| Biomédica
[—— ISSN: 0120-4157

Biﬁmédi(:ﬂ Instituto Nacional de Salud

Revisra del Imsirunn Maciorl de Salud

Atencia, Maria Claudia; Pérez, Maria de Jesus; Caldera,
Sandy Milena; Jaramillo, Maria Cristina; Bejarano, Eduar Elias

Variabilidad genética de Aedes aegypti en el departamento de Sucre, Colombia,
mediante el andlisis de la secuencia de nucleédtidos del gen mitocondrial ND4

Biomédica, vol. 38, nim. 2, Abril-Junio, 2018, pp. 267-276
Instituto Nacional de Salud

DOI: 10.7705/biomedica.v38i0.3728

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84356684015

redalyc.dg

Coémo citar el articulo
Sistema de Informacion Cientifica Redalyc

Numero completo
Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Esparia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=84356684015
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=843&numero=56684
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84356684015
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84356684015

Biomédica 2018;38:267-76
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i0.3728

ARTICULO ORIGINAL

Variabilidad genética de Aedes aegypti en el departamento
de Sucre, Colombia, mediante el analisis de la secuencia
de nucledtidos del gen mitocondrial ND4

Maria Claudia Atencia, Maria de Jesus Pérez, Sandy Milena Caldera,
Maria Cristina Jaramillo, Eduar Elias Bejarano

Grupo de Investigaciones Biomédicas, Universidad de Sucre, Sincelejo, Colombia

Introduccion. Aedes aegypti es la especie de mosquito de mayor relevancia en América por transmitir
los virus del dengue, del Zika, del chikungunya y de la fiebre amarilla. Tanto factores ecoldgicos como
el control quimico, pueden influir en la composicién genética de las poblaciones de Ae. aegypti, por lo
cual es necesaria su caracterizacion.

Obijetivo. Determinar la variabilidad genética de las poblaciones de Ae. aegypti en cuatro municipios
del departamento de Sucre, Colombia.

Materiales y métodos. Larvas de Ae. aegypti, recolectadas en los municipios de Sincelejo, Sampués,
Corozal y Guaranda del departamento de Sucre, fueron criadas en laboratorio hasta el estado
adulto. Como marcador genético, se utilizé un segmento del gen mitocondrial ND4, que codifica para
la subunidad 4 de la enzima NADH-deshidrogenasa. El andlisis genético incluy6 la estimaciéon de
parametros de diversidad de nucleotidos, haplotipos, de estructura genética y de flujo de genes.
Resultados. Se obtuvieron 108 secuencias parciales de 357 nucleétidos y cuatro haplotipos de
nucleotidos del gen ND4 de Ae. aegypti. Se encontré una diferenciacion genética significativamente
alta entre las poblaciones de Sampués y Guaranda mediante el indice de fijacion (F,,=0,59467), las
de Sincelejo y Sampués (F,= 0,25637), y las de Corozal y Guaranda (Fg,= 0,22237). Se evidencié un
gran flujo de genes (Nm=infinito) entre las poblaciones de Sincelejo y Corozal.

Conclusidn. Existen diferencias genéticas entre las poblaciones del mosquito Ae. aegypti de los
municipios del departamento de Sucre. Se registra la presencia de un nuevo haplotipo del gen
mitocondrial ND4 de Ae. aegypti en Colombia, el cual fue detectado en el municipio de Sincelejo.

Palabras clave: Culicidae; Aedes/genética; ADN mitocondrial; dengue; Colombia.
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Genetic variability of Aedes aegypti in the department of Sucre, Colombia, by analysis of the
nucleotide sequence of the mitochondrial ND4 gene

Introduction. Aedes aegyptiis the most important mosquito species in America for the transmission of
viruses of dengue, Zika, Chikungunya and yellow fever. Ecological factors as well as chemical controls
can affect the genetic composition of Ae. aegypti populations, which is why its genetic characterization
is necessary.

Obijective. To determine the genetic variability of Ae. aegypti populations in four municipalities of Sucre
department, Colombia.

Materials and methods. Larvae of Ae. aegypti, collected in the municipalities of Sincelejo, Sampués,
Corozal and Guaranda, Sucre department, were reared under laboratory conditions to adult stage.
A segment of the mitochondrial ND4 gene which codes for the subunit 4 of the enzyme NADH-
dehydrogenase was used as genetic marker. The genetic analysis included the estimation of parameters
of nucleotide and haplotype diversity, genetic structure and gene flow.

