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R[SLfMEN

La bio¡ogía molecula. h3 sido aplicada al estudio dc
gené!ica de poblaciones l recienlemente se han enfocado
estas lécnicas a la inves¡igación de rriatominos. En esla
investigación se aplicó la técnica de Amplificación al
Azar de.{DN Polirnórfico (RAPD's) para profundizar en
el conocif¡iento de los pal.ones reproductivo y
nrigratorjo dc biatona d¡nidia¡a debido a que se ha
detectado la ¡einfesración de T.dímidiata en casas
rociad¡s. Siendo I ¿rrri¿dla el principal vector de la
enlermedad de Chasas. sE planteó conocer mejor sus
patrones reproductivos y migralodos. ya que esto podria
contribuh ha mejorar las estrategias para el conl¡ol de

Se seleccionaron principalmente. dos tipos de mueslras:
individuos control. resultantes del c¡uce entre dos
progenitores vírgenes conocidos y mueslras de ca po en
ks cuales se desconocíaa los progeniaores machos. t.os-
il.d'! iduos de c1mpo fuercn colecrados en los municipios
de hhudtán y PuebloNuevo Viñas del Depaftamento de
SantaRosa.

En¡ender el proceso genélico rclacionado con la
copulación y fecundación de estos triatoÍ1inos permi¡ió
enfocar nejor las ahernativas contra la reinfestación de
l¿s casas roci¡das. Los resulLados obren¡dos sugjcrenque
las hembras de I ¿/rri¿lrd¡a copula¡ con varios machos.
fsro se aprcc.ó \i5ualÍ1enre "l gr¡ficar con
dendroerrms" los d3ros de 'os 6nili.is de agnrpdn :ento

rcalizados entre los individuos cont¡ol ) los indiüduos
de carnpo. Es posible que sean losmachos de kra¡oma

dimklíata los que determinen los moviñientos
poblaciones de es¡a especie. va que son inducidos a
copu¡¿¡r con varias hembras v que tienen una ¡navor
capacidad de)'uelo.

Este es el prjmertrabajo que documentala poliandria en
Tríatoma ditnüid.a y plantea e1 pape¡ preponderante del
macho de esta especie en los movimientos poblaciona¡es-

Se recomie¡da ampliar este tipo de estudio
t'undsmentando el análisis con una mayor cantidad de
loc¡ evaluados ) u¡ilizar .técnicas altemativas al
conimiento de las muesrras en geles d€ agarosar que
permitanunamdorrcsolucióndel patrónde bandeo.

INTRODUCCIÓ¡i

El presente pro!ecto es una continuación de una se.ic de
üabajos de inves¡igación que se han es¡ado realizando
desde 1992 en relación con los vectores de laenfermedad
de Chagas. En e] año 3000 se inició una cú1paña
nacional para el conlro¡ de los vecto¡es de esta
enfermedad. El financiamie¡to fue aportado por le
gobiemo de Japón y el Mi¡isterio de Salud Publica de
Cuatemala-

Invesrigaciones previ¿s han mos¡rado que f¡iafon¿
dir?i.¿d¡d se encuentra localizada coúo vector en l8 de
los 2: depaÍamentos. en condiciones silvcstres ]
peridomicilia¡es. v recientemente se ha identificado la
reinfestación de las casas rociadas por los programas de

I Proyeclo finánciado por lá Diección General de lnves¡igación de la U.iveGldad de San Cados de Glalemalai la Organizaciór lvllJnd¡ar
de la Salud, p.oyecto fDR y NEfROPICA
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con¡rol dcl vcclor t)Ian¡nr, ¿L t¡, /rtr'1. Frente a es¡e
si¡uación se plaúeó ia posibilidad de cont¡iblri. en le
mejor¿ d€l enfoquc eslrerégico pal¡ el control de
f.din¡dlútu coma \rector de le enfcmredad d€ Chagas.
protindizando en el estudiopoblecionel de esta.specie-
apiic¡ndo la biología molecula| a la genérica dc
poblacioncs. Una de las ceusas de movinientos dc
oooaióIen n e-ro .o ( ;) to <pr.!uLr:.o..<"1(
proyecto pretendió deternlinar algunos detalles de la
rep.oducción de eslaespecie.

