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Resumen.

En la presente investigacion se analiza al vector de Fiebre del Dengue con un objetivo principal
de caracterizar morfolégica y genéticamente a Aedes aegypti en regiones endémicas del
territorio boliviano como son Yungas, Llanos Orientales y Chaco, con datos colectados desde
diciembre 2005 a febrero 2008 en las localidades de Santa Cruz de la Sierra, La guardia,

Sombrerito, Machareti, Yacuiba, Bagual, Barrial, Palmar, Caiza, Caranivi, Santa Fe y Alcoche.

Los mosquitos fueron colectados mediante encuestas entomoldgicas. Para el analisis en
laboratorio se les extrajo el DNA con el protocolo CTAB 10X para la extracciéon de DNA de
mosquito entero y luego el DNA extraido fue sometido a proceso de PCR para la amplificacion
del DNA y genotipage de 9 microsatélites, la secuenciacion de dichos microsatélites fue
realizada en Montpellier-Francia al Laboratorio de LIN (Laboratorio de Insectos Nocivos), una
vez secuenciados fueron analizados con GENEPOP® 4, que es un programa genético-
poblacional especializado.

En las ecoregiones de Yungas, Llanos orientales y Chaco se encontré poblaciones de Ae.
aegypti genéticamente distintas pero morfolégicamente similares, mostrando un débil flujo
genético y una fuerte deriva genética con presencia de alelos privados mas en aéreas urbanas
que en rurales. Estos resultados se discuten sobre el por qué de estas deferencias, si estas
poblacibnes son resultado de una sola poblacién infestante y reinfestante o si provienen de de
infestaciones de diferentes poblaciones de Ae. aegypti.
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1. Introduccién

La fiebre del dengue (DF) y la fiebre de dengue hemorragico (FHD) son enfermedades
tropicales y sub-tropicales, transmitidas por mosquitos, como consecuencia de la infecciéon con
uno de los cuatro antigenos diferentes serotipos del virus dengue (VDEN) de la familia
Flaviviridae. (Gubler 1997).

Se estima que entre 50 y 100 millones de nuevas infecciones por dengue se producen
anualmente (Gubler 1998), y media de la tasa de mortalidad por dengue hemorragico oscila
entre el 5% al 40% (Tassniyom 1993).

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS 1995), después de la erradicacion del
Ae. aegypti en 18 paises de las Américas hacia finales de la década de los 40, este vector
vuelve a recolonizar el continente a finales de la década del 70 y en 1995 presenté una

distribucién geografica similar a la del afio 1940.

Gubler (1998) advierte que los factores responsables del resurgimiento del dengue como un
problema de salud publica son compiejos y se encuentran estrechamente asociados a cambios
sociales y demograficos (como las migraciones de la zona rural a la urbana), en los ultimos

cincuenta anos.

El crecimiento global de la poblacion, asociada a la urbanizacién no planificada y descontrolada,
especialmente en paises tropicales en vias de desarrollo, origind viviendas precarias,
hacinamiento, deterioro en los sistemas de suministros de agua, red de desague y tratamiento
de desperdicios, elevd el numero de criaderos potenciales del Ae. aegypti creando las
condiciones ideales para el incremento de enfermedades transmitidas por estos mosquitos
(Tauil 2001).

De hecho, Ae. aegypti, es el principal vector de VDEN, es una especie que se incluyen dos
subespecies diferentes en su morfologia, la ecologia, la etologia, y genética (Marquetti MC
2000: Aguilera 2000), i) Ae. aegypti aegypti, de color claro, prefiere entornos peri domésticos y
se produce en el Nuevo Mundo, Asia, y en las zonas costeras de Africa oriental, i) Ae. aegypti
formosus, una forma oscura que se reproduce en agujeros de arboles y, a veces, agujeros en la
roca, y se encuentra principalmente en el sub-Sahara Africa.
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Ae. aegypti es una especie autéctona de Africa que llegaron a las Américas a bordo de los
buques de esclavos, luego se establecido y se propagé por todo el Nuevo Mundo en el Siglos
XVII 'y XVIII (OPS 1995). En la década de 1950, todos los paises de las Américas, excepto

Canada donde no se registro la presencia de Ae. aegypti.

Se ha demostrado experimentalmente que la susceptibilidad y la capacidad de Ae. aegypti para
transmitir VDEN son variables y dependen sobre el origen geografico de las poblaciones
(Gubler 1979). A diferencia en la sensibilidad a la infeccién también se ha observado entre Ae.

aegypti hembras de la misma progenie (Tardieux.1990).

En Bolivia, se observaron variaciones morfoldgicas y etoldgicas entre las poblaciones de Ae.
aegypti, relacionados con su localizacion geografica y el tipo de habitat. La forma selvatica

carece de registros en nuestro pais.

Aedes aegypti coloniza contenedores artificiales de agua, contenedores de almacenamiento de
agua (es decir, jarras de arcilla, barriles metalicos), asi como los contenedores abandonados

“(es decir, latas, botellas de plastico, neumaticos usados) y es muy antropofilico (Pérez O 2004).

La genética variabilidad de Ae. aegypti en las Américas ha probablemente sido reducido en
gran medida a causa de un efecto cuello de botella durante su introduccion y la presion
selectiva resultante de un fuerte control de los vectores de la politica que se centrd
principalmente en el Ae. aegypti control de manera similar a lo que ocurrié a los mosquitos

Anopheles en América Central y del Sur (Donnelly et. al.,2002).
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2. Obijetivos:
2.1. Objetivo general:

Caracterizar morfoldgica y genéticamente las poblaciones de Aedes aegypti ubicadas en
localidades urbanas y rurales de Bolivia a través de (a observacion de las caracteristicas
morfolégicas y el uso de marcadores microsatélites para su posterior comparaciéon entre
Ecoregiones.

2.2. Objetivos especificos:

i) Determinar los indicadores fenotipicos mas relacionados a la morfologia externa de los
mosquitos adultos.

ii) Identificar indicadores moleculares del ADN nuclear, por medio de marcadores

microsatélites y busqueda de alelos particulares o especificos.

iii) Evidenciar la variabilidad y diversidad genética de 3 poblaciones de Aedes aegypti
(Yacuiba-Santa Cruz y en los Yungas) a través del polimorfismo genotipico, para su posterior

comparacion entre poblaciones rurales y urbanas.
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3. Revision bibliografica
3.1. Historia del Dengue.

Aunque los primeros informes de grandes epidemias de la fiebre del dengue se
produjeron en los continentes (Asia, Africa y América del Norte) en 1779 y 1780 (Hirsch 1883,
Howe 1977, Pepper 1941, Rush 1789) se piensa que esta enfermedad seria mucho mas
antigua puesto que hay informes de enfermedades clinicamente compatible con Ia'fiebre

dengue.

El primer registro encontrado hasta la fecha se encuentra en una enciclopedia china asi
como los sintomas de la enfermedad y los tratamientos, publicado por primera vez durante la
dinastia Chin (265 a 420 dC) y editado oficialmente en el 610 dC (Dinastia Tang) y de nuevo en
992 A.D. (Dinastia Sung del Norte) (Nobuchi, 1979). La enfermedad fue denominada como
“agua venenosa’ por los chinos y se cree que de alguna manera estaba relacionadas con

insectos voladores que se encontraban en el agua.

Los brotes de enfermedad en las Antillas francesas en 1635 y en Panama en 1699
también podrian haber sido de dengue (Howe, 1977, McSherry, 1982). Asi, dengue u otra

enfermedad muy similar tuvo una amplia distribucion geografica antes del siglo 18.

No esta claro si las epidemias en Batavia (Yakarta), Indonesia, y El Cairo, Egipto, en
1779 fueron dengue, pero es bastante probable que la epidemia de Filadelfia de 1780 fuera el
dengue (Carey, 1971). Un examen mas detallado de la historia de los virus del dengue ha sido

recientemente publicado (Gubler, 1997).
3.2. Aparicion del Dengue como un problema mundial de la salud publica.

El patron de enfermedades asociadas con la enfermedad del dengue como en 1780 a
1940 se ha caracterizado por ser relativamente poco frecuentes. Sin embargo, es probable que
el virus de dengue se convirtié en endémico en muchos centros urbanos tropicales durante este
tiempo, porque durante los periodos interepidémico, cuando no habia aparente transmisiéon de
la enfermedad, los visitantes no inmunes siempre contraian dengue o una enfermedad similar a

unos meses de su llegada.
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La perturbacion ecoloégica en el Sudeste de Asia y el Pacifico escenas durante y
después de la Segunda Guerra Mundial cre6 condiciones ideales para una mayor distribucion
de mosquitos y transmision de la enfermedad, es en este contexto que una pandemia mundial

de dengue comenzé.

Con el aumento de la transmisiéon de epidemia a hyperendemia (la cocirculacién de
multiples serotipos del virus dengue) desarrollado en el sudeste de Asia y ciudades con
epidemia de fiebre dengue hemorragico (FHD), se describe una nueva enfermedad (Gubler,
1988, Gubler, & Trent. 1994, Halstead, 1980, Halstead, 1992).

La primera epidemia conocida de dengue hemorragico se produjo en Manila, Filipinas,
en 1953 a 1954, pero después de 20 afos, la enfermedad en forma de epidemia se ha
propagado en todo el Sudeste Asia; a mediados de 1970, el dengue hemorragico se ha
convertido en una de las principales causas de hospitalizacion y muerte entre los nifios en Ia

regiéon (Anénimo. 1986).

En el decenio de 1970, el dengue volvié a las Islas del Pacifico y alli desarrollo actividad
epidémica en las Américas. Durante los afos 1980 y 1990, transmisién del dengue se
intensificd, y hubo un resurgimiento mundial de la fiebre del dengue, con la ampliacién de la
distribucién geografica de los mosquitos vectores y los virus, aumento en la incidencia de la
enfermedad causada por un aumento de la frecuencia de transmisién, y la aparicién de dengue
hemorragico en muchos paises nuevos (Gubler, 1987, 1993, 1994, 1995, 1997, Halstead,
1980, 1992, Pinheiro, 1989, 1997, Rosen, 1982).

En Asia, la epidemia de dengue hemorragico se ha expandido geograficamente de
Paises del sudeste asiatico oeste a la India, Sri Lanka, las Maldivas, y el Pakistan y el este de
China (Gubler, 1998). Varias islas del Sur y Central del Pacifico (Niue, Palau, Yap, Islas Cook,
Tahiti, New Caledonia y Vanuatu) han experimentado grandes o pequefias epidemias de
dengue hemorragico (Gubler, 1997). Cambios epidemiolégicos en las Américas siendo los mas

dramaticos.

En los afios 1950, 1960 y la mayor parte de la década de 1970, la epidemia de dengue
fue rara en la regién de América debido a que el principal mosquito vector, Aedes aegypti, fue
erradicado en América Central y del Sur (Gubler, 1987, 1989, Pinheiro, 1989).
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El programa erradicacién se suspendid a principios del decenio de 1970, entonces esta
especie comenzd a reinvadir los paises de los cuales se habia erradicado (Gubler, 1989,
Pinheiro, 1989). En el decenio de 1990, Ae. aegypli casi habia recuperado la distribucion

geografica que tenia antes de la erradicacion.

La epidemia de dengue siguiendo de la re infestacion de A. aegypti fue invariable en los
paises. En la década de 1980, la region americana experimento grandes epidemias de dengue
en los paises que habian estado libres de la enfermedad de 35 a 130 afios (Gubler, 1987. -
1989, Pinheiro, 1997).

Nuevas cepas de virus dengue y los serotipos fueron presentados (DEN-1 en 1977, una
nueva cepa del serotipo DEN-2 en 1981, DEN-4 en 1981, y una nueva cepa del serotipo DEN-3
en 1994).

Ademas, muchos paises de la regién evolucionaron de no endémicos (sin enfermedades
endémicas) o hypoendemicos (un serotipo presente) a hyperendemicos (multiples serotipos
presentes), la epidemia de dengue surgido mucho después que en el sudeste de Asia 25 afos
antes (Gubler, 1987 - 1989). De 1981 a 1997, 24 paises de America confirmados mediante

pruebas de laboratorio de dengue hemorragico (Gubler, 1998, Pinheiro, 1997).

Areas infested with Aedes aegypti

Gubler [1803; M Areas with Aedes aegypti and dengue epidemic activity
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Mapa comparativo de distribucién de Ae. aegypti en las Américas antes, durante y después de |a erradicacion.
Gubler (1998). '

Mientras que Africa aln no habia tenido una importante epidemia de dengue
hemorragico (DH), se habian producido casos esporadicos, con un aumento de epidemia de
fiebre dengue en los ultimos 15 afios. Antes de la década de 1980, poco se sabia de la
distribucion de virus del dengue en Africa. Desde entonces, grandes epidemias causadas por
los cuatro serotipos se han producido tanto en Africa oriental como occidental (Gubler, 1994 -

1997).

Los brotes han sido mas comunes en el Este de Africa y el Medio Oriente en la década
de 1990, con grandes epidemias en Yibuti en 1991 y en Jeddah, Arabia Saudita, en 1994,

ambos fueron los primeros brotes en mas de 50 afnos (Gubler, 1997, Rodier, G. 1995).

En 1997, el virus Dengue y los mosquitos A. aegypti tienen un distribucién a nivel
mundial en los tropicos (Fig. 3); mas de 2,5 millones personas viven actualmente en zonas
donde el dengue es endémico (Gubler, 1994-1995-1998, Halstead, 1980-1992).

Actualmente, la fiebre del dengue causa mas enfermedad y muerte que cualquier otra
enfermedad producida por arbovirus en los seres humanos (Rosen, 1982). Cada afo, un

estimado de 100 millones de casos de dengue y varios cientos de mil casos de dengue

Universidad Autdnoma Gabriel René Moreno Carrera de Biologia 8
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hemorragico se producen, dependiendo de la actividad epidémica (Gubler, 1995 1998, Monath,
1994). DH es una de las principales causas de hospitalizacion y muerte entre los nifios en

muchos paises del sudeste asiatico (Anénimo. 1986).
3.3. Factores responsables del aumento de la incidencia (Gubler 1998)

Los factores responsables de la dramatica aparicién y resurgimiento de epidemias de
dengue y de DH, respectivamente, como un problema mundial de salud publica en los ultimos

17 anos, son complejas y no se entienden plenamente.

Sin embargo, el resurgimiento parece estar estrechamente relacionado con la
demografia y los cambios sociales en los ultimos 50 afios (Gubler, 1987, 1994, 1997, 1998).
Dos factores principales han sido asociados al sin precedentes crecimiento no planificado de la
poblacién mundial y la urbanizacién descontrolada, especialmente en los paises tropicales en

desarrollo.