Results. One hundred and eight partial sequences of 357 nucleotides and four nucleotide haplotypes
of the ND4 gene of Ae. aegypti were obtained. A significantly high genetic differentiation was found
between the Sampués and Guaranda populations (F,,=0.59467), Sincelejo and Sampues (F,,=0.25637),
and Corozal and Guaranda (F,,;=0.22237). A high gene flow (Nm=infinite) was observed among the
populations of Sincelejo and Corozal.
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Conclusion. There are genetic differences between the Ae. aegypti populations from the municipalities
of Sucre department. The presence of a new haplotype of the mitochondrial ND4 gene of Ae. aegypti
in Colombia was recorded, detected in the municipality of Sincelejo.

Key words: Culicidae; Aedes/genetics; DNA mitocondrial; dengue; Colombia.
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Aedes aegypti es el principal vector de arbovirus
causantes de las enfermedades mas comunes en
las areas tropicales y subtropicales del mundo (1).
Las poblaciones de este vector varian en su capa-
cidad para infectar, propagar y transmitir Flavivirus
como el del dengue (DENV1-4), el Zika (ZIKV), el
chikungunya (CHYKV) y la fiebre amarilla (YFV)
(2-4). La transmision biolégica de arbovirus por
mosquitos esta asociada tanto a factores ecolégi-
cos como a factores intrinsecos relacionados con
el acervo genético del vector (variantes genéticas),
la propension a la infeccion y la permisividad para
el desarrollo del patégeno (5-8).

Para el andlisis de la variabilidad genética de Ae.
aegypti, se han utilizado mdultiples marcadores y
técnicas moleculares, como el analisis de polimor-
fismos de la longitud de los fragmentos amplifica-
dos (Amplified Fragment-Length Polymorphisms,
AFLP) (9), los polimorfismos de la longitud de los
fragmentos de restriccién (Restriction Fragment
Length Polymorphism, RFLP) (10), la amplificacién
aleatoria de ADN polimérfico (Random Amplification
of Polymorphic DNA, RAPD) (11-13), el poli-
morfismo de nucle6tido Unico (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) (14), las isoenzimas (15), el
polimorfismo de conformacién de cadena simple
(Single-Stranded Conformation Polymorphism,
SSCP) y los espaciadores transcritos internos
(Internal Transcribed Spacer, ITS) (16), los micro-
satélites (17,18) y el marcador nuclear EPIC (Exon-
Primed Intron-Crossing) (19).

Los genes mitocondriales han demostrado ser una
herramienta util para la diferenciacion genética y
el estudio del flujo génico en varios organismos
(20). Entre los principales marcadores mitocon-
driales usados para el estudio de poblaciones de
Ae. aegypti, estan el gen mitocondrial ND4 (NADH
dehydrogenase subunit 4) (11,20-25), el gen mito-
condrial ND5 (NADH dehydrogenase subunit 5)
(26,27) y el gen COX1 (cytochrome C oxidase
subunit 1) (28-30).
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El gen ND4, que codifica para la subunidad 4
de la enzima NADH deshidrogenasa, ha sido
ampliamente usado como marcador para estudios
de genética de poblaciones y permite inferir la
historia evolutiva de las poblaciones del vector
(11,20,22,24,25); ademas, la disponibilidad en los
bancos de datos (GenBank, BOLD y EMBL) de
secuencias nucleotidicas homologas de poblacio-
nes del mosquito de distintos paises, facilita este
tipo de estudios.

En el departamento de Sucre existe informacion
limitada sobre la composicién genética de Ae.
aegypti, el flujo de genes y las relaciones evolutivas
entre las poblaciones del vector; esta informacion
es necesaria para comprender la dinamica pobla-
cional, la distribucion del vector en la region y la
epidemiologia de la enfermedad. A la fecha, solo
se ha caracterizado la variabilidad genética del
mosquito en dos municipios de Sucre (25).

El presente estudio tuvo como objetivo determinar
la variabilidad y la estructura genética de las pobla-
ciones de Ae. aegypti en cuatro municipios del
departamento de Sucre, mediante el analisis de la
secuencia de nucleétidos del gen mitocondrial ND4.