Se aplicó la técnica RAPD'S par¿ creü un perfil dcl
genoma d€ los indivlduos control- de los clrales se
conociaaios dos progenitores. y de individuos de crmpo,
de los cuales se desconocía al progc¡ i¡or macho. Dc esia
forma se estudió el papcl de l¿ r€producción en el
cor¡porramiento en novimienlos de poblac;ón de la
especie, deten¡inando si las hembras recibían el esperma
de uno o yarios machos v 1a ibnna en que fccundaba¡sus
lru<\.. Por o -o tLU.ÉLu: ifc.ron,xrtecuecJs
génicas dc um població¡ de Triatamd dnnidiata det
Munlcipio de lxhualán y Pueblo Nuevo Viñas- en el
depafiamento de Sa[ta Rosa. estab]eciéndose a5í las
b¿ses necesarias para dc!ernlinar posibles
reinfeslaciones posteriores a los rociamientos.

METODOLOGÍA.

Los individuos de ?"idl¿rr¿r ¿ir?i¿lidld se colectaron €n
los munjcipios de ¡.huatán ] Pueblo N"ucvo Viñas del
Dcpe¡tamento de Santa Rosa. Se seleccionaron las njnfas
de quinto esladio v se aisló c¿da una er un frasco. hasta
que llega¡an al esradio adulto. Los individuos edultos
fueron sexados para reeliz¿r cruces selectivos. Unas
hembr¡s vírgenes se cruzaron conun soiornachoyoÍas
con dos. Los huevos quc ovipuso cada henbra con el
macho seleccionado se colocaron sepandemente hasta
su eclosión. Las crías sc alimentaron hasta oue
alcanzaron eL prjmero. segu.do o rercerestadio l¿n,ario.
Los adultos parentales v las crí¿s se p¡eseNaron cn
alcohol al 95% con 5% de glicerol a 4 "C. Lu€go se
co¡laror las patas. se lavaron y se eñrajo el ADN.
También se seleccionaron hembras de campo.
d..co-oc:e-dr.e .e -. ¡r cop. l¡do cun uno ¡ r;.
machos. L¿s crías de estas hembras se proce$ron cono
muestras desconoc id as.

Por la diferencia de ial¡año signlficaliv3 ent¡e estadios
e lomó e1 siguientc parón para ]a €¡;tricción de ADN

del músculo de j,ts patas.

Las patas de cada individuo preparadas para la
extracción, se coloca¡on en un eppendorfcsléril con 100
L de bufttr Las patas se maceraron peÉ extmer-
mecánica y químicaüenie e1 ADN de las células
musclr1ares, Se cenlriluga¡on los maceredos y se

colo€aron 30 minutos en Baño María a 65 "C.
Pof€riormente se les agregó a cad¿ uno, 1 :1 L de acetalo
de potasio. Después de 15 minutos de incrbacjón en
¡ielo. se cenl¡ilusaron 10 minuios y se transfirió el
sobrenadante de cada eppendorla uno nuevo y esiéri l- A
cada sobr€nadante se le agregaron200 L de etanolal95%
y se cenirilugó nuevamente por 20 mioutos. Cada
p.ecipitado se lavó con etanol al 70% )-' 1 00% y una vez
seco, se resuspe¡dió en una solucjón de TE con 1 U de
ARNasa. E] ADN" extraído se mantuvo 20"C.