La calidad inferior de la vivienda, hacinamiento y deterioro del agua, alcantarillado y un
sistemas de gestion residuos relacionados con la urbanizacién no planificada han creado las
condiciones ideales para una mayor distribucion de mosquitos y transmisién de enfermedades

tropicales en los centros urbanos.

Un tercer factor importante ha sido la falta de control efectivo de mosquitos en las zonas
donde el dengue es endémico (Gubler, 1987, 1989, 1994, 1998). El énfasis durante los ultimos
25 afnos ha sido la fumigacion sobre el espacio con insecticidas para matar los mosquitos
adultos, lo que no ha sido eficaz (Gubler, 1989, Newton, 1992, Reiter & Gubler. 1997) y de
hecho, ha ido en detrimento la prevencion y control con los esfuerzos por brindar a los
ciudadanos de la comunidad y funcionarios de gobierno una "falsa sensacién de seguridad”
(Gubler, 1989).

Ademas, la distribucion geografica y la densidad poblacional de A. aegypti se han
incrementado, especialmente en las zonas urbanas de los trépicos, a causa de un mayor
numero de habitats para larvas de mosquitos en el entorno doméstico. Estos ultimos incluyen
plasticos no biodegradables y neumaticos de automéviles usados, tanto de que han aumentado

de manera espectacular en la prevalencia durante este periodo.
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Un cuarto factor responsable de la aparicion mundial de el dengue y dengue
hemorragico es el aumento de los viajes por via aérea, que prevé el mecanismo ideal para el
transporte de dengue a otras zonas urbanas entre los centros de poblacién del mundo (Gubler,
1987, 1994, 1996, 1998).

Por ejemplo, en 1994, se estima que 40 millones de personas partieron de los Estados
Unidos por via aérea, mas del 50% de los cuales viajaron para estancias de negocios o de

vacaciones a paises tropicales donde el dengue es endémico.

Muchos viajeros se infectan durante su visita a zonas tropicales, se enferman pero sélo
déspués de que regresan a sus hogares, lo que resulta en una constante circulacion del virus
Dengue en los seres humanos infectados a todas las zonas del mundo y garantizar la
introduccién de repetidas o nuevas cepas y serotipos en areas donde el mosquito vector esta
presente (Gubler, 1996., Rigau-Pérez, 1994).

Un quinto factor que ha contribuido al resurgimiento de la epidemia de dengue ha sido la
decadencia de las infraestructuras de salud publica en la mayoria de los paises en los ultimos
30 arios. La falta de recursos ha llevado a una escasez critica de especialistas formados que
pueden comprender y desarrollar programas eficaces de prevencion y control para las
enfermedades transmitidas por vectores.

- Para el afio 2002, 37 paises de América Central , del Sur y el Caribe informaron de la
transmision del dengue, de los cuales 21 casos notificados de tipo hemorragico y 14 casos

fatales. Los paises mas afectados son Brasil, Colombia, Honduras, Venezuela. (Guzman 1999)

El virus dengue tipo 1 se introdujo a Brasil en 1986 produciendo brotes en varios
estados (Nogueira, R.M. 1990). En agosto de 1987 hizo su primera aparicién en Santa Cruz-
Bolivia, donde |a tasa de infestacion por Aedes aegypti fue de mas del 20% (Térrez, 2008).

En ese primer brote de dengue de Bolivia, el unico serotipo aislado en células de
mosquito C6/36 de la CDC (Lanciotti, R.S. 1996) era el virus del Dengue tipo 1, que lleva el
mismo genotipo que el aislado en Brasil. Ningun caso de dengue hemorragico ni muertes se

informo oficialmente en Bolivia.
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Debido a la falta de diagnéstico y capacidades en Bolivia se informaron 6841 casos
clinicos, (Pinheiro, 1989), la WHO estima que el numero real de personas infectadas por el virus

fue de mas de 200000 (50% de la poblacion en Santa Cruz en ese momento).

En los siguientes 9 afios, no se informé existencia de casos de dengue; si bien no es
razon para creer que el virus no estaba presente, en particular, debido al exceso de casos
notificados de infeccién Mayaro, en la ciudad (nunca demostrado laboratorialmente) (Peredo
1999).

En marzo de 1996, el Centro Nacional de Enfermedades Tropicales' (Cenetrop)
establecié la prueba serologica (Mac Elisa) para empezar a comprobar estos supuestos casos

de Mayaro en varios centros de salud diseminados en toda la ciudad (Peredo 1999).

De 238 muestras con compatibilidad de sintomas clinicos para dengue fueron tratados
en ese afo, 55 (23,1%) eran de hecho Dengue y la tasa de infestacion por Aedes aegypti era
de 18% en la ciudad. En 1997, el nimero de sueros procesados hasta agosto fue de 489 con
221 positivos (45,2%). La IgMs fueron detectados en pacientes de Santa Cruz de la Sierra,
Cotoca, Porongo, Montero, El Torno, Minero, Roboré y San Ignacio todos en Santa Cruz Estado
(Peredo 1999).

Debido a la falta de capacidad para hacer el aislamiento del virus en cultivo de tejidos y
RT-PCR en el momento, 14 sueros fueron enviados a la CDC y la Fiocruz. Ambos lugares

fueron capaces de aislar el virus del dengue fipo 2 en 4 sueros (28,6%) (Peredo C. 1999).

El genotipo resultdé ser Jamaica que es conocida por haber causado dengue
hemorragico en los paises donde se ha detectado (Gubler, 1996).
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En resumen, los cambios demograficos y sociales, la disminucién de recursos para el
control enfermedades infecciosas transmitidas por vectores y la prevencion y los cambios en la
politica de salud publica han contribuido a una mayor actividad epidemica de dengue, el

desarrollo de hiperendemicidad y la aparicion de la epidemia de dengue hemorragico.
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3.4. El Virus

Existen cuatro serotipos del virus Dengue, llamado DEN-1, DEN - 2, DEN-3 y DEN-4.
Ellos pertenecen al género Flavivirus, la familia Flaviviridae (de los cuales el virus de la fiebre

amarilla es la especie tipo), que contiene aproximadamente 70 virus (Westaway & Blok. 1997).

Los Flavivirus son relativamente pequefios (40-50 mm) y esféricos con una dotacién de
lipidos. El genoma de Flavivirus es de aproximadamente de 11.000 pares de bases de longitud

y se compone de tres estructurales y siete no estructural proteinas.

La infeccidén con un serotipo de dengue proporciona inmunidad para toda la vida para
ese serotipo, pero no hay inmunidad a los demas serotipos. De este modo, las personas que
viven en una zona endémica de dengue puede estar infectada con tres, y probablemente cuatro

serotipos de dengue durante su vida (Gubler, 1988).
3.5. Ciclos de Transmision

La primitiva transmision enzoética del ciclo de virus del dengue implica al dosel de los
los arboles donde los mosquitos Aedes viven y la disminucion de los primates en las selvas
tropicales de Asia y Africa (Gubler, 1988). Las pruebas actuales indican que estos virus no
suelen salir del bosque a las zonas urbanas (Morens, 1987). Un ciclo de transmisién epidémico
puede ocurrir en las aldeas rurales o islas, donde la poblacién de seres humanos es pequefa.
Introduciéndose rapidamente el virus infecta a la mayoria de individuos susceptibles de estas
areas, y luego cada vez mas inmunidad a estos hace que el virus desaparezca de la poblacién.

Forest/Enzootic RuralfEpidemic Urban/Endemic/Epidemic
 Aedes Nosqus - | Aaces Nosqulios
Primales r,.l';'.f.'ﬁ'.'@ Fumans
Aedes Mosquitas ~ Aedes Mosquitos Aedes degypti
Africa = Aedes {Diceromyia) A. aegypti A. aegypti
Aedes (Stegomyia) A. albopictus
Asia = Aedes (Finlaya) A, polynesiensis
Aades (Stegomyia) A. mediovittatus ?

? Americas = Aedes Sp. ?
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3.6 Vector

Una serie de Aedes (Stegomyia) spp. puede actuar como un vector en estas situaciones,
dependiendo de la zona geografica, incluidos los A. aegypti, A. albopictus, A. polynesiensis y
otros miembros del grupo A. scutellaris (Gubler, 1988). Lo mas importante en el ciclo de
transmision desde una perspectiva de salud publica es el punto de vista urbano del ciclo
endémico o epidémico en los grandes centros urbanos de los tropicos. El virus se mantiene en
el ciclo A. aegypti - hombre - A. aegypti con epidemias periddicas. A menudo, multiples virus o
serotipos cocirculantes en la misma ciudad (hiperendemicidad). Los seres humanos estan

infectados con el virus del dengue por la picadura de un mosquito infeccioso (Gubler, 1988).
3.7 Taxonomia del vector Aedes (Stegomyia) aegypti

Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Diptera
Familia: Culicidae
Subfamilia: Culicinae
Género: Aedes

Subgénero: Stegomyia

Especie: Aedes aegypti (Linneaus)
3.7.1 Clasificacion

La forma tipo de A. aegypti, tal como se define por Mattingly (1957) con una descripcién
detallada de la Neotype (Mattingly, 1965) sirve como un punto de referencia para esta misma

variable especies.

La subespecie formosus, tal como se define Mattingly (1957) representa un extremo en
el rango de variacion de A. aegypti que, si bien es frecuente en Africa al sur del Sahara, es raro
como una poblacion pura. EI comportamiento selvatico atribuido a esta subespecie es
Caracteristica de las poblaciones con una amplia gama de variacion morfolégica, pero es

claramente correlacionado con el patrén de escamas oscuras.
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La tercera forma var. queenslandensis abarca una parte desproporcionada de lo que es

evidentemente un rango continuo de variacion en el patron de escamas de Ae. aegypti.

El uso de la taxonomia y etiquetas formosus y queenslandensis tienden a preservar un
inflexible concepto de la especie Ae. aegypti, que no coincide con el observado ecoldégicamente
y la plasticidad genética. Se recomienda que el uso de estos términos se reduzca a menos que

pueden ser claramente definidos en un sentido bioldgico.
3.8 Morfotipo

McClelland (1960), Senevet & Andarelli (1961) emplearon una clasificaciéon arbitraria
donde participaron 11 grados como patrones de los terguitos abdominales. Las series oscilaron
entre un grado de la definicién de ssp. formosus (serie F) con ausencia de escamas claras en el
primer tergito y en ninguno, pero con bandas basal-laterales y manchas claras en el resto de
tergitos, hasta con una franja ininterrumpida de escamas medianamente palidas en todas los

tergitos (grado Q, para var. queenslandensis) casi completamente palido (grado R).

McClelland (1971) puso de manifiesto que el patrén de 11 grados es insuficiente para
describir la gama de variacién observada. El sistema fue ampliado a 30 patrones basicos que
complementa la M a Q carta grados con digitos para indicar el numero de tergitos (excepto la

primera) Manchado o salpicado con escamas palidas.

Debido a que el patrén basico 30 grados no pueden ser facilmente dispuestos en una
secuencia lineal de palidez creciente, un equivalente numérico se define de modo que las

caracteristicas de la poblacion podria presentarse como distribuciones de frecuencia.

Al terguito sin escamas palidas distintas de la banda basal o lateral es marcado cero, si
el tergito es salpicado 0 manchado con escamas palidas se le dio un punto, si el tergito es
palido medialmente con al menos una linea contigua de escamas palidas donde la banda basal
se une al margen apical se anoté dos puntos. Un adicional de un punto fue afiadido en todos los
casos a evitar la puntuacion de cero que se derivarian de la categoria del patrdon F y causa
dificultades en los datos transformacion. La suma de esto puntos de los siete tergitos constituye

el valor patrén (PV), que oscila entre el 1-15.
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3.9 Bioecologia de Aedes aegypti.

El mosquito Ae. aegypti se ubica en el Orden Diptera, dentro del Suborden Nematécera
se incluye en la Familia Culicidae, donde se encuentran todos los mosquitos. Su género es
Aedes, el subgénero Stegomyia y la especie aegypti, descrita por Linneaus hace varios siglos

(Fernandez 1999).

Los cambios morfoldégicos que tiene que experimentar Ae. aegypti a través de toda su
vida son complejos e interesantes. El hecho de vivir en el agua durante cierto tiempo y
desplazarse al ambiente aéreo posteriormente, requiere desde aparato bucal diferente
(masticador en larva y picador-chupador en adulto), hasta formas de locomocion totalmente
opuestas, movimientos natatorios de su cuerpo en el agua contra la presencia de un par de alas

para el vuelo horizontal y vertical a diferente velocidad.

Las cuatro fases durante su metamorfosis son: huevo, larva (4 mudas con sus
respectivos estadios), pupa y adulto diferenciado en sexo. Por estos motivos, es considerado un

insecto holometabolo (Chapman 1982).

Ae. aegypti es una especie tropical y subtropical, se encuentra usualmente en la franja
geografica del paralelo 35° al norte y 35° al sur, pero ha sido encontrado hasta los 45° de latitud
norte. Su distribuciéon es limitada por la temperatura, contenida en un invierno isotérmico de
10°C y su distribucién vertical es de una altitud menos de 1000 m.s.n.m.; sin embargo, ha sido
reportada por encima de los 2000 m.s.n.m. en paises como la India y Colombia (CDC 1980,
Tinker 1993).

Este mosquito es oriundo de Africa, pero se ha encontrado en los territorios del Caribe
por mas de 350 afios y probablemente fue introducido durante los siglos XV al XVII desde la
parte Oeste de Africa a bordo de barcos que cruzaban el Atlantico como parte del mercado de
esclavos, diseminandose a través de la regién por el intercambio entre las islas (Tabashnik
1991). Las poblaciones de mosquitos del Caribe representan probablemente, la introduccion
inicial de esta especie dentro del Nuevo Mundo (Yan et. al.,1997).

Esta especie, en su continente de origen, se cria independiente del hombre en areas
forestales (selvaticas), asi como utilizando habitat doméstico (Harwood ef. al.,1987). Al

contrario, en el Caribe, es casi una especie doméstica, se encuentra en areas urbanas,
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usualmente a 100 m de la habitacién humana.

En la Ultima década se han venido realizando investigaciones sobre la biologia de estos
mosquitos, sus sitios de cria se han convertido en uno de los aspectos mas estudiados.
Diversos y diferentes han sido los criaderos encontrados, los cuales varian de acuerdo a las

condiciones socioecondmicas y culturales en los lugares de estudio.