Materiales y métodos

Area de estudio y recolecciéon de larvas de
Aedes aegypti

El estudio se llev6 a cabo en cuatro municipios del
departamento de Sucre, en la regién Caribe de
Colombia, que fueron Sincelejo (julio a agosto de
2011 y abril a mayo de 2013), Sampués (abril de
2013), Corozal (mayo de 2013) y Guaranda (abril
de 2012) (figura 1). Las localidades seleccionadas
en cada municipio y sus respectivas coordena-
das geogréficas, se describen en el cuadro 1. La
escogencia de estas localidades se bas6 en los
registros epidemiolégicos sobre la presencia del
vector, de la Secretaria de Salud de Sucre (datos
sin publicar).

En cada localidad se hizo una blusqueda activa de
larvas de Ae. aegypti, en la que se inspeccionaron
los depdsitos de almacenamiento de agua encon-
trados en el interior y alrededor de las viviendas
seleccionadas; la distancia entre cada vivienda fue
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de 50 metros, aproximadamente. Se recolectaron
larvas de tercer y cuarto estadio de Ae. aegypti,
las cuales se transportaron al Laboratorio de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad
de Sucre, donde se criaron bajo condiciones
estdndares hasta alcanzar el estado adulto. La
identificacién taxonémica se llevé a cabo con las
claves de Rueda (31).

Departamento de Sucre

Colombia

Sincelejo

5 Corozal
Sampués

Guaranda

Figura 1. Mapa del departamento Sucre en el que se indica la
ubicacion de los cuatro municipios en los cuales se desarroll6
el estudio.

Variabilidad genética de Aedes aegypti en Sucre

Extraccion de ADN, amplificaciéon y
secuenciacion del gen ND4

Se hizo la extraccién del ADN total a partir de
hembras adultas de Ae. aegypti, segun el protocolo
descrito por Caldera, et al. (25), pero modificando
el tiempo de incubacién con proteinasa K, el cual
fue ajustado a cinco horas a una temperatura de
65 °C (32). EI ADN obtenido se cuantificé en el
espectrofotometro Nanodrop 2000™ de Thermo
Scientific.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), se utilizaron los cebadores ND4F
5-ATTGCCTAAGGCTCATGTAG-3' y ND4R 5'-
TCGGCTTCCTAGTCGTTCAT-3" descritos por
Bracco, et al. (22), los cuales flanquean una region
de 361 pb, aproximadamente, del gen mitocondrial
ND4 de Ae. aegypti. La reaccion se llevd a cabo
en un volumen final de 25 pl, compuesto por
MgCL,5 mM, DNTP 0,2 mM, cebadores 0,4 pM,
solucion tampén de PCR 1X, dos unidades de Tag
polimerasa y 1 pl de la solucién con el ADN, que
contenia aproximadamente 100 ng/ul. En cada
serie de PCR, se incluyd un control negativo cons-
tituido por agua estéril en lugar de ADN.

El perfil térmico consistid en una etapa inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante cinco minutos,
seguida por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C
por 60 segundos, alineamiento a 56 °C durante 30
segundos y extensién a 72 °C por 60 segundos,
y una etapa final de extensiéon a 72 °C durante
siete minutos.

Los productos de PCR fueron separados por elec-
troforesis en gel de agarosa al 1 % (peso/volumen),
desarrollada en soluciéon tampon TBE 0,5X a 90 V

Cuadro 1. Numero absoluto de adultos de Aedes aegypti (N) analizados en cada localidad y municipio

Municipio Localidad n N Coordenadas geograficas

Sincelejo Las Mercedes 5 9°17° 21.66”°N - 75° 23’ 34.79"0
Florencia 6 9° 18’ 27.48"N - 75° 23’ 1.65"0
Las Delicias 4 43 9°17°5.00" N - 75° 24’ 3.63"0
Puerta Roja 4 9° 18’ 46.32°N - 75° 23’ 15.67°0
El Cortijo 6 9° 16’ 53.06"N - 75° 24’ 28.36"0
Botero 12 9° 18 55.65"N - 75° 24’ 8.30"0
Divino Salvador 4 9° 19’ 10.75°N - 75°24’ 47.89"0
Sevilla 1 9° 18’ 30.44"N - 75° 24’ 18.53"0
20 de Julio 1 9° 18 17.75"N - 75° 24’ 7.71"°0