Anplificación de ADN y Corrimiento de geles:

Para amplificar el ADN se crearon 'in vitro" las
condiciones necesariasparaque ocurriera lareplicación.
Pa? Éso .c ajegaror I oÉ úl solucion .on
"pdmers' L4 ó Ll de Operon. nucleótidos y cloruro de
magnesio. Luego se adicionaron 2 L de ADN v 1 L de
Taqpolimerasa. Finalmenle se colocaron las mueslras en
el rern oc..lado-. f\re 3prr¿ o pueoe \¡riJr
dústicaúente de tempe¡aturas elevadas a temperatuas
baias- Se programó para que reelizara 3:1 ciclos. En cada
ciclo la ¡emperaluru veriabe de la siguiente manera: I

mi¡utoe9:l'C, 2minutosa30'Cy I minuroa72"C.

Después de ampliñcar las muefras se utillzaron 7 L de
solución co¡ amplicones (el resuliado de la
ampljñcación)) 2 L de colora¡ie para cargaÍ lospozosy
correr las muestias emplificadas por 75 minutos a 100
voltios en una cámara de elect¡ofbresis BIORAD. Se
utilizó ung€ldeagarosa al 1.5% teiido con bromuro de
etidio. l,a lectura de las bandas se realizó con un
ral '.Lrn'naJor ] .e lbrog'¿ll¿ro con -rd -am-¡¿

digitaL Olyrnpus de 1.3 megapixels. Las fologafias
fueron tras l¿dadas ¡ uf a c om )u¡ado¡a lB M.

ESTADIO CAJ,¡TIDAD 0É PAÍAS A USAR

Seduido Esladio (s n ro uo larr Ses P1las o loCo e inserro

tumeres6dohnincúollad
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[,os-prjmers utilizadosparala]¡rplilicaciónlileronL1
(i' GTGGA-IGCGA- i') con un peso molecular de i099
D. L1 (5'-CGGCCCCTC C-l') con un pcso molecular
de 2996 D 

",- 
Hi (5 -11{GG,{TCACA-3-) coú un peso

moleclrlar de 1067 D. dc la casa Operon. Para el análisis
de los detos se hizo el supueslo que 1a població¡ dc
iria¡ominos en esa región esteb¿ en eqoilibdo l-lardy-
\1'einberg.

Los datos fueron anallzados con el prograna RFLP-
SCA\, el cual lue prcporcionado por el Dr Andreas
Langsdorfde la U¡iversidad de Giessen. Al€mania. EsG

lrosratna calcula la dcnsidad óplica de las imágenes de
geles- rcconociendo los cot¡iles J detecrando co¡
prccisión la p¡esencia de bandas. Una vez detect.tdas las
bandas. ]' calibrados los marcadores moleculares
{sollLciones con disllnlos i_ragmentos de ADN con pesos

molecuieres conocidos), el prograrna calcula el peso

nolecuiar de cade banda. detennine í¡dices de s¡nilitud
ygeneradendrog m¡s.

R[SULTADOS

PRI}IIRS O C[BADORES

Los primer Ll ) L.lde Operonlucden ser se Lecc ion¿d.rs
pare anplifica¡ con I{,\PD'S regio¡es dcL genoma ile
hiLltand di iididla. l.lo se recomiend¿ei uso dclprimcr
¡ j oe Op<r _ .!. !,rc e.3 'rn¡ ¿rDlilLrcil rrl :

pobrc en la mayoría de cspccimenes de biútotltd

FRECTiENCLdS CÉIICAS

Se seleccjonaron l5 i¡dividLros para calcula¡ las
frecuencias génicas. Con e1 

*prjnlcr'' L¿l se obtuvieron
res!lliados válidos para ios:5 individuos;el "pdmer" L I

dio resullados válidos para 21 indi!iduos. Con el l,l sc

determin¿ron 13 loci de los cuales solamente ? lení¡n
fiecuenci¿s cor¡prcndidas enlre 0.I ) 0.6. con eL L4 se

¡l--iermin.ro¡ 6 loci de los cualcs solo 3 ¡enían

iiecuenci¿s entre 0.1 y 0.6. El estudio por 10 tan¡o se

realiTó co¡ !¡ lotalde l0loci.