En Rio de Janeiro, en barrios de pésimas condiciones, donde no se tiene un buen
suministro de agua y se utilizan barriles para su almacenamiento, son lugares excelentes para
la cria de los mosquitos. En cambio, en barrios donde las condiciones socioecondmicas son
mucho mejores y no existen estos problemas, se tiene como costumbre mantener plantas
ornamentales dentro de las casas, proporcionando sitios muy factibles para que las hembras

depositen sus huevos (Lima et. al.,2003).

En observaciones llevadas a cabo en New Orleans, las llantas, tanques de cemento de
55 galones, maquinas para el lavado de ropa, cisternas, bebederos de animales, entre otros,
son buenos lugares de cria para estos insectos (Focks ef. al1981). En una investigacion
llevada a cabo en el area metropolitana de la ciudad de Panama, se encontré que el 73% de las
formas inmaduras se desarrollaban en objetos inservibles: envases plasticos, latas, chatarré,

llantas y botellas (Dutary 1989).

Los estudios realizados en Cuba, por Garcia Avila, reportan que la especie Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linneaus, 1762), esta distribuida cominmente en toda la isla. Cria en
depésitos naturales y artificiales temporarios, pero siempre préoximo a las viviendas o dentro de
ellas. Otros lugares encontrados para su habitat fueron los barriles y tanques que contenian
agua limpia, de lluvia o corriente, floreros, recipientes de cristal o metalicos, gomas de
automdviles y otros vehiculos expuestos a la intemperie y ocasionalmente, en huecos de
arboles cerca de las viviendas. Puede encontrarse en asociacién con Ae. mediovittatus y Culex

quinquefasciatus (Pérez 2004).

Previos estudios desarrollados por Marquetti et. al., en el afio 2000, demostraron que las
fuentes de agua como depésito artificiales y tanques bajos fueron los recursos mas explotados
para su cria en el municipio Boyeros. Estos datos son similares a los encontrados en Playa en
ese mismo afio por Aguilera et. al,Segun Knudsen, los depdsitos artificiales son los mas

importantes por su disponibilidad, gran cantidad y proximidad al domicilio humano (Knudsen
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1991).

El vector del dengue es un mosquito con alimentacion diurna, lo que contrasta con los
anofelinos transmisores de malaria que prefieren picar en la noche. En estudios realizados en la
Isla de Trinidad en el Caribe, observaron el biorritmo de la picadura del Ae. aegypti. Definieron
un patrén bimodal, es decir, dos picos de méaxima actividad, los cuales oscilaban entre las 6:00
— 7:00 am y después en la tarde entre las 17:00 y las 18:00 pm, esto fue posible por el empleo

de captura humana (Chadee 1988).

La picadura del mosquito se mantenia en niveles muy bajos durante todo el dia. Es
importante resaltar que el 95 % de las hembras se capturaron con la luz del dia. Después de
este analisis, el comportamiento de los dos picos estudiados fue casi igual dentro y fuera de las
casas examinadas. Existe un minimo de variacion de este ciclo bimodal en los paises donde se

distribuye esta especie (Chadee 1988).

Esta informaciéon del comportamiento del vector es importante en la transmision de la
enfermedad, por la sincronizacion con las horas de actividad humana dentro de los domicilios y
centros de trabajo. Es valido afadir su importancia para definir las mejores horas en que la

lucha anti vectorial con adulticidas pueden ser efectivos (Fernandez 1999).

Para producir sus huevecillos y dejar su descendencia, la hembra debe alimentarse de
sangre y la toma de su fuente mas inmediata: el hombre. Estudios realizados demuestran que
mas del 90 % de la fuente corresponde a sangre humana, el resto proviene de animales
domésticos como perros y gatos (Scott 1993). El tiempo para la digestién de la sangre, su
consumo y su consecuente produccion de huevo varia de 3 a 5 dias dependiendo de la

temperatura ambiental.

La migracién es a menudo considerada mas vinculada a la biologia y a la supervivencia
de las especies, considerandose un vuelo mas controlado y persistente mientras que por otra

parte la dispersidén es cominmente descrita como un vuelo fortuito con el viento (Service 1993).

La distancia en la dispersion aceptada para Ae. aegypti en la mayoria de las latitudes
donde se distribuye es menos de 150 m (Gubler 1997). No obstante, hallazgos encontrados en

Puerto Rico demostraron una dispersion maxima de 840 m (Reiter 1995).
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Sin embargo, muchas investigaciones reportan la distancia de 100 a 150 m como
promedio. Experimentos de captura y recaptura de 401 hembras sin alimentar y marcadas en
Monterrey (México), mostré que la distancia de dispersion fue de 8 m como minimo y 120 m

como maximo, el promedio de la mayoria de las recapturas fue de 30 m.

Otros estudios basados fundamentalmente en los procesos de liberacion y recaptura
fueron desarrollados en Brasil, se logré asociar que el sentido de la dispersion o al menos parte
de ella se debe a las actividades de ovoposicion y que ese comportamiento varia de acuerdo
con la disponibilidad de recipientes potencialmente capaces de almacenar agua (Forattini
2002).

A pesar de esta situacién las hembras tienden a permanecer en el local, quedandose
pasadas el primer dia luego de alimentarse con sangre y después de 24 horas se dispersan,
pudiendo alcanzar distancias de poco mas de 800 m en cada ciclo gonadotréfico (Forattini
2002). Conocer la distancia que puede desplazarse una hembra infectiva es sumamente
importante para delimitar el alcance del terreno donde se aplicaran medidas de control (Pérez
2004).

3.10 Genética de poblaciones.
3.10.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg.

La Ley de equilibrio de Hardy-Weinberg (1908) establece que en determinadas
condiciones, una poblacién es capaz de mantener una frecuencia alélica relativa, es decir, una
relacion estable de genes dominantes a recesivos. Esta relacion es el equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Considerando la posibilidad de una poblacién cuya reserva genética contiene los alelos
Ay a (son las formas alternativas de un gen en la misma posicién en un cromosoma), en un
individuo diploide hay dos posibles alelos en cada lugar. Si son diferentes, entonces la persona
se dice que es heterocigética y si son el mismo se dice que es homocigética. Por otro lado, una

poblacién es capaz de tener muchos alelos diferentes en el mismo locus.
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La frecuencia génica de un alelo en una poblacion es el numero de un tipo especifico del
alelo dividido por el numero total de genes para el rasgo. Las frecuencias de genes pueden ser
altas o bajas y no dependera de la forma en que el gen se expresa. Con el fin de que la
evolucién se produzca, la poblacion debe tener suficiente diversidad genética, un reservorio de
la variabilidad, de manera que al menos algunos miembros de la poblacién puedan responder a

las cambiantes condiciones ambientales.
3.10.2 Desviaciones de Hardy -Weinberg

Las desviaciones de valores previstos pueden ser debido a una variedad de causas. Si
se observa un exceso de heterocigotos éste puede indicar la presencia de la selecciéon mas

dominante o algun acontecimiento fuera de la reproduccion.

Alternativamente, si se detecta un exceso de homocigotos puede ser debido a cuatro
factores. i) el lugar geométrico esta bajo seleccion. ii) los “alelos nulos” presentes puede que
estan conduciendo a una observacion falsa de exceso de homocigotos. iii) la endogamia puede
ser comun en la poblacién. iiii) la presencia de la subestructura de la poblacién puede conducir
al efecto de Wahlunds. La probabilidad de cada uno de estas explicaciones se debe determinar

de datos adicionales, tales como informacién demografica, es decir distribucién de la poblacién.

El analisis de pedigries conocidos ayudara en esta busqueda. La comparaciéon de la
herencia de alelos permitira la identificacion de los alelos nulos (Callen et. al.,1993; Paetkau &
Strobeck 1995; Pemberton ef. al.,1995). Los alelos nulos son causados generalmente por una
mutacion en el sitio obligatorio super especifico que conduce a un alelo que no ampilifique
(Callen et. al.,1993; Paetkau y Strobeck 1995).

El andlisis de una gran cantidad de lugares geométricos aumentara la energia de
detectar la subestructura de la poblacién porque cada lugar geométrico contendra una historia
independiente de la poblacién dependiendo de las cantidades de deriva al azar, la mutacion, y

la migracion que han ocurrido.

Si esta informacién no es independiente (es decir los lugares geométricos genético se
ligan) entonces los resultados puede ser en polarizacion negativa hacia los acontecimientos de

un solo grupo del acoplamiento puesto que esta informacion sera excedente representado en el
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modem combinado. Si una cantidad substancial de informacion pedigri no esta disponible, el

analisis del acoplamiento puede no ser util.

En esta situacién un analisis del equilibrio de la fase del gameto (Chakraborty 1984) se
puede realizar para probar para la asociacion al azar de alelos en diversos lugares geometricos

(Edwards et. al.,1992).

3.10.3 Variabilidad Genética

La variabilidad geneética requiere de un detallado conocimiento de los factores que la
causan, ya que debido a lo fragil que son muchas especies y ecosistemas, cualquier tipo de
alteracion les afecta fuertemente, dejandolas "indefensas" ante cualquier cambio del medio
ambiente en el cual se desarrollan. Actualmente la presiéon sobre los recursos naturales ha

flevado a importantes pérdidas de diversidad, segun Zurniga en 2006.

Latta (1998) indica que los andlisis comparativos de diversidad genética en diferentes
integrantes del mismo rasgo sélo raras veces eran dirigidos, pero cuando comparamos el nivel
y la distribucion de diversidad genética en marcadores neutros genéticos refiere, el QTL
(Quantitative Trait Loci ) de la contribuciéon a un rasgo adaptable, y el rasgo adaptable en si.
Esto puede ser visto como una tentativa de acortar el hueco entre la genética demogréfica y
cuantitativa. (Le Corre et. al.,2003, y Bost et. al.,1999)

3.10.4 Flujo genético

El flujo gérico se a todos los mecanismos que generan movimiento de genes de una
poblacién a otra. Las poblaciones de una especie pueden intercambiar genes en mayor o
menor grado, ya sea genes nucleares o genomas uniparentales como la mitocondria o el
cloroplasto, debido al movimiento de gametos, semillas, individuos juveniles o adultos (en
animales y en el caso de algunas plantas), asi como por eventos de extincion y recolonizacion
de poblaciones enteras (Slatkin, 1985a), aunque cabe mencionar que los migrantes que no se

reproducen en la poblacién a la que migraron no contribuyen al flujo génico.
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El estudio del flujo génico ha sido un tema vital en biologia evolutiva, ya que es un
componente importante en la estructura de las poblaciones. Anteriormente se pensaba que el
flujo génico en general era muy restringido y de poca importancia evolutiva (Levin, 1981). Sin
embargo, se ha observado en distintas especies que los niveles estimados de fiujo génico
generaimente son altos (Riesberg & Burke, 2001) y que pueden actuar como una fuerza que

mantiene integrada a la especie, ademas de influir en procesos ecoldgicos.

Por ejemplo pueden determinar la persistencia y adaptacion de poblaciones locales, las
tasas de extincion de las especies, la evolucién de los rangos de distribucion de las especies y

otras propiedades ecologicas (Whitlock & McCauley, 1999).

Asimismo, si el flujo génico entre poblaciones de una especie es alto, todas ellas
evolucionan de manera conjunta (2 menos que sea contrarrestado por seleccion o deriva
génica), pero si es muy bajo, empiezan a divergir, lo que puede contribuir al aislamiento

reproductivo y al establecimiento de linajes evolutivamente independientes (Slatkin, 1994).

En biologia de la conservacion se ha tratado de estimar el flujo génico actual tratando de
entender el movimiento de genes a una escala regional o de paisaje. Por ejemplo, existen
estudios que consideran que las poblaciones fragmentadas pueden tener una dindmica de
metapoblaciones a través de la extincién y recolonizacién de distintos fragmentos, aunque
actualmente no se tiene una metodologia clara en la que las estimaciones de flujo génico

permitan relacionar los modelos de metapoblaciones con la ecologia del paisaje.

Segun Chesser (1991) en su publicacién “Influence of Gene Flow and Breeding Tactics
on Gene Diversity Within Populations” asegura que hay un tiempo exigido para lograr el valor
asintético, sin embargo, se prolonga cuando el flujo genético entre los linajes era relativamente
bajo (< 20%).

La importancia de flujo genético en la evolucién tiene dos perspectivas fuertes que son:
La primera representada por Mayr (1963) y Stanley (1979), dice que el flujo genético es comun
Y que una cantidad pequefia del flujo genético entre las partes diferentes de una especie rango
eficazmente se unifica la especie y los cambios genéticos afectan significativamente en cada
parte del rango y la segunda perspectiva, representada por Ehrlich & Raven (1969), sostienen
que el flujo genético es raro y esa seleccion natural actlia mas o menos independientemente en

cada uno las partes de una especie rango.
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Mientras las dos perspectivas son probablemente correctas para algunas especies, no
hay ninguna manera de determinar la importancia de flujo genético en las poblaciones

naturales, porque no hay forma directa de estimar el nivel de flujo genético.

Los niveles de flujo genético pueden ser severamente bajos y estimados a través del
movimiento de individuos o severamente sobrestimados porque los individuos se pueden mover
pero no la casta. También, marcandose pueden afectar la dispersion. Estimaciones directas que
usan los mutantes visibles, como obtenido por Bateman (1947a, b), es sumamente dificil de

obtener en poblaciones naturales.
3.10.5 Microsatélites

Segun Cheng & Crittenden (1994), los marcadores microsatélites son segmentos cortos
de ADN de 1 a 6 pares de bases (pb), los cuales se repiten en tandem y de forma aleatoria en
el genoma de los seres vivos. Una de las ventajas de estos marcadores versus otros
(minisatélifes, RFLP, RAPD, etc.) radica en que estan considerados, por la mayoria de autores
como la mas poderosa herramienta para los estudios de genética de poblaciones ya que: son
muy polimérficos, presentan herencia mendeliana simple, son codominates (pudiéndose
diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos), son faciles de medir y analizar, son

fiables, repetitivos y automatizables

Takezaki & Nei (1996) mencionan que una de las principales utilidades de este tipo de
marcador, es la posibilidad de estimar los niveles de variabilidad genética dentro de las
poblaciones y analizar las relaciones genéticas existentes entre las mismas. Este tipo de
estudio, son de gran importancia para realizar estimaciones de la diversidad genética y de la

consanguinidad existente en poblaciones de animales domésticos en peligro de extincién.

Durante los Ultimos afios se han realizado muchos estudios que han utilizado los
microsatélites para analisis filogenéticos, concluyendo que, con un buen numero de loci
investigados y con apropiadas tasas de mutacion, los microsatélites pueden dar una muy buena

aproximacién de la filogenia.