Sampués Doce de Octubre 8 21 9° 11’ 8.95"N - 75° 22’ 32.75”0
Balcones de Rio 13 9° 11’ 12.98"N - 75° 22’ 45.50"0

Corozal Dager Chadid 10 22 9° 18’ 30.62"N - 75° 17’ 31.50"0
Cartagena de Indias 12 9° 18 29.62"N - 75° 17’ 42.18"0

Guaranda San Joaquin 18 22 8°28 6.17"N - 75° 32° 17.25"0
Calle Sexta 4 8°281.98"N - 75° 32" 13.91"0
Total 108 108
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por 50 minutos. EI ADN se tifi6 con GelStar™ y se
visualizé con luz ultravioleta. Los productos amplifi-
cados fueron secuenciados mediante electroforesis
capilar en un secuenciador automatico, con los
mismos cebadores empleados para la PCR.

Andlisis genético

Las secuencias derivadas de los electroforegramas
fueron editadas y alineadas con el programa MEGA,
version 5.0 (33). Cada secuencia de consenso fue
analizada con el BLASTn (34) para corroborar que
correspondia al gen ND4 de Ae. aegypti.

Con el programa DnaSP, version 5.1.1.8 (35), se
determinaron el nimero de haplotipos, la frecuencia
de haplotipos, el numero de sitios polimérficos (S),
el numero promedio de diferencias de nucleotidos
(k), la diversidad de haplotipos (DH) y la diversidad
de nucleétidos (mm). Asimismo, se calcularon los
valores de las pruebas de neutralidad D de Tajima
(36), ylaDylaF de Fuy Li (37). La genealogia
entre los haplotipos fue construida utilizando el
programa Network, version 4.6.1.1 (38) con el
algoritmo median joining (39). Ademas, con el
programa Arlequin, version 3.5.1.2 (40), se estimé
la estructura genética mediante el indice de fijacion
(Fg,), y se calcul6 el flujo genético (Nm), y se hizo
un analisis de varianza molecular (AMOVA).

La significacion del efecto de las distancias
geograficas en la diferenciacion genética fue eva-
luada mediante el test de Mantel (41), el cual utiliza
el coeficiente de regresion lineal entre el valor de
Fs (1-Fg,) (42) y el logaritmo de las distancias
geograficas entre cada par poblacional. Las dis-
tancias geogréficas entre los sitios de captura se
obtuvieron a partir del calculador de distancias por
coordenadas (disponible en la web). Los resulta-
dos del test de Mantel fueron tomados después de
1.000 permutaciones, usando el programa Mantel,
version 1.19 (43).

Las secuencias obtenidas durante esta investiga-
cién fueron registradas en el GenBank.

Biomédica 2018;38:267-76

Resultados
Secuencias de nucleétidos

Se obtuvieron 108 secuencias de 357 nucledtidos
del gen ND4 de Ae. aegypti. El nimero de mos-
quitos de cada localidad de los cuales se derivan
las secuencias de nucleétidos, se presenta en el
cuadro 1. Las secuencias parciales del gen ND4 de
Ae. aegyptino mostraron inserciones, deleciones o
codones de parada.

El analisis reveld la presencia de cuatro haplotipos
mitocondriales denominados H1, H2, H3 y H4, los
cuales fueron registrados en el GenBank, bajo
los numeros de acceso KX580042, KX580043,
KX580044 y KX580045, respectivamente. En con-
junto, los cuatro haplotipos mostraron 343 sitios
conservados y 14 sitios polimorficos, entre los
cuales 13 sitios fueron parsimoniosamente infor-
mativos y uno correspondié a una mutacion unica.

En los sitios polimorficos se encontraron 10
transiciones de tipo T«<>C, en las posiciones 15,
18, 21, 72, 123, 141, 189, 234, 276 y 312, tres
transiciones de tipo A«~>G en las posiciones 111,
216 y 267, y una transversion de tipo T<>A en la
posicién 270 (cuadro 2).

