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Palabras claves: Resumen
Phlebotominae, Lut- Lutzomyia longipalpis es el principal vector de una importante enfermedad desatendida en América.
zomyia longipalpis, La diversidad genética de este vector se estimé en la poblacion colectada en dos areas geograficas

poblacion genética, va-  separadas por hasta 37 km. Analizamos la secuencia CB3-PDR / N1N-PDR de 22 individuos obte-
riacion genética, red de  niendo un parametro de: h = 0.43 y 7 = 0.0017 (Bona), h = 0.89, 1 = 0.004 (EI Limén) con una dife-

haplotipos. renciacion genética de kst = 0.03; p> 0.05 entre ellos. Ocho haplotipos fueron detectados, de los

cuales fue compartido. Se detectd una diferenciacion significativa entre las poblaciones Panama-
Key Word: Colombia (kst = 0.98), Panama-Costa Rica (kst = 0.98) y Panama-Brasil (kst = 0.72) bajo el modelo
Phlebotominae, Lut- de aislamiento. Las inferencias genéticas de esta poblacion pueden complementar la informacion
zomyia longipalpis, de la capacidad de dispersion y brindar pistas importantes para comprender la ecologia de Lutzom-

genetic population, ge-  yia longipalpis en Panama.
netic variation, haploty-

pe network. Abstract

Lutzomyia longipalpis is the main vector of an important neglected disease in America. The genetic
diversity of this vector was estimated in the population collected in two geographical areas
separated by up to 37 km. We analyzed the sequence CB3-PDR / N1N-PDR of 22 individuals
obtaining a parameter of: h = 0.43 and = 0.0017 (Bona), h = 0.89, 1 = 0.004 (The Lemon) with a
genetic differentiation of kst = 0.03; p> 0.05 between them. Eight haplotypes were detected, of
which it was shared. A significant differentiation was detected between the Panama-Colombia (kst =
0.98), Panama-Costa Rica (kst = 0.98) and Panama-Brazil (kst = 0.72) populations under the
isolation model. The genetic inferences of this population can complement the dispersion
information and provide important clues to understand the ecology of Lutzomyia longipalpis in
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INTRODUCCION

Se obtuvo el consenti-
miento informado de Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva 1912) es una especie de fleb6tomo que ha sido amplia-
todo paciente partici- mente estudiada desde el punto de salud publica, incriminandola en la transmision de Leish-
pante. Los autores de-  maniasis. Dada su importancia médica como portadora principal de Leishmania infantum
claran autogestion chagasi, que causa leishmaniasis visceral, la cual segun la Organizacion Mundial de la Salud
como fuente de finan- es una enfermedad desatendida, endémica en el subcontinente Indio y Africa oriental. Entre
ciamiento. 50 000 y 90 000 nuevos casos se reportan anualmente y 90% de los casos notificados a la

OMS se producen en Brasil, Etiopia, India, Kenya, Somalia, Sudan y Sudan del Sur.

Por lo antes mencionado, y debido a la interesante biodiversidad de los fleb6tomos es im-
portante la identificacion correcta de las especies vectoras, misma que basada solo en ca-
racteres morfoldgicos dificulta la diferenciacion de especies cripticas o especies que son
similares en apariencia, pero reproductivamente aisladas entre si. Mangabeira mostré que
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Figura 1. Distribucion geografica de las dos poblaciones de Lutzomyia longipalpis registradas en Panama.
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Lu. Longipalpis originalmente de los estados de Para y
Ceara eran diferentes, lo que sugirié la existencia de un
complejo de especies cripticas en Brasil [1]. Posterior-
mente, otros estudios sobre apareamientos, feromonas y
canciones de amor mostraron el aislamiento reproductivo
de estas poblaciones de Lu. Longipalpis sostuvieron esa
hipotesis [2, 3, 4, 5].

Por otro lado, con la implementacion de técnicas mole-
culares, el analisis genético con marcadores de los ge-
nes mitocondriales ND4 (nicotinamida adenin dinu-
cleétido subunidad 4) y COI (citocromo oxidasa |) tam-
bién mostraron diferencias entre las poblaciones de Lu.
longipalpis presentes en Centro y Sur América, estable-
ciéndose la existencia de cuatro complejos de especies
cripticas: brasilefias, transandinas, cisandinas y poblacio-
nes de Lara de Venezuela [6, 7]. Por lo que la correcta
identificacion de cada una de las especies es imprescin-
dible antes de implementar planes de control de preven-
cion de la enfermedad.

La existencia de este complejo de especies cripticas, no-
minado como Lu. longipalpis tiene una gran importancia
para la epidemiologia de la leishmaniasis visceral esta-
dounidense debido a las diferencias en la composiciéon
de aminoacidos del maxadilan en la saliva de las pobla-
ciones de Lu. longipalpis de América Central y del Sur,
que influye en la visceralizacion de Leishmania y los sin-
tomas clinicos [10]. Por lo que, las diferencias genéticas,
morfolégicas y de comportamiento del complejo de Lu.
Longipalpis influye en el potencial de transmision y for-
mas clinica de la enfermedad [10].