Bowcock et. al.,(1994) y Ponsuksili et. al.,(1999) coinciden al decir que en los estudios

de genética poblacional, estos marcadores permiten la identificacion de cada alelo por locus, y
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obtener datos poblacionales, calcular las frecuencias alélicas, y a partir de estas estimar las

distancias genéticas entre las poblaciones o individuos.

Williams et. al.,(1997) sostiene que los microsatélites se han convertido en la principal
fuente de marcadores genéticos, ya que son abundantes, estan distribuidos regularmente en el
genoma, se heredan de forma codominante y poseen un elevado grado de variabilidad en las
poblaciones. Debido a ello, estan adquiriendo una importancia creciente en los Ultimos afos
seglin estudios sobre analisis de variabilidad genética y relaciones entre especies y razas, asi

como para controles de paternidad o identificacion demuestras.

La diversidad o variabilidad genética se puede definir como “la habilidad genética para
variar’, y por ende, la capacidad de responder tanto a variaciones de indole ambiental como a
carbios en los objetivos de seleccion. Es asi, que la variabilidad genética constituye la base del
progreso genético. Y pueden ser medidos, a través de una gran diversidad de estadisticos que
cuantifican la variabilidad genética y resumen la informacion a términos mas manejables. Cada
uno de ellos aprecia diferentes aspectos de la variabilidad y su utilidad practica estara en

funcioén del propédsito del estudio. (Rochambeau et. al.,2000)

Moazami-Goudarzi et. al.,(1997) Indican que si lo que se pretende es analizar las
diferencias existentes dentro de las poblaciones, la variabilidad detectada por medio de
microsatélites se convierte en un instrumento eficaz de estudio e informacién. Esto puede
hacerse de diversas forrﬁas, pero se utiliza generalmente la tasa o indice de contenido
polimérfico (PIC), nimero medio de alelos por locus, la heterocigosidad, la probabilidad de

exclusioén (PE), etc.

Weir & Cockerham (1984) Sefiala que si el objetivo es comparar la diferenciaciéon
existente entre poblaciones, se estima entonces la divergencia evolutiva entre ellas, sobre la
base de sus frecuencias génicas. Para ello, resulta mas indicado el uso de los indices de
distancia genética que permiten establecer comparaciénes y determinar sus relaciones
filogenéticas y los analisis de la estructura de la poblacién, mediante el uso de los F-
estadisticos, este analisis permite determinar el déficit o exceso de heterocigotos en la
poblacién (es).

3.11 Estimacion de la estructura poblacional
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3.11.1 Distancia genética

El calculo de una distancia genética entre dos poblaciones de una misma especie da
una estimacién del tiempo que ha transcurrido desde que las poblaciones han existido como
Unica unidad coherente. Los pequefios calculos de distancia puede indicar subestructura
poblacién (es decir, las subpoblaciones en la que hay apareamiento al azar, sino entre los que
existe una reducida cantidad de flujo de genes).

Sin embargo, los pequefios calculos de la distancia también pueden estar presentes
porque las poblaciones estan completamente aisladas sino que han sido separados sélo por un
corto periodo de tiempo. Cuando son dos poblaciones genéticamente aisladas, los dos
procesos de mutacion y deriva genética conducen a la diferenciacion en las frecuencias de los

alelos en loci selectivamente neutral.

A medida que la cantidad de tiempo que dos poblaciones estan separadas aumenta, la
diferencia de frecuencias de los alelos también debe aumentar hasta que cada poblacién es
totalmente independiente fijado para alelos. Varios se han desarrollado métodos que calculan
distancia genética de estas diferencias de frecuencia alélica. Las estimaciones de distancia
genética se determinan a partir de las diferencias de frecuencias de los alelos de microsatélites

pueden resumirse en las dos categorias, IAM y SMM / estimadores basados en TPM.

3.11.2. F-estadistico

Algunas de las medidas mas Utiles de la subdivision de la poblacién son la F-estadistica
desarrollada por Wright (1965). E| F-estadistico se puede pensar como medida de la correlacion
de alelos dentro de individuos y se relaciona con los coeficientes de la endogamia. Un
coeficiente de la endogamia es realmente una medida de la asociacién no aleatoria de alelos

dentro de un individuo. Como tal, la estadistica de la F describe la cantidad endogamia-como

F

I8 87
efectos dentro de subpoblaciones , entre subpoblaciones , y dentro de la poblacion
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entera IT. Estos se pueden también clasificar como IAM y peritos basados SMM/TPM de la F-

estadistica.
IAM basado en F-estadistico

La consanguinidad dentro de una subpoblacién es causada por el no apareamiento
aleatorio de los miembros de esa subpoblacién, en que el apareamiento se produce con mas
frecuencia que por pura casualidad, entre individuos estrechamente relacionados. Como
individuos estrechamente relacionados contendra una gran proporciéon de los mismos alelos
debido a la ascendencia comun, sus hijos tienen un mayor nivel de homocigocidad, y por el
contrario, un nivel mas bajo de heterocigocidad entonces se esperaba. Subpoblaciones dentro
de un F-estadistica pueden ser estimadas a partir de una relacién de la que se observa a

heterocigocidad esperada donde,

-

donde  esla heterocigocidad prevista media estimada de cada subpoblacién cerca,

k
HS:I_ZPe?:

t=1

Hy

y es laheterocigosidad observada media,

H;
k

k
H =y
=1

para las subpobilaciones de k.

La subestructura de la poblaciéon también conducira la endogamia como a sus efectos,
es decir una reduccion en heterocigosidad observada cuando estd comparada con la esperada.
Este efecto se conoce como efecto de Wahlunds. Esta relacién demuestra que como se

desvian las frecuencias del alelo en dos subpoblaciones, el heterocigosidad prevista media en
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esas poblaciones sera siempre menos que lo esperada de las frecuencias reunidas del

alelo T. Entre F-estadistica de las subpoblaciones puede ser estimado de este cociente.

Hyp — Hg
Fop=——""
5T HT ’
donde
x
Hp=1- Zﬁf:
§=1
L

y ~es la frecuencia del alelo del ith haciendo un promedio sobre todas las

subpoblaciones. Debe ser observado que como se desvian las frecuencias del alelo, la

H‘S‘ HT E

5T ., ., .
diferencia adentro y aumentara y por lo tanto también servira como medida de la

distancia genética entre subpoblaciones.

Un\VEI’SIdad Attdnnma Gahriel Renéd Marenn arrara Aa Rinlnaia 27



Caracterizacién morfoldgica y genética de poblaciones urbanas y rurales de Aedes (Stegomyia) aegypti L. (Diptera -Culicidae)
ubicadas en localidades endémicas de Bolivia. Norman G. Valdez Zamorano

MW A
05 -
............ e
— o044 Ht /
Hs |, [sa"
63 -
i) 06 o C
B oz )
3 B
& [
0.4 -
:
L
M
:I: 0 1 i 1 T ¥ 1] 1 ¥ ] T g
L I T T S S S S S L
(=4 o o o o o o o o
Da
Allele frequency (p; -
HS
0.6 B
0 =
AN
o o o o o Q [=] < o
— Pa
Hg Allele frequency (p;
S
£
B
(.2}
Q
2
o
5
b
n‘:’ P
T 1 1 L} T T
* w v & q o -
o < o o (-] -1

Allele frequency (p;

La medida de la correlacion de los alelos para la poblacidn entera es asi una
combinacién del dentro y entre efectos de la subpoblacion, y se puede estimar de,
Hy — H;

Frp = ——.
T HT

B,

Nei (1987) se convirtid mas lejos de modo que los datos de muchos lugares
geometricos pudieran ser combinados. Esta estimacion se calcula de

D
G.‘S‘T — _‘_gT:

Hr
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Dgr Hrp

donde y se hacen un promedio a traves de todos los lugares geométricos y

gy
después se utiliza

Dsp=dy > > i — pig)”

iog>y
donde p"jesta' la frecuencia del alelo del ith en la poblacion del jth.

Weir & Cockerham (1984) han desarrollado un método basado en la variacién para la

F,

valoracién de la estadistica de la F. puede ser pensado como la correlacion de pares de
alelos entre los individuos dentro de una subpoblacion. Si hay estructura de la poblacién
entonces los alelos encontrados dentro de una subpoblacidn se deben correlacionar

(encontrado mas a menudo junto que esperado) con respecto a todos los alelos encontrados en

la poblacién entera. Weir & Cockerham (1984) describen una medida , la cual estima la
correlaciéon de pares de alelos entre los individuos dentro de una subpoblacion con un analisis

de repartir de la variacion de la frecuencia del alelo.

02

T
La variacidn total de la frecuencia del alelos dentro de una poblacion  es igual a la

oF

suma de sus componentes; entre la variacién de la subpoblacién en frecuencia del alelo

o

entre los individuos dentro de la variacién de la subpoblacién en frecuencia del alelo |, y en

o

medio los gametos dentro de la variacion de los individuos en frecuencia del alelo , es decir.

0 =08+ oy + 0%

ST
Dado esto puede ser estimado de

Zi Zu(’%

for = =izu’8

3
Z; zu*"z*
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donde las variaciones en frecuencia del alelo se suman sobre todos los alelos i y todos
los lugares geométricos U. Las formulas exactas para las valoraciones del componente de la
variacion se pueden encontrar en Weir & Cockerham (1984). En el caso especial cuando los

o

. &
tamafios de muestra n y el nimero de las subpoblaciones muestreadas  son muy grandes, la

valoracion HTdeI se puede reducir a
24 ke =)
B'S'T _ (de—1)7
¢ - — —\ 3
#(1—p)

L « ,
donde p‘y Jesta el tamarfio observado de la frecuencia y de muestra del alelo de la

poblacion del jth, y py fies el tamaro medio de la frecuencia y de muestra del alelo para la

poblacién entera. De esta ecuacién puede ser visto que como divergen las frecuencias del alelo

en la subpoblacién, el valor del numerador aumentara, y el valor del acercamiento 1 de la

voluntad.
SMM/TMP basé F-estadistica

F

. , 5T
Como con los métodos de la distancia, todos los métodos antedichos de estimar se

basan en las asunciones del IAM, Slatkin (1995) ha demostrado que las medidas de la suma

Fep

media de los cuadrados de la diferencia de tamario del allele estan relacionadas con . De

For

teoria coalescent puede ser demostrado que  esta relacionado con los tiempos medios de la

fusion, tales que,

donde £ es el tiempo medio a la fusién de cualquier dos alelos aleatoriamente elegidos

de la poblacion entera, y es el tiempo medio a la fusion de cualesquiera dos alelos
aleatoriamente elegidos dibujados de la misma subpoblacién (Slatkin 1991). En dos

poblaciones con los alelos divergentes, el tiempo medio a un antepasado comun para cualquier
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dos alelos en una subpoblacién va a ser menos que el tiempo medio a la fusion de cualesquiera
2 alelos dibujados de la poblacion entera. De acuerdo con esta relacion, Slatkin (1995)

F;

desarrollé una valoracion de eso incorporaria la historia del mutacional contenida dentro de
los alelos debajo del SMM

g -9
R.‘S’T:TW,

W & . . , . -
Donde vy S estan la suma media de los cuadrados de la diferencia de tamario del
alelo dentro de una subpoblacién y la poblacion entera como describen arriba. Slatkin observd

E{8w) =2uteos,  E(S)=2ut?,
que y que . Asi,

B(S)—E(Sw) _I-t _
E(S) & %

Interpretacion FST

Interpretacion de valores FST puede ser una peligrosa tarea. Por ejemplo, valores idénticos de
FST puede estimarse de diferentes patrones de frecuencias de los alelos (Wright 1978). La
interpretacion teérica de los dos extremos de FST (0y 1) es sencillo, sin embargo un valor de
cero significa que la muestra es una unidad de tipo panmictico. En el otro extremo, un valor de
uno de los medios que no hay diversidad dentro de las subpoblaciones. Entre los valores estos
dos extremos seran interpretados como que representan diferentes niveles de estructuracion.
Sin embargo, puede ser dificil y engafioso de dar un sentido bioldgico para estos valores. Para
la interpretacion de la Fst, se ha sugerido que un valor de altitud en el rango 0-0.05 indica poca
diferenciacion genética, un valor de entre 0,05 y 0,15 una diferenciacion moderada, un valor
entre 0,15 y 0,25, una diferenciacién considerable; y valores por encima de 0,25, una gran
diferenciacién genética (Wright, 1978; Hartl & Clark 1997). De hecho, una FST de 0,05 por lo
general debe considerarse como razonablemente bajos y los investigadores pueden interpretar

que la estructuracién entre subpoblaciones es débil.
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Si bien esa interpretacion puede liegar a ser correcta, también puede no ser representativa
en todas las demas poblaciones. Uno tiene que recordar que la expectativa de Fst, en virtud de
la diferenciacion completa no siempre sera uno. De hecho, en la gran mayoria de los casos, no
sera uno, por el efecto del polimorfismo (debido a mutaciones) disminuye drasticamente las
expectativas de Fst (Wright 1978; Charlesworth 1998; Nagylaki 1998; Hedrick 1999).

Por lo tanto, bajo una apariencia de Fst 0.05, puede indicar una importante diferenciacion
, genética. Este punto ya fue subrayado por Wright (1978), que escribi6 que la diferenciacién
es nada despreciable si Fst es tan pequefio como 0,05 o incluso menos. Un ejemplo empirico
esta dado por el uso de un Microsatélite polimérfico del cromosoma-Y (Balloux et al. 2000a).
Quince alelos se anotaron en este lugar, lo que demuestra estrictamente un alelo entre dos

razas muy distintas en distribuciones y a nivel cromosérnico de la musarafia comun (Sorex

araneus).

} Si bien estas distribuciones disjuntas se tradujo en una Rst alta de 0,98 que refleja
correctamente la ausencia total del mismo mediada por el flujo de genes entre estas razas, el
valor de Fst era sé6lo de 0,19. Este ejemplo ilustra bien la sensibilidad del Fst en fresencia de

un polimorfismo elevado cuando la migracion es baja.

Si bien la interpretacion de los valores de Fst y Rst de por si puede dar lugar a conclusiones
erréneas, los genetistas de poblacion estan a menudo interesados en la estructuracion de la
evaluacion de si es significativa o no. Es decir, si la estimacion de Fst o Rst presenta un valor

| significativamente difiere de cero.

- El uso de pruebas no paramétricas nos proporciona un medio para evaluar la importancia de las
estimaciones de Fst / Rst. La prueba de estimacién exacta se basa en un procedimiento de
permutacion, en la que genotipos se barajan entre las subpoblaciones una gran nimero de
¢ veces, digamos 10 000 veces. De cada uno de estos datos se establece el Fsty /o Rsty se
estima la proporcion de valores mayores o iguales lo que permite calcular el conjunto de datos
reales del valor-P de Ia prueba. Estas pruebas son muy potentes, incluso para un tamafo
razonable conjuntos de datos.