Frecuenci¡s obtetridas con el I'primrr" Ll
LOCI

I

N

D

I

I

D

U

0
s

173 0 1 0 0 0 0 c 0

190 0 1 0 0 0 0 0 0 0

1S1 0 1 0 0 0 0 1 0 0

192 0 0 0 0 0 0 0 0c
193 0 1 0 0 0 0 0 0 0

1 1 0 0 0 0 0 0 0

229 0 1 0 0 0 0 1 0 0

230 0 0 0 0 0 0 0 0 0

305 r0 0 0 0 0 0 0 0 0

426 0 1 1 0 0 0 0

465 :0 1 0 0 0 0 0 0 0

474,0 1 0 0 0 0 0 1

484 l0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0

51d C 0 0 0 I 0 0 0 0 0 0

526 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0

527 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

528 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0

604 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1

618 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0

622 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0

642 0 l 0 I 0 0 0 0 0 0 0

0 423 0 0?4 a 512 4.622 4.127 00?4 0 040 11121 u 024 c 049
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L,rc

HJ

N

D

I

D

U

0

1l 0 0 0 00 0

0 1 0 0 1

06 0 1 0 0 I

71 0 0 1

73 0 00 0 0

84 0 0 0 1

1S0 0 0 0 0 0

191 0 0 0 1

192 0 0 0 1

191 0 0 0 0 1

r98 0 0 0 0 0 0

199 0 0 0 0 1

200 0 0 0 00 0

22C 0 0 0 0 0 0

229 0 0 0 0 0 0

234 0 0 0 0 0 1

30s 0 0 0 0 0

426 0 0 0 0

465 0 0 0 0 0

474 0 0 0 0

0 0 0 0 0

483 0 0 0 c 0

484 0 0 10
514 0 0 0 0 1

515 0 0 0 1

522 0 0 0 0

0 0 0

525 0 0 0 0

525 0 0 1

521 0 0 1

528 0 00
604 0 0 0 0

0 0 0

622 00 0 0

642 0 0 0 0

Frecuencias obtenidas con el pr mer L4 INDICES DE SIIlIILITI,JD Y DENDROGRAMAS

En a fotografia se observa el tipico gel de agarosa

ten docon bror¡uro deetidio.
El primero y último carril muestran as bandas

estándaresde los marcadorcs de peso molecular

En los otros car les se observan ¿s bandas

€sL ta.tes oe Lna ampl lcac ó'.

:ecLenci¿s 0.01 @ O o.o:
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ANÁLISIS Dtr ACRUPAMIENTO JIR.{RQUTco trNTR' INDIYID!_oS l)E LAS TAMILIAS I11A, PH y PQ

Dendrograma utiliza¡do Avenge Linkage @etween croupt

Resc¿led Dislance Cluste. Combi¡e

5 i0 15
Label

2C 25
Nu¡n +- -------+-------- +---------+---------:---------+

ii 1!-l- )T

..'PO-3 . 6,

. P0-4 ..' '7

-+ 1

I
-+ i
-+ I
-+ T

114-2 19
ii.1-5 2a
PH_2 2

114-t 71
114 - 10 18
PQ- 9 .. 12
rH-q - q

..'PO-5 r. 8 ..

PQ6 9
. p¡-¡n a
'..Pñ-?.. 5

..?0-1'. 3

i0
11

I pt:-¿ ,l
?! ll

13
74
16

-+
-+

+

-+ ..

-1 
..r

..... r r I
.L +-----------:

I
I
I
T

+-------+
II

+---------- -- - -----+
L

---+

Indi!iduos de canpo dispersos, con índices de similitud bajos.
qe¡éticamen¡e dista¡tes.