Inicialmente, la mayoria de los estudios realizados sobre
los flebotomos o chitras en Panama, se centraron en las
especies de vectores de leishmaniasis cutanea [11], y po-
cas colecciones informan la presencia de Lu. Longipalpis
[12]. Por ello, se desconoce la distribucion, ocurrencia e
implicaciones de esta especie en la transmision de la

Playa Leona .
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leishmaniasis en Panama. Teniendo en cuenta la contro-
versia generada por la discontinua distribucion del vector
en Panama, nuestros objetivos fueron: evaluar la diversi-
dad genética de dos poblaciones, que son las Unicas re-
portadas hasta el momento. Ademas, de comparar las
secuencias mitocondriales obtenidas con individuos reco-
lectados en Costa Rica, Colombia y Brasil, y disponibles
en el acceso publico al GenBank NCBI, para determinar
las diferencias genéticas entre ellas. Esta informacion es
importante para comprender sobre los aspectos evoluti-
vos y taxonémicos de la especie y sus implicaciones en
la transmision de la leishmaniasis en Panama.

MATERIALES Y METODOS

Las colectas se realizaron en las siguientes localidades:
Isla de Bona, municipio de Otoque, se recolectaron entre
agosto de 2009 y mayo de 2011. Esta isla deshabitada
se encuentra entre las coordenadas 8° 34'24"N - 79°
35'24"0, y, segun la Clasificacion Climatica de Kdppen,
tiene un clima tropical, influenciado por la masa de aire
del Océano Pacifico. La vegetacion predominante es la
selva primaria, sin intervencién antropogénica. Las tem-
peraturas medias podrian superar los 27°C, y la hume-
dad del aire podria alcanzar el 90%. Para la recoleccién
de muestras de adultos, se colocaron trampas de luz
dentro del bosque, junto a nidos de animales, fisuras de
rocas, hoyos en el suelo y arboles huecos.

Las muestras de la comunidad rural de El Limon, distrito
de Capira, que se encuentra entre las coordenadas 8°
41'14"N - 79° 54'3"W, se recolectaron entre junio y agos-
to de 2010 y de agosto de 2012 a septiembre de 2014.
La clasificacion del clima de la region es la sabana tropi-
cal, con una temperatura media de 23°C y una humedad
del aire del 80%. La cobertura vegetal es heterogénea,
entre restos de bosque secundario y pastos. Las trampas
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Figura 2. Red de haplotipos del analisis del gen mitocondrial de las dos poblaciones de Lutzomyia longipalpis
registradas en Panama. Cada circulo simboliza un haplotipo y el tamafo indica las frecuencias de este genotipo
en la poblacién. Los circulos azules y amarillos indican los haplotipos encontrados en las islas Bona y El Limén,
respectivamente. Las trazas entre los haplotipos sefialan el nimero de mutaciones.

de luz se colocaron en el area cerca de las casas, junto a
los refugios de animales domésticos y la vegetacion simi-
lar a un arbol. (Ver figura 1)

Las trampas se colocaron a 1.5 m de altura y 50 metros
de distancia una de la otra. El periodo de recoleccién fue
de 12 horas (1800 a 0600 horas) durante tres dias con-
secutivos en cada lugar. Las muestras se sacrificaron uti-
lizando triatilamida, se conservaron en alcohol al 95% y
se almacenaron a -20 ° C. Fueron identificados utilizando
los criterios taxondémicos de [13].

Extraccion de ADN:

ElI ADN se extrajo de acuerdo al protocolo de [14], con le-
ves modificaciones. Cada individuo colectado se homo-
geneizé utilizando un tampon de lisis (TRIS-HCI 100 mM,
NaCl 100 mM, EDTA 25 mM, SDS al 0,5%, pH 8,0) y 20
mg / ml de la enzima proteasa, y se incub6 a 37 ° C du-
rante toda la noche. EI ADN se purificé utilizando fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (26: 25: 1), seguido de la
precipitacion con acetato de sodio 3M, pH 5.2 y etanol
frio absoluto y etanol final al 70%. EI ADN gendmico se
re-suspendio en 20 pl de TE (Tris-HCI 10 mM (pH 8,0);
EDTA 1 mM pH 8,0) y se almacend a -20 ° C hasta que
se uso.