Si bien los procedimientos de permutacion permitir ensayos en cuanto a las estimaciones Fst (o

Rst) parten de cero, las pruebas exacta de diferenciacién genética que son independientes de
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la forma de estructuracion de la poblacién se infiere. Gracias al importante polimorfismo de los

microsatélites, estas pruebas pueden tener un tremendo poder.
3.11. Genética de Aedes aegypti

En Aedes aegypti se hicieron estudios en cuanto su genética con diferentes métodos, a

E continuacion haremos referencia de dichas investigaciones y de sus autores.

Powell (1980) reveld que las diferencias genéticas entre las poblaciones en seis regiones
geograficas y entre las dos subespecies permiten determinar el origen regional de una
poblacién. Estos estudios de la genética de poblaciones pueden tener bastante aplicacion en el

I estudio general de las enfermedades transmitidas por vectores.

i McCauley (1991) ha demostrado que un patron de extincion local y recolonizacion puede tener
V"b consecuencias importantes para la estructura genética de las poblaciones subdivididas;
consecuencias que sean pertinentes a las cuestiones en la evolucién y la biologia de la
conservécic')n. La naturaleza de esas consecuencias depende en gran medida de la modalidad

L de formacion de colonias.

| Extincion y recolonizacién puede aumentar o disminuir la diferenciacién genética de las
poblaciones locales y puede llevar a una pérdida de la diversidad genética almacenada en una

8 serie de poblaciones..

De Sousa (2000) presentd estimaciones de la variabilidad genética en Ae. aegypti en
poblaciones del centro de Argentina y la determinacion de las distancias genéticas entre ellos.
Se analizaron allozymic frecuencias en 11 loci en muestras de 3 localidades. El proporcién de
£ loci polimérficos oscil6 entre 27,3 y 63,6. heterozigosidad media esperada varié entre 0,090 a

0,161 y rangos de similitud entre las muestras oscilaron entre 0,909 y 0,958.

La falta de relacién entre las distancias genéticas y geograficas esta de acuerdo con una
reciente colonizacién de la zona estudiada. La media del coeficiente del valor Wright Fsr (0,065)
» indica que los bajos niveles de diferenciacion genética entre las poblaciones
de diferentes localidades. Habida cuenta de la reciente reinfestacién con este mosquitos en la
Argentina, los altos niveles de polimorfismo encontrado podria indicar las introducciones

. Multiples de muestras representativas de subpoblaciones genéticamente distintas.
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Gorrochotegui-Escalante (2002) realizé un analisis genético de la poblacion de Ae. aegyptise
entre 38 colecciones de todo regiones costeras de Mexico. Se hicieron varios grupos dentro de
los 5 locales de las ciudades para examinar los patrones de flujo de genes. El analisis de
regresion de las distancias geograficas y los valores de FST indicé que las colecciones fueron
genéticamente aisladas por la distancia en el Pacificoy el de Yucatan, pero no entre las
colecciones en el noreste del pais. Libre flujo de genes se produjo entre todas las colecciones

en 130 km de uno al otro en el noreste del pais y dentro de los 180 km en el de Yucatan. FST

. valores nunca fueron grandes entre el Pacifico colecciones, lo que indica el flujo de genes

extenso a lo largo de la costa del Pacifico.

Huber (2002) en Vietnam us6 de marcadores de microsatélites para diferenciar las poblaciones

. de Ae. aegyptien Ciudad Ho Chi Minh, una tipica, el hacinamiento en la ciudad asiatica. Seis

loci microsatélites, con 5-14 alelos por locus, se anotd en 20 muestras de mosquitos recogidos

(, en 1998 en Ciudad Ho Chi Minh. Se encontraron diferencias sustanciales entre Ae. aegypti

poblaciones de los alrededores, mientras que las poblaciones del centro de la ciudad mostro

menos diferenciacién.

- Estos resultados son consistentes con la hipétesis de que la poblacion de Ae. aegypti en el

centro de Ciudad Ho Chi Minh son de tipo panmictico porque hay abundantes sitios de cria de
larvas y la abundancia de los seres humanos para que los adultos se alimentan de. En
contraste, las poblaciones en la periferia se diferencian en gran medida a través de los
procesos de deriva genética, porque son lugares de cria de las larvas no es tan abundante.
Estos resultados implican las actividades humanas asociadas con la urbanizacién, como

factores que determinan la estructura genética de Ae. aegypti poblaciones.

Failloux AB (2002) evalu6 la variacién en 79 muestras del mosquito Aedes aegypti, vy la
susceptibilidad a una cepa del virus de dengue 2, la diferenciacién de los indices, y las
distancias geograficas que separan las poblaciones revelé que las diferencias genéticas entre

las poblaciones de especies dependen de la historia de la migracion y la colonizacién.

Tres grupos principales fueron identificados: (1) la forma selvatica, Ae. de. formosus, desde el
Africa occidental y algunas islas en el Océano Indico; (2) la forma doméstica, Ae. aegypti, desde
el sudeste de Asia y América del Sur, y (3) Ae. aegypti poblaciones de las islas del Pacifico Sur.
Se identificaron dos grupos sobre la base de Ia susceptibilidad a los virus del dengue: (1) las
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poblaciones con altas tasas de infeccion, la mayoria de la Ae. aegypti forma, y (2) los mosquitos

con menores tasas de infeccidn, especificamente Ae. aegypti. formosus.

Morlais (2002) analiz6 el citocromo ¢ oxidasa mitocondrial de Aedes aegypti. El Ae. aegypti COI
: péptido presenta una elevada homologia, hasta el 93% de identidad, con varias secuencias de
? otros insectos y un analisis filogenético indica que la secuencia de A. aegypti esta
estrechamente relacionado con otros dos mosquito especies, Anopheles gambiae y Ae.

7 quadrimaculatus.

§ |a comparacion de la secuencia de nucleétidos de cuatro cepas de Ae. aegypti de laboratorio
revelaron polimorfismos de nucleétido unico, con 25 nucleétidos de los sitios que muestran
SNPs entre cepas. Todos los SNP producido transiciones tales como sinénimo de que la
| secuencia del péptido se conserva entre las cepas de A. aegypti. RT-PCR analisis mostré que

I el COl se expresa en niveles similares en todas las etapas de desarrollo y los tejidos.

. Fraga (2003) utilizé dieciocho loci enzimaticos que fueron analizados en las poblaciones de Ae.
| Aegypti de cuatro barrios de la ciudad de Manaus. Los analisis mostraron que el centro de la
| poblacidén era la mas polimérficos (p = 55,6%) con mayor media observada y la esperada
':- heterocigositos (Ho = 0,152 + 0,052; El = 0,174 * 0,052, respectivamente).

L Alo menos se ha detectado variabilidad en las poblaciones de Coroado y Cidade Nova, ambos
con el 44,4% de polimorfismo. Esta ultima poblacién presenté el menos observado
| heterocigosidad (Ho = 0,109 £ 0,037). Los F estadisticos muestran que el valor medio de Fis fue
I superior a la de Fst (Fis = 0,164> Fst = 0,048), y del analisis de la varianza molecular (AMOVA)
¥ Se encontrd que 95,12% de la variabilidad se encuentra dentro de las poblaciones que indica
¥ determonados intracomunitarios, a diferenciacion de la estructura resultante de barreras
microgeograficas algunos con acoplamiento al azar. Aunque las cuatro poblaciones fueron
L similares genéticamente (D = 0,003 a 0,016), el 4,88% de diferenciacién fue significativa.

. Paupy (2003) estudié la variacion espacial y temporal de Ae. aegyptien muestras recogidas de
¢ Phnom Penh y sus suburbios utilizando alozimas y la susceptibilidad a un virus del dengue-2.
¢ Sobre la base de siete allozyme sistemas, que hemos detectado bajos niveles de intercambio
’ genético (es decir, altamente significativa, los valores de FST) entre la poblacion recogida en el
centro de la ciudad, y diferentes modelos de la estructura genética de las muestras recogidas

E en los suburbios, en funcion del tipo de medio ambiente y la la fecha de recogida.
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En el sur de los suburbios y la Peninsula de Chroy Chang Var, Ia diferenciaciéon se convirtié en
altamente significativa al final de la temporada seca, mientras que esta situacién se observo

para las colecciones de los suburbios del norte.

Paupy (2005) llevé a cabo el analisis genético de Ae. aegyptien 47 colecciones de Camboya,
usando siete loci polimorficos isoenzima y posteriormente analizado por electroforesis en gel de
almidon. Se encontrd Fst bajo (FST = 0,024) pero significativo (P <10-8). Cualquiera que sea la

agrupacion de las muestras analizadas, la diferenciacion sigue siendo importante, pero baja.

El papel de las actividades humanas (es decir, los tratamientos insecticidas o practicas de
almacenamiento de agua) y los factores ambientales (es decir, la lluvia) en la configuracién de

la diferenciacién de mosquitos se discuten.

Se investigaron las relaciones entre Ae. aegypti y Ae. albopictus mosquitos basado en tres
genes de ADN mitocondrial (citocromo b, citocromo oxidasa | y NADH deshidrogenasa
subunidad 5). Poco se observo variacion genética de Ae. albopictus, probablemente debido a la
reciente propagacion de la especie a través de las actividades humanas. De Ae. aegypti, la
mayoria de las poblaciones de América del Sur resultaron ser genéticamente similares a las
poblaciones del sudeste de Asia (Tailandia y Vietnam), a excepcion de una muestra de Boa
Vista (norte de la Amazonia), que estaba mas estrechamente relacionada con las muestras
procedentes de Africa (Guinea y Costa de Marfil). Esto sugiere que las poblaciones africanas de
A. aegypti introducidas durante el comercio de esclavos han persistido en Boa Vista, resistiendo

las camparias de erradicacion (Mousson 2005).

El estudio de Bosio (2005) de la poblacién de Ae. aegypti en Tailandia, presento diversidad
genética fue mucho menor que la encontrada en otros estudios de Ae. aegypti en el que se
ahalizaron las secuencias de ND4. La falta de aislamiento por distancia y estimaciones del flujo
de genes entre las colecciones indican que las poblaciones pueden haber experimentado
importantes cuellos de botella en que se establecieron en diferentes zonas, muy probablemente

a través de la circulacién de los mosquitos.

La similitud genética entre Central y del Norte y del Sur las poblaciones puede reflejar una
ascendencia comun en lugar de seguir el flujo de genes en una regién tan grande. NSTR alta
estimada entre la poblacién en las proximidades es probable el resultado de la deriva genética y

los dos Ultimos esfuerzos de control.
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da Costa-Ribeiro (2006) utilizé marcadores de isoenzimas para investigar la estructura genética
del mosquito vector Aedes aegypti con muestras recogidas a intervalos trimestrales en 14
distritos de Rio de Janeiro desde diciembre de 2002 a diciembre de 2003. Se detectaron niveles
elevados de diferenciacion genética (es decir, altos valores de Fsr y valores significativos de p),

que tendian a persistir a lo largo de todo el afio.

La especie no aprovecha los caminos y vias férreas para propagarse. La estructura genética
fue mas elevada en la estacion de las lluvias, lo que sugiere una baja dispersion del Ae. aegypti

en la temporada en que todas las epidemias de dengue se han informado en la ciudad.

Herrera (2006) investigando 24 muestras recogidas de ocho regiones geograficas separadas
por un maximo de 1.160 km. Examind la distribuciéon de un 359-pares de bases de la regién
NADH deshidrogenasa subunidad 4 en el gen mitocondrial de 1144 especimenes de Ae.
aegypti de ocho colecciones. Este gen fue amplificado por la reaccion en cadena de la
polimerasa y fue sometido a la prueba de variacién usando solo el analisis de polimorfismo de
conformacion. Siete haplotipos se detectaron en toda Venezuelay estos se clasifican en dos
clados. Mostraron una diferenciaciéon sigrificativa a entre las colecciones y estas

fueron genéticamente aisladas por la distancia.

Scarpassa (2008) realiz6 el analisis genético utilizando muestras de Ae. aegyptia partir de 14
localidades en el norte, sureste, noreste y las regiones centrales de Brasil. Diez haplotipos se
obsérveiron, y analisis de cluster reveld 2 grupos (linajes) separados por 8 fjja las mutaciones, lo
que sugiere que el Ae. aegypti brasilefio probablemente vinieron de Oriente y Occidente de
Africa. Teniendo en cuenta todas los muestras genéticas y las distancias geogréficas, se
correlaciond significativamente (r2 0,332; P 0,038), en apoyo del aislamiento por la distancia
(IBD), pero no se detecté correlacién para ninguna region en particular, lo cual es coherente con

las migraciones humanas y los intercambios comerciales.
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(Diptera -Culicidae)

4. Metodologia

4.1. Ubicacion y Descripcion del Area de estudio. (Navarro G. 2002) 7

13°

18°

ar

69" 66"

Frayeeemn comen contorme de Lamnat

63* 60*

B ' 2 Bosgues Amazanicos Subanding
1 3. Bosques Amazénicos Preandinos
1 4 Bosgques Amazomcos de Pands
I ' § Boagues Amazonicas da Heni y Sanla Cruz
2 Cormedo
I 2 Cerrado Pacefo
I 2 2 Carrado Beniano
23 Cerrado Chrgquitane
2 4. Cerrado Chaquefio
3 Sabaras Inundables
Il 3 Sabanas Inundables de fos Llanos de Moxos
BN 3.2 Sabanas Inundables de! Pamtanal
101 4 Bosque Seco Chigutano
5 Gran Chaco

© Capital dapartamantal

8. Chaco Serrane
0 9 Bosagues Secos Interandinos
10 Prapuna

Cordilleras Altas y Altiplano
11. Puna Nonena

B ! 1 Puna Humedn

Bl 11 2 Puna Semihumada

9, t1 3 Vegetacién Allcandina de la Cordillera Oniental
con Pisos Nwvales y Subnivates
12. Puna Surefa

B0 12,1 Puna Seca
12,2 Puna Deseédica con Pisos Nivales y Subnivates
de la Cordillera Occidental

~—— Limite departamenial

69* 66" 57
Ecoregiones Autores:
Tierras Bajas Vertiente Oriental y Valles Interandinos P.L. Ibisch’,
1 Sudonsts de la Amazoma I 6. Yungas g % B:ck’. ‘s
M ! 1 Bosques Amazomeos de Inundacion B 7 Bosque Tucumano-Bofiviano . & Cs:{;‘;’g’}

' Fundaclén Amigos
de la Naturateza

?. Herbario Naclonal
de Bolivia

2L

iz

Mapa de las ecoregiones de Bolivia.