Distribucion de haplotipos

El haplotipo mas frecuente fue H1, seguido de H3
y H2. Los haplotipos H1 y H3 se encontraron en
todos los municipios estudiados, el H2 se detecto
en Sincelejo, Corozal y Guaranda, y el H4 se
hall6 Unicamente en el municipio de Sincelejo.
La distribucion de los haplotipos por municipio
y la frecuencia de haplotipos, se muestran en la
figura 2. La red de haplotipos inferida mostré a H1
como el haplotipo méas antiguo, mientras que los
demés haplotipos aparecieron como derivados
suyos (figura 3). El haplotipo H3 se segreg6 de H1
por 12 pasos de mutaciones, en tanto que H2 y
H4 se separaron de H1 por cuatro y dos pasos de
mutaciones, respectivamente.

Cuadro 2. Sitios variables en cuatro haplotipos de nucleétidos, identificados en un segmento de 357 nucleétidos del gen mitocondrial

ND4 de Aedes aegypti
Posiciones
H 15 18 21 72 111 132 141 189 216 234 267 270 276 312
H1 T T T T A C T T A T A T T C
H2 . C . . . . . G . . A . T
H3 C C C . T C C G C G A C T
H4 G G
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H1 H2 H3 H4
M Guaranda 17,59 0,93 1,85
M Corozal 6,48 10,19 3,70
M Sampués 4,63 0,00 14,81
M Sincelejo 14,81 12,04 12,04

0,93

Figura 2. Frecuencias de haplotipos de nucleétidos del gen
ND4 en cuatro poblaciones naturales de Aedes aegypti del
departamento de Sucre, Colombia

H2

H3

Ha

I Sampués [ Corozal [ Guaranda

[ Sincelejo

Figura 3. Red de haplotipos de nucleétidos del gen ND4
en cuatro poblaciones naturales de Aedes aegypti del
departamento de Sucre, Colombia. El area de cada circulo es
proporcional a la frecuencia absoluta del haplotipo. Los circulos
negros representan los pasos de mutaciones y, los circulos
blancos, los haplotipos desaparecidos 0 no muestreados. La
fraccién de cada circulo indica la frecuencia de los haplotipos
presentes en las poblaciones estudiadas.

Variabilidad genética, pruebas de neutralidad y
AMOVA

En el cuadro 3 se presentan los valores estimados
de los indices de diversidad genética y de las
pruebas de neutralidad, para cada una y el total
de todas las poblaciones de Ae. aegypti. Se des-
taca que los valores mas altos de diversidad de
nucleétidos y de haplotipos se encontraron en la
poblacion de Sincelejo y de Corozal.

Por otro lado, la prueba de neutralidad D de Tajima
arrojo valores positivos y significativos para el
grupo de las cuatro poblaciones y para la poblacion
de Sincelejo. La prueba D de Fu y Li mostré valores
positivos y significativos en cada poblacion, en
tanto que los valores obtenidos con la prueba F
de Fu y Li fueron positivos y significativos para las
poblaciones de Sincelejo, Sampués y Corozal, y
para todas las poblaciones.

Variabilidad genética de Aedes aegypti en Sucre

Respecto al AMOVA (cuadro 4), los resultados
mostraron que el 74,02 % de la variacién es atri-
buible a diferencias genéticas intrapoblacionales,
mientras que las diferencias entre poblaciones
contribuyeron con el 25,98 %. El indice de fijacion
estimado (F,,=0,259) indica la presencia de dife-
rencias genéticas entre las poblaciones.

Estructura genética y flujo de genes

La estructura genética estimada mediante el indice
de fijacion (F,), y el flujo de genes calculado entre
las cuatro poblaciones estudiadas, se muestran en
el cuadro 5. Los valores del indice de fijacion (Fg;)
evidenciaron una gran diferenciaciéon entre Sam-
pués y Guaranda, Sincelejo y Sampués, Corozal y
Sampués, y Corozal y Guaranda. Todos los valores
del indice F, fueron significativos, excepto el del
obtenido al comparar las poblaciones de Sincelejo
y Corozal.

El nimero efectivo de migrantes por generacion
entre poblaciones, indica que existe un nimero de
migrantes que garantizan el intercambio genético
entre las poblaciones de Sincelejo y Corozal, y las
de Sincelejo y Guaranda.

No se encontré correlacion entre la distancia geo-
grafica y la distancia genética en el test de Mantel
(r=0,508; p=0,8477).