Amplificacion y secuenciacion:

Los cebadores utilizados para la amplificacion de los 500
pb del ADNmt fueron CB3-PDR 5'-CA (T / A) ATTCAACC
(A / T) GAATGATA-3 'y NIN-PDR 5-GGTA (C / T)
TTGCCTCGA (T /A) TTCG (T / A) TATGA-3 '(15) Para
una reaccion de PCR de 25 pl, se utilizaron 50 ng de
ADN gendmico, tampon (1X), MgCI2 (1,5 mM), 0,2 mM
de cada dNTP, cebadores (10 pM) y 1U de ADN polime-
rasa de Go Taq (Promega). Las condiciones de amplifica-
cion fueron las mismas que las utilizadas y descritas por
(15). El producto derivado del proceso de amplificacion
se separd en gel de agarosa al 1,5%.

Se incluyd un control negativo, sin ADN gendmico, en ca-
da reaccion de PCR. Los productos resultantes del pro-
ceso de amplificacion fueron secuenciados directamente
por Macro-gen Inc (Corea del Sur), utilizando los mismos
cebadores de la amplificacion. Las secuencias se compa-
raron con la herramienta BLAST disponible en GenBank
NCBI (Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica)
para verificar la similitud entre los Lu. Longipalpis se-

cuencias almacenadas en la base de datos.

Analisis estadistico:

Las 22 secuencias de Lu. longipalpis en Panama, obteni-
dos en el presente estudio, fueron comparados con los
de Lu. Longipalpis de las secuencias recopiladas en la
Gruta da Lapinha / Minas Ge-rais / Brasil (que también se
secuencié en este estudio), tres secuencias en Colombia,
dos en Costa Rica y dos en Brasil, disponibles en el Gen-
Bank NCBI; AF403492.1-AF403498.1. Las secuencias de
nucleétidos se editaron utilizando el software CodonCode
Aligner y se alinearon con la opciéon Muscle del software
MEGA 5.05.

Para estimar el nimero de haplotipos, la diversidad de
nucledtidos (1) y la diversidad de tipo haplo (h) de cada
poblacion, se utilizé el algoritmo DnaSP 5 de software. El
parametro Kst* se us6 para determinar las diferencias
genéticas entre las muestras y se estimé con permutacio-
nes de 10,000 veces (p = 0.05). El arbol de clados se
construy6 a través del método de maxima probabilidad,
utilizando el software MEGA. Obtener los valores del
bootstrap entre los clados. La seleccion del modelo tam-
bién se utilizé para determinar el modelo de sustitucion
de la nucleétida, segun el BIC (Criterio de Informacién
Bayesiano). Se infirid una red de haplotipos mediante el
método de red de union mediana, utilizando el software
Network v.4.5.

RESULTADOS

Un total de 22 individuos se colectaron 8 en la isla de Bo-
na (seis hembras / dos machos) y 14 cerca de las casas
de la comunidad de El Limén (nueve hembras / cinco ma-
chos). Los machos recolectados tenian una mancha
blanca en la tergita abdominal 1V, segun lo observado por
(1) y (2) para las poblaciones brasilefias.

La caracterizacion de las secuencias mitocondriales de
los individuos recolectados mostré un fragmento de 500
nucledtidos con la siguiente informacion: 477 sitios con-
servados y ocho sitios polimorfos, tres sitios de los cua-
les eran parsimoniosos y cinco singletones. La diversidad
de haplotipos fue de 0.43 + 0.22 en Bona y de 0.89 *
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Figura 3. Arbol de relaciones filogenéticas de maxima
verosimilitud del individuo representativo de Lut. Longi-
palpis. Los valores en las ramas corresponden a ML
bootstrap, se muestran valores <50%.
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0.09 en El Limén, mientras que la diversidad de nucledti-
dos fue de 0.0040 + 0.0011 en Bona y de 0.0040 *
0.0017 en El Limon (Ver figura 2).

Comparando las secuencias mitocondriales obtenidas en
este estudio con las de cyt b / NADH1 de GenBank, se
obtuvieron 16 haplotipos: ocho en Panama, dos en Costa
Rica, tres en Colombia y tres en Brasil. Se detectaron di-
ferentes haplotipos en cada uno de los paises compara-
dos, mostrando la presencia de cuatro linajes diferentes
(Ver Fig. 3).

La diferenciacion genética entre las poblaciones de la Is-
la Bona y El Limén fue baja (kst = 0.03; P> 0.05 ns), por
lo tanto, mucho mas baja que la detectada entre las po-
blaciones de Panama vy las otras poblaciones compara-
das: Panama-Colombia (Kst = 0.98), Panama-Costa Rica
(Kst = 0.98), Panama-Brasil (kst = 0.72).

DISCUSION

Aunque se han realizado colectas de fleb6tomos durante
mucho tiempo en Panama, Lu. longipalpis parece ser una
especie con una distribucion restringida y poco abundan-

te. En estudios previos, esta especie se ha encontrado
solo en el Parque Nacional Altos de Campana y en la Isla
Bona, cuyos ambientes son boscosos humedos [16, 17].
Cercano a esa region del Parque Nacional de Campana
existe una zona alterada antropogénicamente donde se
colectaron machos y hembras en el peridomicilio de una
comunidad en EI Limén, rumbo hacia Chica [12]. Indican-
do su adaptacion a las areas domésticas y peridomeésti-
cas, de las casas cercanas a esta zona.