Caracterizacion morfoldgica y genética de poblaciones urbanas y rurales de Aedes (Stegomyia) aegypti L. (Diptera -Culicidae)
ubicadas en localidades endémicas de Bolivia. Norman G. Valdez Zamorano

4.1.1 Regién Gran Chaco

La ubicacién geografica de esta Ecorregidn se extiende desde Chuquisaca (L. Calvo).
Santa Cruz (Cordillera, Chiquitos, Busch), Tarija (Gran Chaco). Limite Norte del Gran Chaco:
linea Santa Cruz — Serranias de Chiquitos — Pantanal (Puerto Suarez). Continuacién en
Paraguay y Argentina. Abarcando una superficie de 105.006 Km? con una altitudes que oscila

entre los 200 a 600 m.s.n.m.

La temperatura promedio anual es de 25 — 26 C. Maxima hasta 48 C (el polo de calor de
América del Sur se encuentra en la zona fronteriza boliviana — argentina). Influencia fuerte de
vientos frios del Sur (surazos): minima hasta 1 C, con una precipitacion promedio anual de 400

- 900 mm con aproximadamente 6 a 10 meses aridos.

Muestra un paisaje con pocas colinas y serranias pequefas, con una vegetacion de
bosque seco deciduo bajo con suculentas columnares (5 — 15 M). Diferenciacion segun
humedad. Vegetacion azonal: por ejemplo algarrobales con Prosopis nigra y Buresia
sarmentoi (capa freatica alta), bosques de Copernicia alba (estacionalmente inundado). En
suelos rojos bien drenados con afloramientos rocosos, vegetacion de Cerrado Chaquefio
(Abayoy, ver arriba). El nimero total de especies de arboles (estimacién) es de 50 a 100
contando son un numero total de especies de epifitas (estimacion) < 50 (sobre todo

Bromeliacea y Orchidaceae).

- Barrial S 21°54’59.6” O 63°37'11.6"
- Machareti S 20°49'06.7" O 63°21'39”
- Palmar S 21°52'42.1” O 63°36'42.5”
- Caiza S 21°49'28.4” 0 63°35'17.8"

- Bagiial S 21°50'45.1 O 63°23'14.9”

- Yacuiba S 22°00'42,1” O 63°40'42,5"

4.1.2 Bosques Amazdnicos de Pando

Se extiende en parte de Santa Cruz (Andrés Ibafez), Beni (Vaca Diez), Mamoré,
(Iténez), La Paz (lturralde), Pando. Continuacion en Perd y Brasil, abarcando una superficie de

71.217 Km.2, con una altitud desde los 100 hasta los 300 m.s.n.m.
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Presenta una temperatura promedio anual da 24° — 27° C. con una precipitacion

promedia anual de 1.500 —2.400 mm mostrando de 2 -3 meses aridos.

Presenta un paisaje con llanura amazénica: en el Oeste levemente ondulado, hacia el
Este plano con afloramientos del escudo Precambrico, con una vegetacion que presenta
bosque himedo casi siempre verde, (muy) alto (30 / -45 m) en tierra firme; div. Tipos de
bosques de inundacion (ver subecoregion 1.1.); bosques de bambu (tacuara). Azonal: Paimares
con Mauritia flexuosa.Cuenta con un numero total de especies de arboles (estimacién) > 800

con un numero total de especies de epifitas (estimacién) > 100 (sobre todo Orchidaceae y

Araceae)

Presenta particularidades biolégicas tales como la presencia de una familia endémica y
monotipica de arboles pequefios (Dyalipetalanthaceae) y en el extremo Noreste del pais, sobre
el Escudo Precambrico, existe un tipo de bosque mas bajo y distinto, ya reconocido por la
primera expedicion RAP en 1992 (Montambault 2002), y confirmado por la reciente en 2002.
Esta pequefia area en la provincia F. Roman del departamento Pando y en Vaca Diez del Beni
es la parte mas meridional de los bosques de Tapajoz y Madeira y seguramente una de las

1}

areas mas diversas de la Amazonia boliviana.

El uso del suelo es mas que todo para el aprovechamiento de madera, colonizacion
creciente. Grandes regiones tradicionalmente aprovechadas por recursos forestales no —

maderables: goma y castafa.
4.1.3 Bosques Amazonicos de Beni y Santa Cruz

Esta ecoregién se distribuye a lo largo de Beni (Iténez, Mamoré), Santa Cruz (Nuflo de
Chavez, Velasco, Santiesteban, Sara, Ichilo). Continuacién en Brasil (donde un gran porcentaje
de bosques ya esta eliminado). Con una superficie de 59.905 Km.2, con una altitud entre los
150 y 400 m.s.n.m. ——

Presenta una temperatura promedio anual de 23 — 25 C, con una precipitacion promedia

anual de 1.200 - 2.000 mm presentando 2 — 5 meses aridos.

Presenta una paisaje de planicies, penillanura precambrica, con un bosque siempre
verde, transicion hacia bosques semideciduos estacionales del Bosque Seco Chiquitano (>25

Universidad Auténoma Gabriel René Mareno Carrera de Rinlnaia 4n



Caracterizacidn morfoldgica y genética de poblaciones urbanas y rurales de Aedes (Stegomyia) aegypti L. (Diptera -Culicidae)
ubicadas en localidades endémicas de Bolivia, Norman G. Valdez Zamorano

(30) m). En depresiones inundables con Hevea brasiliensis y Cariniania domestica. El numero
total de especies de arboles (estimacion) 650 — 800 y un numero total de especies de epifitas

(estimacion) >150 (sobre todo Orchidaceae)

Ultima parte meridional extensa de los bosques amazdnicos sobre el Escudo
Precambrico, no tan diverso como los de mas al Norte en especies y endemismo. Bosques

humedos muy recientes, parcialmente de pocos siglos de edad (Mayle. 2000)

Uso del suelo en mas que todo con Areas protegidas y el aprovechamiento de madera—

colonizacion y agricultura creciente, hasta agricultura mecanizada.

- La Guardia S 17°53'36” O 63°19'30”

- Santa Cruz 17°47'00” O 63°11'00”

- Parque Ecolégico Yvaga Guaza 17°52'1,3” O 63°10’50”
- Sombrerito 17°53'22,8” O 63°22'02,5"

4.1.4 Bosques Amazonicos Preandinos

Debe entenderse que la denominacién es principalrﬁente geografica, ya que se trata de
una region netamente amazoénica (suffix latin prae = ante, delante de, alfrente). Sin embargo,
debe considerarse una influencia ecoldgica de Los Andes que aumenta con la distancia—
decreciente hacia las Serranias Subandinas (p. ej. Mayor precipitacién). El limite de los
Bosques Preandinos, en el caso que exista una transicion directa hacia los bosques
amazénicos mas (nor) orientales de las llanuras del Beni y de Pando, es arbitraria, definiéndose

por la distancia de 100 Km de las Ultimas estribaciones andinas.

Esta ecoregion comprende los departamentos de Beni (Ballivian), Cochabamba
(Ayopaya, Chapare, Tiraque, Carrasco), La Paz (lturralde, F. Tamayo, Larecaja) Santa Cruz
(Ichilo, Sara, A. Ibafiez. Continuacién en el Perti. Con una superficie de 58.308 Km.? con una

altitud que oscila entre los 150 — 500 m.s.n.m.

La temperatura promedio anual es de 24 — 28 C con una precipitacién promedia anual

de 1.300-> 7.000 mm con pocos meses aridos entre 0 — 2.

———
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Muestra un paisaje con colinas suaves, altas terrazas aluviales, ondulaciones y planicier—
Con una vegetacién con un numero total de especies de arboles (estimacién) > 800 en un
bosque himedo, mayormente siempre verde, alto (30 - /- 45 m). Arboles con aletones, arboles
emergentes; en algunas partes destruido (Chapare). Azonal: Palmares con Mauritia flexuosa,

con un numero total de especies de epifitas (estimacion) >200 (sobre todo Orchidaceae y

Araceae)

Es una zona de transicion hacia los bosques subandinos con relativamente pocas
especies andinas, Talauma boliviana, anico representante de las Magnoliaceae en Bolivia vy,
endémico. El uso del suelo es mas que todo en areas de colonizacién; agricultura en pequefia
escala de campesinos provenientes del Occidente del pais hasta gran escala y mecanizada
(especialmente Chapare Cochabamba, y en Sara e Ichilo, Santa Cruz), muchos bosques

secundarios. Aprovechamiento forestal, zona hidrocarburifera importante.

- Santa Fé S 15°48,34 O 67°37,22
- Alcoche S 15°75,159 O 67°'67,453
- Caranavi S 15°50'0,4" O 67°33'55"

4.2 Recolecciéon de mosquitos de zonas urbanas y rurales.

Se seleccionaron tres localidades urbanas que son: Santa Cruz, Yacuiba y Caranavi con
sus respectivas comunidades rurales: La Guardia y Sombrerito para Santa Cruz; Caiza, El

Palmar, Machareti, Barrial y Bagual para Yacuiba; Santa Fé y Alcoche para Caranavi (ver anexo

1).

Para la obtencién de datos se realizaron encuestas entomoldgicas (ver anexo 2) donde
se recolecto pupas y en algunos casos larvas de los diferentes criaderos encontrados en
frascos etiquetados con datos de Unidad de investigacion (Ul) ubicacion geografica y tipo de
criaderos, después se procedié a la cria de las mismas para la obtencion de adultos, una vez
emergidos los mosquitos se les daba muerte por exposicion a cloroformo (tubo de muerte) se
los depositaba en tubos eppendorf individualmente con un numero de mosquito unico para el

traspaso a base de datos.

Para los mosquitos colectados en Yacuiba en diciembre 2005 a parte de enero y parte

de febrero 2006, se capturaron mosquitos adultos con el método de captura de cebo humano.
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Esta técnica deriva de la captura clasica sobre hombre utilizada en colectas de andfeles
(Anopheles spp.) descrita por Haddow en 1954. Cada mosquito capturado se expuso a
cloroformo (tubo de muerte) luego se lo depositd en tubos eppendorf individualmente con un

numero de mosquito Unico para el traspaso a base de datos.
4.3 Procesamiento de muestras.

Los mosquitos recolectados fueron clasificados morfoloégicamente segin el método
preconizado por McClelland (1971). Que se basa en la disposicion de escamas blancas en los
tergitos (segmentos abdominales) siendo clasificados como: Tipo Formosus (ausencia de
escamas blancas), Tipo G (presencia escasa a media de escamas blancas en el primer tergito),
Tipo H (presencia media a abundante de escamas blancas en el primer y/o segundo tergito) y

Tipo queenslandensis (presencia abundante de escamas blancas en todos los tergitos) (ver

anexo 3).

Los datos generados fueron agrupados en tres regiones de Bolivia que son: Yungas
(Caranavi-Santa Fe-Alcoche), Llanos Tropicales (Santa Cruz-La Guardia-Sombrerito) y Chaco
(Yacuiba-Caiza-Palmar-Barrial-Machareti-Bagual). Después de dicha clasificacion fueron
contrapolados para la comparacion respectiva entre zona rural vs. urbana y se analizo

estadisticamente para obtener significancia en el programa estadistico especializado “R".

Después de todo el analisis morfologico fueron colocados en tubos ependorff
individualmente con papel filtro y silica gel para evitar la reproduccién de hongos en los mismos,
luego eran trasladados hasta el laboratorio donde fueron procesados para el analisis genético
(CENETROP- Lab. de Entomologia Médica y Lab. de Biologia Molecular).

4.4 Analisis de polimorfismo de los Loci Microsatélites

Para la a extraccion de DNA se los proces6 con el protocolo de CTAB individualmente
(ver anexo 4) (Cecile 2002), seleccionando 45 individuos por poblacion para el proceso de
amplificacién (PCR) con 9 pares marcadores microsatélites especificos para Ae. aegypti 34/72,
38/38, T3A7, AED19, AEDGA, A10, AEDC, H08, M313, marcados con fluorocromo, con un sus

respectivos protocolos de amplificacién cada uno, (ver anexos 5) (CENETROP Lab. de Biologia
Molecular).
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El siguiente paso a seguir fue realizado en el Laboratorio de Insectos Nocivos (LIN -
Francia) que consistio en el secuenciamiento de las muestras amplificadas, para obtener los
resultados se tuvo que ser procesados con un programa especializado GenMaper®
(interpretador de secuencia) (Raymond & Rousset, 1995) (ver anexo 6). Dicho programa arroja
tablas de datos que pueden ser leidos por un programa genético poblacional Gen Pop 4, este

ultimo programa especializado en genética de poblaciones.

Dichos programas han sido usados para determinar las caracteristicas dinamica-

poblaciones de los mosquitos en muchas investigaciones anteriores.

Se calculo la desviacién de equilibrio de Hardy-Weinberg, proporciones genotipicas
desequilibrio en el ligamiento genético, y la diferenciacion genética se puso a prueba utilizando
el software GENEPOP (v. 3.3). Raymond & Rousset, 1995, el Fis y FST fueron estimados
segun lo descrito por Weir y Cockerham 1984, el déficit heterocigotos se puso a prueba
utilizando una prueba exacta de procedure., el desequilibrio global entre pares de loci fue

probada por cada muestra.

Diferenciacién genotipica fue probada mediante el calculo el valor de P, una estimacién
de FST. La importancia global de multiples ensayos se calculé utilizando el combinado Fisher
probabilidad de prueba. Aislamiento por distancia fue evaluada por la determinacién de la
importancia de la correlacion entre las estimaciones Fst y d‘istancias geografica. El nivel de
significacion de cada prueba se ajustd, sobre la base del numero de pruebas realizadas, de

acuerdo con el método secuencial de Bonferroni.
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5. Resultados y Discusion.
5.1 Captura y Colecta de Culicidos.

Los mosquitos colectados en el afio 2006 fueron suministrados por el Investigador
Gilbert Le Goff (IRD), el resto de las colectas fueron programadas de manera que tanto el area
rural como urbana coincidieran en época. La seleccion tuvo como meta obtener un numero

muestral mas o menos similar en cada regién. Tabla 1.