Discusion

En el presente estudio se detectaron cuatro
haplotipos en las poblaciones de Ae. aegypti de
los municipios de Sincelejo, Sampués, Corozal y
Guaranda. Estas poblaciones compartieron tres
haplotipos (H1, H2 y H3), con la excepcién de la

poblacién de Sampués que solo compartié dos
(H1 y H3).

El haplotipo H1, que fue el mas frecuente, corres-
ponde probablemente al mas antiguo en el depar-
tamento de Sucre, como se puede inferir de su
ubicacién en la red de haplotipos (figura 2). Este
haplotipo habia sido identificado por Caldera, et al.
(25), en los municipios de Sincelejo y Guaranda,
y también esta registrado en Bello, Antioquia (44),
asi como en Brasil (23,24), Peru (20) y México (19).
Segun Jaimes, et al. (44), el haplotipo H1 perte-
nece a un grupo ancestral en Colombia, el cual
esta relacionado con poblaciones de Ae. aegypti
de Camerun, Guinea y Costa de Marfil.

El haplotipo H3, que fue el segundo mas frecuente
y estuvo presente en las cuatro poblaciones,
también habia sido reportado en Sucre (25), asi
como en Antioquia (44), Brasil (23,24), México
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Cuadro 3. Parametros de diversidad genética y pruebas de neutralidad en cuatro poblaciones naturales de Aedes aegypti del
departamento de Sucre, Colombia

Municipio NH S k DH m D de Tajima D de FuyLi Fde FuyLi
Sincelejo 4 14 5.75431 0.686 0.01612 2.97494* 1.55027* 2.44915*
Sampués 2 12 4.45993 0.372 0.01249 1.82878 1.47579* 1.87402¢
Corozal 3 13 4.58351 0.630 0.01284 1.63646 1.50879* 1.82951*
Guaranda 3 13 2.33404 0.249 0.00654 -0.67148 1.50879" 0.03163
Total 4 14 5.82326 0.655 0.01631 3.67357*** 1.52183 2.8713*

NH: nimero de haplotipos en cada poblacion; S: sitios polimérficos; k: nimero promedio de diferencias de nucleétidos; DH: diversidad de haplotipos;
m: diversidad de nucleétidos
En las pruebas de neutralidad se encontraron diferencias estadisticas (p<0,05*), (p<0,01**), (p<0,001***) y (p<0,02**).

Cuadro 4. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de las frecuencias de haplotipos del gen ND4 en cuatro poblaciones naturales
de Aedes aegypti del departamento de Sucre

Tipos de variacion GL SC Componentes de Porcentaje de

la varianza variacién
Interpoblacional 3 70.643 0,81780 Va 25,98
Intrapoblacional 104 242.357 2,33036 Vb 74,02
Total 107 313.000 3,14815

indice de fijacion F,=0,25977

GL: grados de libertad
SC: suma observada de cuadrados

Cuadro 5. Estructura genética (Fg,) y flujo de genes (Nm) entre cuatro poblaciones naturales de Aedes aegypti del departamento

de Sucre

Municipio Sincelejo Sampués Corozal Guaranda
Sincelejo - 0,25637* -0,00036 0,17440*
Sampués 1,45034 (19,4) - 0,39946* 0,59467*
Corozal Infinito (16,1) 0,75168 (30,6) - 0,22237*
Guaranda 2,36697 (301) 0,34080 (289) 1,74854 (314) -

Entre paréntesis se presenta la distancia geografica en km.

(11) y Bolivia (18). Este haplotipo se encontraria
estrechamente relacionado con poblaciones del
mosquito de Tanzania (41).

El haplotipo H2, que no se encontré en la poblacién
de Sampués, esta registrado en los municipios
colombianos de Sincelejo (25), Bello, Riohacha y
Villavicencio (44), y en paises vecinos como Brasil
(24) y Peru (20), pero se presume que se origind

en Africa occidental (24).