Las intc¡secciones entre lndividuos cercanas a 0 en h escala
superior. indican que ios individuos están relacionrdos
gené¡icarnerte. Entre más se acercen les interseccio¡es enlre los
indi\,iduos a25 en laescala sup€¡ior, mas distantes genéticanen¡e
se encue¡¡ran los individuos.
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COPLLACIO\

Los análisis de agrupamiento realizados re!elan que las
crías de canpo (las crías de las famiLias PH )' PQ)
apa¡ecen más dispeI1Sas en los dendrog¡ames que las crías
control (las c¡ias dc las lamilias L 14, ll4Ay 112). Esra
malor dispersión de las c¡ías de campo. f¡ente a la
descendencia de familias conocidas que aperecen en
bloques más compactos: puede estar indicando que
proceden de lacoplLlación de una hemb¡acon más de un

DISCUSIÓN

Es1€ trabajo es uno de los primeros que se reaLizan en
cuatemala en relación con genética de pobiaciones de
insectos ulilizando ¡écnicas moleculares como RAPDS-
PCR, La esla¡darización l condiciones conslan¡es -

como el que 1as mismas personas realjc€n La

amplificación y el corrimiento de geles- son aspectos
imporiantes pa¡a el éxito de 1a 1écnlca. Las
amplificaciones son los pimers Ll ) L4 de le casa
''Operon" denostraron que éStos pued€n ser utillzados
prrd airpl fi"rr re:io-cc del geror¿ de j¿ on:1os
ofreci€ndo rcsulledos reprodugilbles con la lécnica
RAPD'S- No así el primer Hi de le misma casa con el
. ¿l o .e p,rd <ron ob.ener ¿rpl lc,cio-e.
satisfactorias.

I n lus csrudios ae -:en¿r:cd de poolec:onc. e. ne.((Jr'o
deleminar l¿s frecuencias génicas de los alelos que se
desean analizar. Esle debe serun paso previo alefudio
de indices de simili¡ud o grados de paren¡esco, pues es
necesa¡io seleccion¿r regiones del genoma con una
frecuencia intermedia para evitar cualquierripo de sesgo
enlos análisis subsccueúles. Co¡ ladelerminaciónde ias
fiecuencias génicas se pudieron seleccionar únicamente
I0 loci para realizar los análisis de agrupamie¡Io.
Comparando esta ciftacon estudios análogos, ¡esulreque
este núme¡o de loci es bajo, Eslo es LLna limitanle que se

presen!ó enlainvestigación, ). a que disminuyó elrigor en
e . ¿;:(i. le a!¡r rp?'nie lo. Po- o r¿nro. .e .u:.ere
ampliar el efudio con los resr.Lltados de ampliñcaciones
realizadas con los'pdmers" L2 y H3 de l¿casaOperon.

Luego de seleccionar las rcgiones del genoma para
e¡aljza¡. sa esiudiaron dichas regiones en las r¡uestras
con¡rol l en las muestras de campo. Los ampllcones
lireron separados por elec¡roforesis y a¡alizedos con el
soll$'are'RILPscan". Conesleprogranrasederenninó

8

Ia presencia o alLsencia de b¡ndas traduciendo el pdlr'ón
de cada individuo ¿ une b¿se bha.ia para calcular los
índic.s de similitud necesarios pari genera. los
dendrogramas. Los dendrogramas son uno de los
dlversos recursos es¡adisricos pa¡a realjzar análisis de

agrupanricnlos. La inle$retación inicia ¡econocicndo
risuah¡enle los grandes bloques o grupos.
Seguid¿rnenl€ se identifi cen los slrbgrupos, haslalleg¿r¿
los nircleos. los que traducen la mayor similhud
enconlradeentreloslnd;\'iduosestudiados. Etelprimer
dendrogmnra se \e claramente que :os indiliduos de
campo (PQ-]. PQ-7. PQ-8. PQ-11. PH-3. PH-.l) no

apafece¡ agr[pados, esrán dispersos. Esto signiilcaque
no están empa¡entados ent¡e si. Eires¡odejndjviduosde
campo ) los controles apdecen agrupados, Ests
irterprct"..ot de..rip. 'r d<l dendro;rrn - ..r!'re e q e

los individuos de campo ag¡upados son hermanos
complelos- provienen de la copulación dc lahembra con
un solo nacho y que exisre unaaltaprobabilidadpara que

los indivlduos de campo dispersos en el dendrograna
pro\en;cn d( a .up-l-.ión de una hembrr .o" \ar'o
machos. Estosresultadosseñalarianquelareproducción
pLede .e u1 lc( o' dc enc"den.,nre de ro. r'e .o.
poblacionaies o trigmiorios, coincidiendo con los
modelos panm íciicos de reproducción.