N.ind. Hembras Hembras

Lugar fecha de colecta

Colectados morfologia genética

enero 2006 y agosto

Yacuiba 2007 742 400 45
Bagual agosto del 2007 30 17 -
enero 2006 y agosto
Caiza 2007 66 40 30
Machareti agosto del 2007 16 8 -
enero 2006 y agosto
Palmar 2007 42 25 H
Caranavi agosto del 2007 321 144 45
Santa Fe agosto del 2007 32 14 20
Alcoche - agosto del 2007 46 20 24
Santa Cruz noviembre del 2007 165 165 49
La Guardia noviembre del 2007 82 52 30
Sombrerito noviembre del 2007 27 19 11
Totales 1769 904 265

5.2 Estudio y analisis morfolégico.

Tabla 1. Ubicacion, fecha de colecta y nimero de mosquitos colectados

Las 878 hembras de las regiones estudiadas presenten muestran una predominancia de

morfotipo “H”, seguido por “G" y por ultimo el morfotipo Formosus “F", estos porcentajes son

sobre el 100% de muestras tomadas, los mismos que seran objeto de discusidn mas adelante.

La diferencia en cuanto a morfotipos entre las tres regiones en zonas urbanas es sgnificativa

(4.718e-10) mientras que en zonas rurales no es significativa (0.2060).

La diferenciacién de la homogeneidad de Pearson (programa estadistico R) de las zonas

urbanas versus rurales en las regiones, sugiere que no existe una diferencia significativa entre

el area rural y el area urbana en la region de yungas. En la regién de los Llanos orientales

Universidad Auténoma Gabriel René Mareno

Carrara de Rinlania

ag



(:aracterizacién morfoldgica y genética de pablaciones urbanas y rurales de Aedes (Stegomyia) aegypti L. (Diptera -Culicidae)

ubicadas en localidades endémicas de Bolivia. Norman G. Valdez Zamarano

presenta una diferencia medianamente significativa, mientras que en Ia regién chaquefia la

diferencia es evidentemente significativa. (tabla 2).

Regi6n X’ GL Valor P
Yungas 2,6922 2 0.2603

Llanos Orientales 9,4736 2 0.008766
Chaco 10,7453 2 0.004642

Tabla 2. Diferenciacién morfoldgica entre areas rurales y urbanas de cada region estudiada

Las regiones estudiadas son representadas en graficos expresados en porcentajes de

hembras con el morfotipo contrapolando entre el area rural versus el &rea urbana.(grafico 1, 2y

3)

Llanos tropicales
100%
90% h
BO%
70%
60% & Morfotipo H
50%
40% | & Morfotipo G
30% § Morfotipo F
20%
10%

0%

Urbana Rural

Grafico 1. Diferenciacion morfoldgica entre dreas rurales y urbanas de la region Llanos Tropicales
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Chaco
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Grafico 2. Diferenciacion morfologica entre areas rurales y urbanas de la regiéon Chaqueria.

Yungas
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Grafico 3. Diferenciacién morfoldgica entre areas rurales y urbanas de la region Yungas.

Interpretacién de datos morfologicos.

Los cuatro morfotipos se encuentran en las regiones de Bolivia, incluidas las
subespecies Aedes (Stegomyia) aegypti formosus y Aedes (Stegomyia) aegypti aeqypti y su
variedad queenslandensis McClelland (1971). Observando dicho resultado nos damos cuenta

que las unicas muestras de queeslandensis fueron colectadas al sur del pais. (ver anexo 7).

McClelland describe a la subespecie Ae. aegypti formosus como selvatico, en Bolivia la

presencia de| morfotipo formosus se encuentra tanto en area urbana como rural, mas es en
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4rea urbana donde se encuentra en mayor porcentaje dicha variedad. Por otra parte Mattingly
(1957-1966) sostiene que (a variedad queenslandensis es altamente domeéstica, sin embargo la

mayor cantidad de muestras de esta variedad provienen de un cementerio alejado de un area

rural de la regién chaqueria.

Hartberg et. al.,(1986) puso de manifiesto que el patrén escala del tergito abdominal en
de Ae. aegypti parece a ser controlados por un importante sistema poligénico. Por lo tanto
considera que seria mejor utilizar las diferencias en la ecologia, la fisiologia y el comportamiento

cuando se trata de dividir a Ae. aegypti en diferentes especies oly subespecies.

Mientras que el patron de escala del tergito abdominal puede ser util para distinguir las
poblaciones, no podra ser valida como la base exclusiva de taxonomia para clasificacion.
Hartberg (1969) puso de manifiesto que la descendencia femenina de 35 formosus y las formas
tipicas recogidas en Dar-es - Salaam, Tanzania, no eran de una determinada variedad, o que

las poblaciones eran simplemente ampliamente polimérficas para el tergito abdominal.

Es evidente que tanto en la poblacién rural y urbana de Aedes aegypti. en Bolivia son
altamente polimorficas, por este motivo en estas tres regiones no se podria identificar dichas

subespecies propuesta por Mattingly (1957).

La diferencia en proporciones de morfotipos entre las poblaciones urbana y rurales,
radican en la gran variedad de criaderos que pueden presentar en el area urbana,
contrariamente que en el area rural donde los criaderos son constantes y de poca abundancia.
Donde estariamos deduciendo que el morfotipo dependeria mas del factor medio ambiente o
del ambiente en el que se desarrollan.

5.3  Analisis genético poblacional
5.3.1 Diversidad genética entre regiones.

Los 9 microsatelites usados fueron pblimérficos dando un total de 38 alelos (73, 77, 82,
83, 86, 88, 90, 114, 121, 124, 127, 131, 136, 144, 165, 171, 174, 175, 177, 197, 199, 200, 201,
202, 203, 203+, 205 205+, 207, 208, 209, 209+, 213, 214, 214+, 220, 221, 236), con un
Promedio de 4.22 alelos por locus. Para la regiéon chaquefia (Yacuiba — Palmar — Caiza) el

Promedio de alelos por locus es de 3.56, para la region de los Llanos Orientales (Santa Cruz ~
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La Guardia - Sombrerito) es de 2.78 y para la regién de Yungas (Caranavi - Santa Fe -

Alcoche) es de 2.89.

Para que la inusual composicion alelica sea evidenciada se determin6 que dentro de los
38 alelos encontrados 12 son privados (alelos presentes en una poblacion determinada
unicamente) (Slatkin 1991, 1985b), que se distribuyen en dos regiones; en la regién chaquefia

con 7 alelos privados (90, 197, 203, 136, 209, 199, 208) , tambien en la regidon de Yungas con 5
alelos privados (82, 77, 165, 171, 203).

En cuanto a la diversidad alélica, la regidon con mayor indice fue la Chaquefia con un
84,21% (32 alelos), seguida por la region yungas con el 68,42% (26 alelos) y por ultimo la

region de Ilanos tropicales con 65,79% (25 alelos).
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N&C

2.yal 0,0007 0,0005 0,2359 0,0259 0.6378 0.0150 1,0000 0,0291 0,0000
N all ] ] 2 1 ] ] ] ] ]

1 exp 0,00 0.00 0,07 0,00 0,00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 obs 0,00 0,00 0,07 0,00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
is _ _ . _ _ _ . R _
NEC 0,0250

>.val - - 1,0000 - - - - - -
Nall 3 3 4 3 2 3 2 2 2

1 exp 0.67 0.62 0,57 0,51 0.52 0.49 0.45 0.45 0,42
1 obs 0,41 0.60 0.36 0.54 0.18 0.42 0.50 0,35 0.28
-Ai/S& o 03962 00270 0.3700 -0,0465 0.6610 0.1486 -0,1040  0,2267 0.3333
-val  0,0349 1,0000 0.0045 0.7285 0,0611 0.3680 1,0000 0,3479 0.0544
Nall 2 2 2 2 ] 2 1 1 2

1 exp 0,26 0.42 0,07 0.15 0.00 0,09 0,00 0.00 0.03
7 obs 0.29 0.55 0.07 0.16 0,00 0.10 0.00 0.00 0,03
xf& c -0,1429 -0,3333 -0,0196 -0,0588 - 0.0390 - - -
-yal  1,0000 0,5051 1,0000 1,0000 - 1,0000 - - -

N all 3 3 3 2 ] 3 1 2 4
1exp 0,51 0.48 0,33 0,11 0.00 0,22 0,00 0,14 0.17
1 obs 0,50 0.36 0,35 0.11 0.00 0,24 0,00 0.15 0,18
'Ai/s& c 00181 00,2523 -0,0697 -0,0400 - -0,0975 - -0,0556 -0,0619
.val  0,1228  0,2360 1,0000 1,0000 - 1,0000 - 1,0000 1,0000
N all 2 1 2 2 2 2 1 2 ]

1 exp 0.11 0,00 0,07 0,28 0.25 0,12 0.00 0,14 0.00
1 obs 0.12 0.00 0.07 0.26 0,27 0.09 0.00 0,15 0.00
Z/S&C -0,0417 - -0,0250 0,0854 o111 0,2969 - -0,0556 -
>-val  1,0000 - 1,0000 . 0,5491 1,0000 0,1590 - 1,0000 -

N all 2 3 S ' 2 2 2 2 2 4

1 exp 0.41 0,54 0,46 0,48 0.48 0.5 0,50 0,51 0.47
1 obs 0.44 0.73 0.42 0,52 0.73 0,44 0.4} 0.30 0.50
;‘i/s& c -0,0794 -0,3793 0.0779 -0,0833 -0,5385 0,1202 0,1888 0.4154 -0,0763
.val 1,0000 0,3538 0.7665 1,0000 0.1908 0,5408 0.4194 0,0856 0,0144
Nall 3 2 4 S 3 5 3 2 4

1 exp 0,47 0.48 0.56 0.63 0.61 0,68 0.28 0,3 ' 0.5

1 obs 0,26 0,36 0,49 0.21 0,20 0,21 014 0,24 0.17
vac 04518 02593 01233 0.6719 06842 06905 05263 02195 0.6672

-yagl 00106 05375 0,1053 0,0000 0,0175 0,0000 0.0067 0.4111 0.0000

HnivarcidnA AikAnama Caheial Dand Marana Farrars Aa Rinlamis g2



Caracterizacion morfoldgica y genética de poblaciones urbanas y rurales de Aedes (Stegomyia) aegypti L. (Diptera -Culicidae)

ubicadas en localidades endémicas de Bolivia. Norman G. Valdez Zamorano

5.3.3 Diversidad alélica entre poblaciones urbanas y rurales.

Al comparar los alelos presentes en poblaciones urbanas y rurales se puede apreciar
que hay un buen numero de alelos no compartidos, es decir, que algunos alelos presentes en la
poblacién urbana no s€ encuentran en poblacién rural, en la regiéon de Yungas los alelos
“privados” que se encuentran en la poblacion de Aedes aegypti que habita el area urbana son 8
(82, 205, 77, 165, 171, 200, 203, 114)(fig. A), en la regién de llanos orientales se ve claramente
que ambas poblaciones son mucho mas homogéneas, es decir, solo presentan un alelo en la
poblacién urbana que no existente en la poblacion rural (201)(fig. B), mientras que en la region
chaquefia son 6 los alenos ausentes en la poblacion rural (90, 197, 136, 200, 208, 124)(fig. C),

mostrando una diferencia poblacional importante.
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gura 5. Diversidad alelica de las ecoregiones, comparacion entre areas urbanas vs rurales: Fig A Region Yungas, Fig B Region
anos Orientales y Fig C Chaco - Rural ! Urbano
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5.3.4 Diferencicion genética entre poblaciones Rurales y Urbanas.

Los rmicrosatélites revelaron una diferenciacion genética significativa entre las
poblaciones rurales y urbanas, con media de Fsr = 0,024. No se ha detectado un patrén de
aislamiento por distancia, y uno de los mas altos niveles de diferenciacion genética fue
estimada entre las poblaciones chaquefas, que se encuentran separadas por pocos kildmetros
de distancia, cada uno en diferente medio ambiente (Fst = 0,0318). Estos datos sugieren un

reducido flujo de genes entre poblaciones urbano y rural de Ae. aegypti en Bolivia.

Mediante el analisis génico de Markov, la poblacién Rural es siginificativamente
diferente en comparacién de la poblacion Urbana en cada una de las regiones, cabe resaltar

una diferencia significativamente fuerte en Ia region chaquena. (Tabla 5)

Tabla 5. Significancia de la diferencia genética entre poblaciones rurales y urbanas por
regiones.

Regién X2 gl Fst Valor -p
Yungas 33.748820 16 0,0232 0,005872
Llanos Orientales 34,388832 16 0,0169 0,004814
Chaco 46,893129 18 0,0318  0,000219

Interpretacion de analisis genético poblacional

Existen tres poblaciones de Aedes aegypti genéticamente distintas entre si, la presencia
de alelos privados (Slatkin 1981, 1985b) proponen que estas poblaciones se aislan por factores

geograficos, ambientales o humanos.

La alta variabilidad genética que se ha encontrado en esta especie, sugiere que son
subpoblaciones genéticamente diferenciadas entre los lugares analizados (Yan ef. al., 1999,
Gorrochotegui-Escalante et. al.,2000, de Souza et. al.,2000). Varios estudios sobre la genética
de poblaciones han evaluado la variacién y estructura genética de poblaciones de Ae. aegypti
(Fraga et. al,,2003, Paupy 2003-2005 , Vera Margaret 2008).

Presentan un déficit de heterocigotos en la mayoria de los locus observados,
provocando el desequilibrio H-W, es decir, desequilibrio por endogamia. Podemos explicarlo de
la siguiente manera: La escases de lluvias conlleva a una reduccion en la disponibilidad de

sitios para la ovoposicion, que sirven para estimular la dispersion a nuevos sitios, por tanto, el
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flujo genetico. Esta explicacion es coherente con nuestras observaciones de los valores bajos

de Fsr (menos diferenciacion genética) esta misma explicacion propone Costa-Ribeiro (2008).

A nivel local, existe una diferencia genética significativa entre poblaciones rurales y
urbanas, lo que nos lleva a deducir que las poblaciones de Aedes aegypti que habitan en areas
rurales no son las mismas poblaciones que habitan en areas urbanas, ya que la presencia de

alelos privados esta delimitada en gran porcentaje a las poblaciones de area urbana.

Hay tres ideas que podriamos manejar para explicar las diferencias genéticas entre

poblaciones de Aedes aegypti de areas rurales y urbanas, que son:

La primera podria ser la Seleccién, es decir la capacidad heredada que posee Ae.
aegypti para sobrevivir y reproducirse, y funciona de tal manera que con el tiempo, los

genotipos superiores aumentan su frecuencia en la poblacion.

En este aspecto tiene mucho que ver las presiones a las que esta expuesta la poblacién
y la reaccion que esta causa en las mismas. Como por ejemplo, puede ser la aplicacién de
insecticida y la practica de almacenamiento de agua. McCauley (1991) demostrd los cambios
genéticos que provoca el uso de insecticidas, en Costura Reap, Por el contrario, C Paupy
(2005) en Kampong Som, tiene menos tratamiento con insecticida y, por tanto, Ae. aegypti es

menos diferenciadas genéticamente.