Entre los cuatro haplotipos detectados en el
departamento de Sucre, se destaca la presencia
del haplotipo H4, que Unicamente se encontro
en la poblacién de Sincelejo. Este haplotipo solo
habia sido registrado en Brasil (23,24), donde
presenta una amplia distribucion, por lo cual se
presume que pudo haber surgido en ese pais (24).
El presente hallazgo constituye el primer registro
de este haplotipo en Colombia y pone en evidencia
su posible dispersion en América.
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Comparado con el estudio realizado por Caldera, et
al. (25), en la poblacion de Sincelejo (localidades de
El Cortijo y Botero) y Guaranda (localidades de San
Camilo y Calle Tercera), en el presente trabajo se
encontré6 un menor numero de haplotipos, aunque
cabe resaltar que las localidades de la pobla-
cién de Guaranda estudiadas no son las mismas,
pero el efecto temporal de las recolecciones y los
fenédmenos de extincion local y recolonizacién
de haplotipos mas comunes en las poblaciones,
pueden ser la causa de la ausencia o pérdida
de los haplotipos H5 al H10 y de la aparicion de
nuevas variantes.

Con respecto a la poblaciéon de Sincelejo, donde
se analizaron mas localidades y mas especimenes
que en el estudio previo, es importante resaltar que
en esta ciudad, catalogada como ‘hiperendémica
para dengue’ (45), los insecticidas son la estrate-
gia mas usada para controlar la enfermedad. Por
este motivo, las poblaciones de insectos en este
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municipio estan expuestas constantemente a una
presién de seleccién por insecticidas, lo que podria
llevar a que los haplotipos menos frecuentes tien-
dan a desaparecer, mientras que los haplotipos
mas frecuentes en la poblacién disminuirian en
numero, pero se mantendrian en ella (10,12).

En estas circunstancias, se originarian procesos
de extincién local y de colonizacion de las variantes
que lograron permanecer en la poblacién a pesar
del control quimico implementado para disminuir
las poblaciones del vector. Es posible formular la
hip6tesis que el control con insecticidas pudo haber
eliminado los haplotipos H4 y H5 encontrados por
Caldera, et al. (25) en el afio 2010 en la localidad
de El Cortijo. Sin embargo, el no haber detectado
estos haplotipos también podria atribuirse a las
limitaciones del presente trabajo, que fueron la
restriccion en la cantidad de muestreos y el escaso
nimero de ejemplares analizados.

Los valores de diversidad de haplotipos y de
nucleétidos encontrados en este estudio (DH=
0,655; m=0,01631), fueron menores que los regis-
trados en otros trabajos para la misma especie
(22,44,46). Por poblacién, los valores mas altos
de DH y 1 se observaron en Sincelejo (DH=0,686;
m=0,01612) y Corozal (DH=0,630; m=0,01284).

Aunque en la poblacién de Sincelejo esto se
explicaria por la presencia de cuatro haplotipos, lo
que en parte podria atribuirse al mayor nimero de
individuos analizados en este municipio, es desta-
cable la gran diversidad de la poblacién de Corozal
a pesar de que el numero de individuos estudiados
fue semejante al de Sampués y Guaranda. No
obstante, los valores de DH encontrados en el
presente estudio son similares a los registrados
por Lima y Scarpassa (24) en poblaciones de la
Amazonia brasilefia (DH=0,666), y por Caldera,
et al. (25) en el departamento de Sucre, Colombia
(DH=0,6794).

Los resultados de las pruebas D de Tajima, y D
y F de Fu y Li, permiten rechazar la hipétesis de
neutralidad para estas poblaciones. Los valores de
estos estimadores fueron positivos y significativos,
lo cual indica que estas poblaciones estan bajo
seleccion positiva (47), en la que se favorecen
los organismos que no presentan variaciéon con
respecto a las caracteristicas promedio de la
poblacién, es decir, en relacién con aquellos que
estan bien adaptados (48).

El AMOVA mostr6 que el componente que mas
peso en la variabilidad encontrada, fue la variacién
intrapoblacional (74,02 %). Esta variaciéon podria
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atribuirse principalmente a la gran diversidad de
haplotipos encontrada en las poblaciones de Sin-
celejo y Corozal. La gran variacion intrapobla-
cional observada indicaria que las poblaciones de
Sincelejo, Sampués, Corozal y Guaranda estan
diferenciadas, es decir que parte de la variabilidad
existente esta restringida dentro de las respectivas
poblaciones. Por otro lado, la menor variacion inter-
poblacional (25,98 %) podria atribuirse a la gran
frecuencia del haplotipo H1, presente en las cuatro
poblaciones bajo estudio, y a la poca frecuencia
del haplotipo H4, encontrado en la poblaciéon de
Sincelejo. El valor significativo del indice de fijacién
(F4,=0,25977; p<0,000) indica que existe diferen-
ciacion genética entre las poblaciones.