Como las hembras de T. dimididta dGponen de una
espen¡ateca para alm¡cenar el espen11il 1a copulación
fr€cuente se observa fácilnente en el labontorio. Los
mac¡os eslán mLLcho mas ac¡ivos pa¡apoderúasmitir sus
genes ageneraciones sucesiv¿s. Eslo podda explicar los
hall¡zgos de proporciones ligeramente diferenles de
machos ) hembras en algunos domicilios.

lao:r. eL "1.r 
aoj'5erd.óqu<lo5lr¿L o.r:< enur"

mayor capacidad de vuelo que las hembras. Un pai¡ón
elológico de este lipo tiene genemlnente un estimulo
r--producr'\o. ¡n e.re ce"o el p¿rrón de r gra.:ón
enco¡irado eslaría relacionado con el estimLLlo
¡eproductivo que suf¡en los machos al verse fbzados a
compe!iry buscerlas hembras dispuestas a lacopulación
(en esle caso seria poco probable que las ninlas se vean
inducidas aesle tipo de parrón nigietorio).

Esle dato aunado a la necesidad de fecundaciones
sucesivas señalan lepo;ibilidad que sean los machos los
que delerminen los movimientos poblaciones de
Trid¡anit dimidiats

Uno de los obje¡ivos de la propueta orisinei de
inves¡igación se reLeciona con la búsqucda de
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alternati\'as ¿ la reinfestación óc Il'itt¡t)t ¡1 dimidiatcr.
Este proyec¡o peln1i¡ió esclarecer los procesos que

pueden inducir l¡o!¡11i.nIos poblacionales desde

arnbientes silvcstres a domicilje¡cs. l"acomprensión de

las posibles causes que originan este compofiamiento

lcrmhiria plen¡car altemativas a los procesos de

reinlistación de esta especie. Esle j¡fornació¡ puede

ser utiliTada en relación a los rociamien¡os con
insccticidas. ya que éStas debe¡ían coincidir con las
épocas de meyor mig¡ación de lnachos. Para esto se

hab¡ía quc realizar olro t¡abaj o de investigación en laque
se estudia¡an los mo! imie¡tos m ens uales.

Los resultedos de laborarorio de esle p¡oyectoju¡to
con los datos apofiados en fabajos previos de campo,
orie¡tan la procedencia de la ¡einfefación de las
vlviendas €n los mac|os de Idini¿fid¡d, yaquc éstos son

los más afectados por el estímulo reproducilvo, al verse
crr la n-ce,'d"o d< I o\ ilirrr.e p:r: copulrr . rrirs 

' 
e.e.

con las hembras fértiles.

Establecer los faclores de riesgo de rel¡leslación de

vectores es dererminár las causas y condiciones que

dete¡min¿ü este compo¡tamiento, uno de los lactores de

riesgo estudiados en este proyecto es 1a capacided
reproducliva de las hembras como detonante de la
mi$ación en los machos. En posleriores proyectos se

recomienda establecer la frecuencia con la que estas

herb-d5 ejr;n d..pon b es pcra.¿ copu a oar- d<.<ñ: rr
laftecuenciade este factor riesgo.

Este es el primer llabajo realizado en Guatemala en

donde se especifican las frecuencias génicas de laespecie

Tríatoma dímidíald. Eslas frecuencias podriin s€r

considerados en estudios poblacionales posteriorcs de

esla misma especie procedentes del depaname¡to de

Sant¿Rosa.
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