad
local. En estudios con diferentes taxones (mandfdepidopteros, dipteros), se ha encontrado
gue la fragmentacién del habitat asociado a lavateion antropogénica y a factores climaticos
han reducido el tamafio de las poblaciones y pralmsa aislamiento (Van Dongehal.,1998;
Van de Zandet al.,2000; Bouyeket al.,2007). Las localidades de MC y SAB se pueden befin
como sitios con un alto grado de perturbacién aoigénica. En la localidad de MC es comun
encontrar escasos parches de vegetacion primada,qle la mayor parte de esta localidad ha
sido desmontada para la agricultura y pastoreani&eio, los habitantes de la localidad de SAB
mencionan que hace aproximadamente 40 afios hutsadirea explotacion forestal no
controlada, lo que provocé la fragmentacion delthfbatural y hace suponer que hubo una
gran pérdida de biodiversidad, con potencial dmigiscion de la diversidad genética al
fragmentarse las poblaciones, aumentando asi tganda por efectos de deriva génica y la
disminucién de flujo génico (Haila 2002, Widt al.,2007). Dicha fragmentacion tiene un papel
fundamental en el origen y la dindmica de los pesclo cual se refleja en la diversidad genética
y en la estructuracion de la poblacion (Fitzpat&cghaffer, 2007). Similar a lo observado en el
presente estudio, Mukhopadhyatyal.(2001), en un estudio con isoenzimas en poblacidees
Lu. shannonde distintas poblaciones de Colombia y el est&d@ebrgia (EUA), encontraron
bajos niveles de variabilidad genética dentro detzblaciones y una alta variabilidad entre

éstas, con ausencia de migracibstE 0.370Nm= 0.4), lo que asociaron con deriva génica
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y fragmentacion del hbitat. Adicionalmente, egte tle poblaciones aisladas son mas
susceptibles a eventos estocasticos, lo que resuftactuaciones en el tamafio poblacional

y en una disminucion del potencial adaptativo aliasmambientales, incrementando el riesgo de
extincién (Goodman, 1987). En ambas poblacioneettd una fuerte sefal de crecimiento
poblacional historico sobre todo en SAB.

En relacion a la estructura poblacionalde cruciatay la tasa de migracion, se encontré una
alta diferenciacion genética global entre las pablees y bajo nUmero de migrantést(=
0.416,Nm= 0.701). Esta diferenciacion puede asociarse grmmmedida a la diversidad de
microambientes en la region de estudio, el sistdena@pareamiento, el efecto relativo que haya
tenido el flujo genético y la deriva genética ehiktoria microevolutiva y demografica de cada
poblacién (Slatkin, 1987; Wenink, 1996). La alttresturacion genética y la baja tasa de
migracion pudieran también ser el resultado derangso de vicarianza asociado a la geografia
y clima del estado de Chiapas, @sealtamente heterogénea. Los resultados de &stioes
coinciden con lo observado en otros trabajos usdiidentes marcadores genéticos donde se ha
demostrado el papel de las barreras geogréaficimatizas en el proceso de especiacion y
estructura genética em. longipalpis(Lanzatoet al.,1993; Mukhopadhyagt al.,1998;
Munstermanret al.,1998; Mukhopadhyagt al.,2001; Azevedet al.,2000; Uribe Sotet al.,
2001; Mutebiet al.,2002; Coutinho-Abreet al.,2008),Ph. sergent{Moin-Variaziet al.,

2007); yLu. whitmani(Readyet al.,1997; 1998).

Por otro lado, entre las localidades estudiadagdalaciones més cercanas geograficamente,
LOB y GUM, que se ubican a una distancia de 5.52rkostraron una moderada diferenciacion
y subsecuente flujo génico entre ellas. Entre ggibkciones existe una cafiada que pudiera
comunicar a ambas debido a la existencia de padehbébitat continuos (corredores), lo cual ha
permitido el intercambio genético. Las poblaciomgs alejadas genéticamente, aunque no
geograficamente, fueron SAB y GUM, que se ubicanadistancia de 41.44 km, esta alta

diferenciacion genética y nulo flujo génico entséas poblaciones debe estar asociada a la
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historia evolutiva de cada poblacién relacionadalas caracteristicas ecoldgicas (abidticas y
bidticas) propias de cada sitio, y con la altatogfeneidad geografica del estado de Chiapas.
Esto es, existe una separacion historica (e.qariaicza) entre estas dos poblaciones dado que las
separan el rio Santo Domingo, varias montafialelacion de la Meseta Central de Chiapas,

lo cual favorece el aislamiento de estas poblasiofsi, sobre la historia evolutiva He.