El analisis de la estructura genética de las pobla-
ciones naturales de Ae. aegypti en Sincelejo,
Sampués, Corozal y Guaranda, muestra la exis-
tencia de una diferenciacién genética muy grande
entre Sampués y Guaranda, gran diferenciacion
entre las poblaciones de Sincelejo y Sampués,
las de Sincelejo y Guaranda, las de Corozal y
Sampués, y las de Corozal y Guaranda, y una
escasa o nula diferenciacién entre las de Sincelejo
y Corozal, segun los criterios propuestos por Wright
(49). La escasa diferenciacion observada entre
Sincelejo y Corozal demuestra que las frecuencias
alélicas son iguales en estas poblaciones (50).

Esto puede ser efecto de la cercania geografica de
estas dos poblaciones, por lo que es muy probable
que compartan un acervo genético similar; ademas,
la dispersion de tres kildmetros, aproximadamente,
del mosquito, también puede influir en la similitud
genética de estas poblaciones (51). Es posible
que la diferenciacion que se presenta entre las
poblaciones de Sampués y Guaranda, de Sincelejo
y Sampués, de Sincelejo y Guaranda, de Corozal
y Sampués, y de Corozal y Guaranda, se deba
a la ausencia del haplotipo H2 en Sampués y a
la presencia de H4 en Sincelejo; pero también, a
la frecuencia de los haplotipos en cada una de
las poblaciones.

La estimacion del flujo de genes reveld un restrin-
gido intercambio de genes entre las poblaciones.
Sin embargo, el valor de Nm obtenido (2,36697)
para el par de Sincelejo y Guaranda, evidencia
un flujo genético entre estas poblaciones que
geograficamente estan separadas por una distan-
cia de 301 km. Considerando lo anterior, es posible
que el aparente flujo de genes entre estas dos
poblaciones obedezca a la presencia de los tres
haplotipos mas frecuentes, en especial de H1 que
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puede ser la cepa méas antigua del departamento,
y que de este se derivaron los otros haplotipos,
como se muestra en la red. Caldera, et al. (25),
concluyeron que el H1 pudo ser uno de los primeros
haplotipos introducidos y que, posteriormente, se
disemind en el departamento.

Otro aspecto importante es que la comunicacion
entre estas dos poblaciones es bastante restringida
debido a su ubicacién geografica en zonas ecolé-
gicamente diferentes, por lo que el flujo de genes
entre ellas seria inexistente: Sincelejo se ubica en
la subregién Sabanas y, Guaranda, en la subregién
Mojana. Asimismo, la presién selectiva ejercida por
los insecticidas es diferente, pues en Sincelejo, con-
siderado un municipio hiperendémico (45), se hacen
constantemente aspersiones con insecticidas para
disminuir las poblaciones del vector, mientras que
en Guaranda, solo se asperja cuando se presenta
un aumento significativo de casos (25).

En el par de poblaciones de Sincelejo y Corozal,
el valor de Nm fue ‘infinito’, lo que demuestra que
el flujo de genes es grande y que estas pobla-
ciones se comportan como una gran poblacién.
Probablemente, esto se debe a dos factores, que
son la corta distancia entre estas ciudades y la baja
o nula diferenciacion genética presente en ellas.

En conclusidn, existen diferencias genéticas entre
las poblaciones del mosquito Ae. aegypti de muni-
cipios del departamento de Sucre, sustentadas por
los valores del F, y el Nm encontrados entre los
pares de poblaciones.

Se destaca la presencia del haplotipo H4 en
la poblacién de Sincelejo, el cual solo estaba
registrado en Brasil, lo que implica multiples rein-
troducciones de otras areas geogréficas adyacen-
tes al departamento de Sucre y la costa Caribe.

Se recomienda evaluar si existen diferencias entre
estas poblaciones en cuanto a su capacidad para
infectarse y transmitir arbovirus, y la sensibilidad o
resistencia a los insecticidas, teniendo en cuenta
que Atencia, et al. (32) reportaron la presencia de la
mutacién F1534C en el gen kdrde Ae. aegyptien el
municipio de Sincelejo, la cual confiere resistencia
al piretroide permetrina y al organoclorado DDT.
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