Los machos Lu. longipalpis recolectados en las comuni-
dades muestreadas en este estudio presentaban una so-
la mancha blanca en la tergita abdominal 1V, lo que indica
que podria ser la forma morfoldgica establecida en Pa-
nama. Hasta ahora, se ha documentado que los indivi-
duos que presentan una mancha blanca tienen una
amplia distribucién, desde México hasta el sur de Brasil
[2], y que los individuos que presentan dos manchas ab-
dominales tienen una distribucion restringida al noreste
de Brasil, teniendo mas importancia en la transmision de
la enfermedad [2]. A pesar de la distancia geografica,
nuestros datos muestran que la diferenciacion genética
entre las dos poblaciones de Lu. longipalpis es poca
debido al flujo de genes.

Al parecer la variacion genética de las poblaciones de Lu.
longipalpis no estan influenciadas por barreras geografi-
cas. Las condiciones climaticas parecen no contribuir a la
diferenciacion de estas poblaciones. El sistema de salini-
dad influenciado por el mar y las temperaturas superiores
a 27° C son condiciones a las que las poblaciones de la
Isla Bona tuvieron que adaptarse, en un area reducida de
desplazamiento de 110 hectareas. Por otro lado, la po-
blacion de El Limén se desarrollo en condiciones climati-
cas tipicas de la sabana tropical y la vegetacion del
bosque lluvioso, incluso con una fuerte influencia antro-
pogénica en la region.

Los resultados observados en la red de haplotipos y los
valores de kst obtenidos cuando se compararon las po-
blaciones de Panama con la secuencia de Costa Rica,
Colombia y Brasil muestran diferencias entre ellas, lo que
corrobora los patrones obtenidos por otros autores [6, 7],
cuando analizaron las secuencias de los genes NAD4 y
COl, respectivamente. Estos datos sugieren que las ba-
rreras geograficas, como las montafias y los rios, junto
con la capacidad limitada para dispersar a Lu. longipal-
pis, produce su aislamiento geografico [7]. También se
muestra el aislamiento reproductivo de las poblaciones
cuando se comparan con las distribuidas en Costa Rica,
Colombia y Brasil; también detectados en los estudios
sobre el apareamiento iso-enzimatico y el analisis reali-
zado por [8, 9].

El cladograma filogenético mostré que las poblaciones de
Panama estan mas cercanas a las de Colombia. Esto su-
giere que Colombia podria haber sido el origen de la po-
blacion panamefia. La diferenciacion mostrada en la red
de haplotipos podria ser el resultado de procesos de vi-
carianza, si fuera el caso y la creaciéon de las barreras
geograficas andino-amazdnicas en el Plioceno tardio y el
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Pleistoceno [7]. Independiente a la existencia o no de un
complejo de especies cripticas, Lu. Longipalpis tiene una
gran importancia en la epidemiologia de la leishmaniasis
visceral Americana. A raiz de esta controversia, se han
realizado estudios comparativos de la saliva de esas po-
blaciones de Lu. Longipalpis del Centro y Sur de Améri-
ca, que han mostrado diferencias en la composicién de
aminoacidos de la proteina maxadilan, y que esta influye
en la visceralizacion de la Leishmania en los humanos
[18]. Las observaciones realizadas en estos estudios in-
dicaban que la leishmaniasis transmitida por los indivi-
duos de Lu. longipalpis presentes en Brasil y Colombia
se manifestaban en lesiones viscerales, en cuanto que la
transmisién por los individuos presentes en Costa Rica,
se manifestaban en lesiones cutaneas no ulcerativas
[18]. Es posible que esas diferencias tanto morfoldgicas
como genéticas entre las especies del complejo Lu. lon-
gipalpis influyan en la capacidad vectorial y control de la
enfermedad.

CONCLUSION

Nuestros resultados son relevantes para el entendimiento
de la transmision de la leishmaniasis y sus distintas for-
mas clinicas. La importancia de determinar si estas po-
blaciones panamefias podrian estar dentro de un
complejo de especie, trae consigo un impacto econémico
negativo de magnitud en el sector salud, debido a la in-
version de medicamentos que en ocasiones resultan ser
mas nocivos para algunos pacientes, un incremento en la
tasa de morbilidad en las poblaciones endémicas y un
control quimico inadecuado. Se proporcionan las evi-
dencias cientificas sobre la estructura genética de las
poblaciones de Lu. Longi-palpis, util para la elaboracion
de estrategias de control ajustadas a la realidad de
nuestro pais..
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