cruciatase propone que la alta diferenciacion poblacienabntrada puede deberse a la
orogénesis de las cadenas montafiosas del est&loagms, la cual se inicié a mediados del
Mioceno (Padilla y Sanchez, 2007), asi como admoshios climéaticos que ocurrieron durante el
Pleistoceno, los cuales provocaron periodos praldog de sequia que pudieron favorecer el
aislamiento de las poblaciones en refugios humgdmsng, 1979). Esta fragmentacion del

habitat durante el Pleistoceno pudo haber favoodei@volucion diferencial de las poblaciones,
gue se adaptaron a diferentes refugios o microslicoa diferentes condiciones ecolbgicas
(Heffer, 1969). ErLu. longipalpisse ha propuesto que los cambios climéticos datBéeno
contribuyeron a la formacién de su cladogéngsigjue durante esta era pudieron llevarse a cabo
cambios en la distribucion de las comunidades det@$, creando diferentes refugios que
influyeron en la evolucion de las poblaciones de #isbotomino (Arrivillageet al.,2002; Conn

& Mirabello., 2007).

Los resultados de maxima verosimilitud mostrares grupos diferenciados da. cruciatacon

alto soporte (100%), y una divergencia global eptiglaciones del 7%. La divergencia entre los
tres grupos diferenciados fue particularmente di#hl7.2 a 22.7%. Esta divergencia entre
poblaciones varia de acuerdo con su grado de agsitomes decir, a mayor tiempo de
aislamiento, mayor divergencia (Slatkin, 1987).ig altos de divergencia se han reportado en
poblaciones deu. longipalpisusando los genes 3" dsit by el COI, donde se discute que este
fleb6tomo pudiera ser un complejo de cuatro espdéigivillagaet al.,2002; Coutinho-Abreu

et al.,2008). Los resultados de maxima verosimilitudpeyan ademas por lo encontrado con

el andlisis de la red minima de haplotipos, dordevedencia la separacion de estas poblaciones.

Una explicacion podria ser que las poblaciondsuderuciatapresentaban una amplia



13

Pech-May., 2012: Estructura y divergencia gendrcpoblaciones de
Lutzomyia cruciata

distribucion en la region, lo que implica que pudietener contacto antes de que se formaran las
cadenas montafosas, lo cual se apoya en el heachwedas poblaciones de LOB, GUM y SAB
conservan el haplotipo ancestral, mientras que Bl€nsuentra a solo un paso mutacional.
Asimismo, se observo un espécimen de LOB en elog2ugue incluye haplotipos de GUM, lo
gue puede asociarse a que comparte la misma aétctefenotipica que tres ejemplares de
GUM (dientes cibariales largos). Grimstad (1984)pmne que las diferencias morfologicas
observadas eAedes hendersofCockerell) reflejan diferencias en la expresiérias genes.

Por otro lado Belemt al.,(2004) observaron que el alto nivel de heterooigien las poblaciones
dePh. papatastoncuerda con las diferencias morfologicas eargitud del fémur y tibia, lo
cual asociaron a factores climaticos, efectos god§ y/o socio-biologicos. Lamentablemente
en el presente estudio no se realizo la parte nmatidoca en los ejemplares, que hubiera sido de

gran ayuda para dar mas soporte a nuestros ressltad

En conclusion, se propone que las presiones decg@beasociadas con las condiciones
ecologicas del ambiente (factores abioticos y @&, la deriva génica, historia evolutiva y la
heterogeneidad geogréfica del estado de Chiapas, retacionadas con los valores de
diversidad y estructura genética dentro y entrégmidmes, asi como también con los valores
divergencia entre los tres grupos diferenciadosid@ementa por primera vez una diferencia
genética significativa en poblacioneslde cruciatay de acuerdo a los resultados de esta
investigacién, se sugiere gue. cruciataen el estado de Chiapas pudiera ser un complejo de
especies. Sin embargo, es necesario ampliar efitademuestra y llevar a cabo otros estudios
sobre genética de poblaciones e inferencia filogemésando mas marcadores genéticos e
incluyendo estudios sobre morfometria, fisiologtalogia y ecologia de ejemplares machos y

hembras déu. cruciatg y asi poder dilucidar si es un complejo de egseci
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7. Cuadros

Cuadro 1. Estimadores de diversidad genética dé¢l®yt benLu. cruciata N: nimero de

secuenciag) numero de mutaciones; S: numero de sitios polieusf Su: Niumero de sitios

anicos; K: numero promedio de diferencias nuclecai H: nUmero de haplotipos; Hd:

diversidad haplotipicat: indice de diversidad nucleotididh; indice de polimorfismo

nucleotidico de: desviacion estandar; Pruebas deatidad:D y F de Fu y Li;D de Tajima.

Poblacion N S Su K H Hd tde n +de 0 +de Fuy Li Tajima
D F D
LOB 12 79 70 198 266 9 0.909+0.079 0.099:0.023 0.0@8O -0.243 -0.001 0.675
MC 15 10 10 260 1.9 9 0.848:0.088 0.006:0.001 0.010®. -2.025 -2.15 -1.472
GUM 15 59 55 216 292 7 0.894:0.063 0.107:0.014 O0.0T® 1312 1.934* 2.771*
SAB. 23 5 5 260 058 5 0.451:0.121 0.002+0.001 0.0089.0 -2.135 -2.317 -1.666*
Toal g5 93 78 186 17.03 260.866+0.034 0.064+0.013 0.070+0.007 0.623  0.499 87.0
*p < 0.03.

Poblacion: LOB: Loma Bonita; MC: Nuevo Montecris@JM: Guadalupe Miramar; SAB: San Antonio Buena

Vista

Cuadro 2. Distancia genética pareada de los vatl@Esty Nmen paréntesis (debajo de la

diagonal) y distancia geografica (arriba de la dired) entre las poblaciones de. cruciataen

el estado de Chiapas.

LOB MC GUM SAB
LOB 235.31 5.52 38.2
MC 0.257 (1.44) 240.09 201.99
GUM 0.194 (2.07) 0.554 (0.40) 41.44
SAB 0.329 (1.01) 0.451 (0.60) 0.633 (0.28)
* p<0.03.

* La distancia geogréafica se encuentra en km, ldgsfiaeron estimadas en linea recta. Las
abreviaciones se pueden observar en la tabla 1.
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Cuadro 3. Divergencia nucleotididag) medida como el nimero de sustituciones nuclesat$di

netas por sitio entre los diferentes grupos (v&ultados), utilizando la correccion de Jukes y

Cantor.
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Grupo 1 .
Grupo 2 0.227+0.040 -
Grupo 3 0.208+0.057 0.172+0.054

Grupo 4 0.226+0.080 0.240+0.091 0.191+0.105
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7. Figuras
Haplotipos
mhi h2 h3 ®hd4 ®Eh5 Eh6 h7
NlleVO EWhE MhS hi0mhll Bh12 mhi3 ®hls
l\iontecnsto hl15Ehl5Mhl7 Bh18 h1% ®h20 Wh21
Wh22 Bh23@h24 @h15 @ h26

N,/ Rios

v Poblacion
Altitud

[ ]0a 1000 msnm

[ 7] 1000 a 2000 msnm
[ 2000 & 3000 msnm

an Antonio Guadalupe
Buena Vista Miramar

T v A
‘\‘L*\\

N 5
1800 900 0 1800 Kilometros 0 0 0 40 Kilometros
B I

Figura 1. (A) En azul y rojo distribucion de. cruciataen México (Vargas & Diaz-Najera,
1953; Ibafiez-Bernal, 1999; Rebollar-Téllez & MangeSaide, 2001; Rebollar-Téllez al.,
2006; Ibanez-Bernadt al.,2006), en rojo localizacion del estado de Chiaf@sestado de

Chiapas con la distribucion de haplotipos obsersamtolas cuatro poblaciones.
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Figura 2. Arbol filogenético de maxima verosimitit(MV; -InL= 979.4185) inferido con base a
274 nucledtidos del 3’ delyt bdeLu. cruciatay dos individuos dé&u. longipalpiscomo grupo

externo. Porcentaje de boostrap en los nodos ia @arb00 replicas. La barra de la escala

representa el nimero esperado de sustitucionesalsdtidos por sitio.
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Figura 3. Red minima de haplotiposlde cruciatabasados en 275 nucledtidos del 3’ dglb
delLu. cruciata Haplotipos: verde Loma Bonita; amarillo Nuevo NExristo; rosa Guadalupe
Miramar y azul San Antonio Buena Vista. Los cireulojos representan haplotipos faltantes, los
pasos mutacionales entre los haplotipos estansemiglos por una linea (un paso mutacional),
mientras que el nimero a lo largo de la linea mdimumero de pasos mutacionales. El area del

circulo de cada haplotipo es proporcional a laueacia de ese haplotipo en la muestra.