 Esta idea resulta ser nula si se toma en cuenta el tratamiento de insecticidas pues, en
Bolivia los tratamientos con insecticidas no son constantes ni tampoco presionan a las
poblaciones de Ae. aegypti a modificar su genoma, pues ninguna poblacidn de Ae. aegypti
Bolivia presenta o ha desarrollado resistencia a insecticidas. Por otra parte en poblaciones

rurales, por lo general, los tratamiento con insecticidas son esporadicos y de bajo rendimiento.

La segunda es la deriva genética, que se refiere a las fluctuaciones en las frecuencias
alélicas que ocurren por casualidad (en particular en las poblaciones pequefias) dentro del
genoma de Ae. aegypti, como resultado del muestreo al azar entre los gametos. La deriva
disminuye la diversidad dentro de una poblacién de estos, porque tiende a causar la pérdida de

alelos poco usuales, reduciendo el numero total de alelos.
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La tercera es la migracion, esta caracteristicas presentan falencias entre poblaciones
rurales y urbanas, El efecto isla de esta poblacion podria ser por las caracteristicas
ecoregionales en las que se encuentran, las cuales son una barrera para poder
interrelacionarse con el resto de las regiones, ya que el flujo genético es minimo o el niumero de

individuos que migran es insuficiente para que estos alelos se fijen en las demas poblaciones.

Podriamos decir que la migracién esta fuertemente relacionada con la disponibilidad de
criaderos, es decir, que si los Ae. aegypti tienen criaderos constantes en un area, no se ven
obligados a buscar nuevos criaderos, por ende, no hay desplazamiento de la poblacién. Y
viceversa, si no disponen de criaderos constantes se ven obligados a buscar nuevos criaderos
en areas nuevas. Este analisis de disponibilidad de criaderos y otros efectos ecoldgicos, fue
evaluado por Huber et. al.,(2002) en Ho Chi Minh City, Vietnam.

Entonces la segunda y tercera hipbtesis estan relacionadas entre si, ya que si el flujo
genético baja la accién de deriva se activa y la evolucion es mas violenta. Estas hipotesis serian
las mas acertadas para la explicacion de la diferencia genética entre las poblaciones de Ae.

aegypti urbanas y rurales.

El hecho que estas poblaciones se encuentren en desequilibrio genético y con un bajo
flujo génico nos demuestra que hay una adaptacién local haciendo que evolucionen mas

facilmente y en direcciones diferentes.

En Bolivia el morfotipo no parece estar relacionado con la genética, es decir, que las
caracteristicas fenotipicas (morfotipo) de Ae. aegypti estarian relacionadas con el ambiente en
el que se desarrollan, o que Ae. aegypli formosus y Ae. aegypti aegypti han tenido un nivel de
cruzamiento tan elevado que han llegado a formar un complejo genético unico en nuestro
territorio. De la misma manera Hartberg et. al,(1986) puso de manifiesto que el patrén de
morfotipo es determinado por un importante sistema poligénico, que se encuentra

estrechamente relacionado con el medio ambiente.

Todos los datos generados apuntan que en Bolivia existen poblaciones genéticamente
diferentes, ya sea por su ubicacion geografica, por el area en que se desarrollan o quizas por la
data de la misma poblacion, como se ha observado en estudios anteriores (Gorrochotegui 2002,
Ayres 2003, Bosio 2005, Costa-da-Silva 2005, Herrera 2006, Paduan 2006, Bracco 2007,
Scarpassa 2008).
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La variabilidad genética que existe entre las poblaciones de Bolivia nos lleva a dos

hipotesis:

La primera sostiene que las poblaciones de Bolivia se derivan en una de numerosas
invasiones de una misma poblaciéon que de acuerdo en la posicion geografica que quedaron

fueron cambiando hasta este punto.

La segunda hipétesis sostiene que las poblaciones de Bolivia se derivan de numerosas
invasiones pero de diferentes poblaciones, de acuerdo con el lugar de invasion y procedencia

se fijaron en un lugar determinado y fueron cambiando hasta este punto.

Bolivia 2 i Tl Bolivia

Teniendo en cuenta las fuertes influencias que sufre Bolivia como pais mediterraneo de
los paises vecinos, se puede pensar que en las diferentes regiones estudiadas se sufre
influencia diferenciada, llegando a concentrar en Bolivia un complejo de linajes genéticos que
llegaron a diferentes puestos de Sud América, como lo menciona Scarpassa explicando el por

qué de los diferentes linajes presentes en Brasil.
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Sobre la base de datos de isoencimas, Powell (1980) y Morlais (2002) sugieren que el
Ae. aegypti poblaciones de América del Sur, el Reino Unido Los Estados, y el Caribe estan
genéticamente relacionados con los de Africa oriental. Mas recientemente, 2 estudios de Bracco
(2007), y Mousson (2005) mostraron que las poblaciones Ae. aegypti brasilefias estan
estrechamente relacionadas con las poblaciones de Africa y Asia. Failloux (2002) observd que
Ae. aegypti de la Guayana Francesa y el Sureste Asia tuvo el mayor nivel de similitud genética,
lo que sugiere que probablemente este mosquito se introdujo en las Américas procedentes de
Asia.

Todas estas aseveraciones dan lugar a una hipétesis que explica la diferencia genética,

que sostiene que:

Después de que factores geograficos y reacciones genéticas dividieran las poblaciones
de Ae. aegypti en regiones, estas se concentraron en nucleos o asentamientos semi-urbanos a
rurales, donde tenian mejor posibilidades de subsistir con criaderos proporcionados por los

mismos habitantes.

Cuando estos asentamientos empezaron a crecer, también aumento la disponibilidad de
criaderos, haciendo que las poblaciones de Ae. aegypti se concentrara mas en las urbes (zonas
urbana) que aumentaban de tamafo sin orden ni control, que a los asentamientos que
quedaron rezagados en el desarrollo (zona rural), induciendo a la poblaciéon que se quedo en
area rural a un efecto isla, por una baja dispersién de zonas urbanas y el bajo flujo génico

hacia poblaciones rurales.

Factores climaticos tales como las precipitaciones son importantes en la generacion de
lugares de cria. La estacion y perioédicos lluvias podrian llenar contenedores, que se acumulan
en los alrededores de las casas (Trips, 1972) y son utilizados por las hembras de Ae. aegypti
para ovopositar. La abundancia de lugares de cria podria aumentar la circulacién y el

intercambio genético y reducir la diferenciacién genética.

Esto provocé que la deriva genética fuera mas acentuada en las poblaciones rurales,
haciendo perder los alelos poco frecuentes, y asi con el tiempo deriva a una diferencia genética

entre poblaciones de Ae. aegypti urbanos y rurales.
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Whitlock y McCauley (1999) sostuvieron que el hecho de conocer que las poblaciones se
encuentran o no en equilibrio genético se convierte en una pieza mas de informacién para
comprender su potencial evolutivo. Al igual el conocimiento del flujo génico, ya que este puede
restringir la evolucion impidiendo Ila adaptacion a las condiciones locales o puede promover las

adaptaciones locales haciéndolas evolucionar mas faciimente.

Asimismo, si el flujo génico entre poblaciones de una especie es alto, todas ellas
evolucionan de manera conjunta (a menos que sea contrarrestado por seleccion o deriva
génica), pero si es muy bajo, empiezan a divergir, lo que puede contribuir al aislamiento

reproductivo y al establecimiento de linajes evolutivamente independientes (Slatkin, 1985).
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6. Conclusion

En Bolivia se puede decir que morfolégicamente existen poblaciones distintas de Ae.
aegypti sin embargo, esta caracteristica morfologica estaria estrechamente relacionada con el
tipo de criadero, siendo este ultimo el responsable de [a activaciéon o desactivacién de
fracciones del genoma del Ae. aegypti. Evidentemente la época del afio también influiria en esta

expresion del genoma.

Por consiguiente, si encontramos una poblacion que presenta dominancia de un
morfotipo, podremos determinar qué tipo de criadero es el responsable de la mayor produccidn
de Ae. aegypti y proponer un mejor control para ese tipo de criadero. La dominancia de un

morfotipo por tipo de criadero tendra que ser mas estudiada en investigaciones futuras.

Es evidente que hay poblaciones distintas a nivel genético entre regiones y a su vez, a

nivel local entre areas rurales y urbanas.

Tomando en cuenta que la poblacion boliviana de Ae. aegypti es el resultado de
numerosas invasiones de una misma poblacion, se concluye que las barreras geograficas y la
distancia con las que se dividen las regiones, provocd un bajo flujo genético entre ellas, dando
lugar a la deriva genética y a la rapida adaptacion, generando asi la pérdida o delecién de
alelos dentro del genoma de la poblacién regional formando paulatinamente poblaciones

genéticamente diferenciadas.

Existe diferencias genética entre poblaciones rurales y urbanas por efecto de la
dispersion baja que caracteriza a Aedes aegypti en areas urbanas grandes que provoca un flujo
genético bajo, dando lugar a la deriva genética y a la adaptacién rapida de las poblaciones

rurales.

Epidemiologicamente es importante detectar las diferencias genéticas entre poblaciones
rurales y urbanas, ya que estas diferencias podrian derivar en comportamientos y ecologias

distintas, implicando asi pianificaciones distintas para el control de las diferentes poblaciones
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7. Recomendaciones

Al no encontrar una relacion entre la distribucién geografica de Aedes aegypti con su
morfotipo, se recomienda realizar un estudio de expresion fenotipica en relacién g tipo de
criaderos. Ya que estos datos servirian al control epidemiologico del Dengue puesto que

develaria los criaderos de mayor produccion de dichos mosquitos presentes en la ciudad.

La diferencia genética que presenté la poblacion de Ae. aegypti en la region chaquefia
propone realizar investigaciones de competencia vectorial y ecologia, pues dichas diferencias
genéticas muestran a una poblacion singular en Bolivia, ya que estan sometidas a presiones
ambientales constantes, tales como el clima extremo (calor y frio) y una temporada seca y

lluviosa bien marcadas.

Cabe recalcar apoyar y fomentar investigaciones de biologia, ecologia y etologia en
poblaciones de Ae. aegypti, ya que en Bolivia las investigaciones sobre vectores se han
centrado en Anopheles como vector de Malaria o paludismo. Sin olvidar que en la investigacion
de los diferentes vectores transmisores de arbovirosis principalmente esta la respuesta para la

prevencidn y el control de los mismos.
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ANEXO 2

ENCUESTA ENTOMOLOGICA HOJA 1

Locdidad | _ i Wum BTy 1 1 ) 4
1. Suded 2, Puzbe 1, Heoznds 4, Campo Codigovi|{Vi 1 1
Cdle | I Mum de Vivienda ! ¢
Fecha i i ¢ Hora {1 |
Barrio - § U | i Manzano | {
GPS  Cddigo def puntfo GPS ] S ] . |
Coordenadas del GPS of 14 . i

Temperatura Ambinte 1 i Liuvia i I
Yeocddad del vientn | 1 Km/h Direccion del viento | i
Humedad | \ Humedad relativa | 1
Predio: 0. Sin Habitacones 1. Con Habitadones | }
Tipo de Predio:

1. Vivianda 5. Lavanderiz de Automdviies

2. Llsntera £, Tienda comerdal

3, Taler mecinico 7. Terreno baldic

4, Carpirtaris 8, Cemerteric 3, Chro

Tipo de material de construcdon:

1. Mzdara 2. Ladrific 3, Bamo
Tipo de material dd techo:

1. 785 2. Calamina 3. Vacisdo

4, Jatsta 5. Fbrocemento 8 Ctro
Yegetacion del predio:

0. Sin ta, Derss . _lmt dealtus

1. Gon ih Easa I _ tmt de stura

Consumo de agus:

1. Caferia 2. Pxoo nona 3 Rio

Habitantes del predio: | I

Cuantos adultos {> 15 anos) | |

rsecticidas: 0. No

1.5

1z, Particdarss

Empleados de 8 am a 18 pm | |
Cuantos menores (= 15 anos) | |

2s. SECES

Quantos messs strds I__ |

)

Cusntos mesesatrds |

! Fech

n

Criaderos con o

7]

2, Con Focode Culicdae

0, Sn Foco 1, Cor Pocodz Se sagycll
3 Con Paco dz2 de. gagel + otres Culcdes
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ENCUESTA ENTOMOLOGICA HOJA 2

N° 1 2 3
Fozo con larvas 7 No 151 2 No 181 o Ne 151
Dasenpeien
Localizacien 1 Denrro 8z [z casa 1 Dentro 22 1z case 1 Denroda la case

Valumen de azua

23. Danteo dal jardin
b Terraca galaria
3 Feara da la vivienda

2a. Dentro dal jesdin
2b. Taraza galaria
3 Poera g2 la viviznds

2a. Dertro del jardin
Ib. Terraza gakernia
3 Puesa de ta vivienda

litros)
Temperatura
g
Azua del criadare 1 Clera 1 Clera 1 Clara
2 Turbia 2 Turbia 2 Tirbia
3 Nazre 3 Napry 3INaz2
4 Farsosa 4 Fargoza 4 Fangosa
Residuos vegataas o No 151 o No 15t o No i5i
Exposicion 1 Lz rotal 1 Luz total 1 Luz ol
2 Sombra parcizl 2 Sorntes parcial 2 Sorva parcial
3 Sorrbra total 3 Sorvbra otsl 3 Somtea roz!
Tlpo d= sombra 1 Techo 2 Pollgj2 1 Techo 2 Pollgje 1 Techo 2 Follajs
3 Sombrs provermda 3 Sombra proyactada 3 Sombn prowectada
Espacizs
N° 4 5 B
Foco con larvas 4 No 181 o No 151 o No 184
Disedpeion
Localizacion 1 Dentro 22 13 casa 1 Dentro de 13 cass 1 Demroge la s
2a. Dentro dal jardin 23, Dentro el jasdin 2a. Dentro d21 jarcin
o Teraza galerie 2b. Terraze zalaria 2b.Tarsazagakesia
3 Pusra 2a la viviends 3 Puers ¢2 12 viviands 3 Poarz g2 |z viviands
YVolumendzazua
litros)
Tempsratura
g
Agua da criadere 1 Cles 1 Clers 1 Clara
= 2 Turbis 2 Turbda 2 Trbis
3 Xagra 3 Negrs INegs
4 Farzoss 4 Fersesa 4 Fergoss '
Residvos vegatales o No 18 o No 18 2 No 1 8i
Exposicion 1 Luz total 1 Luz total 1Luztoml
e 2 Sombez paszizl 2 Soqmbra pastial 2 Sombra parcisl
3 Sombrs torzl 3 Somira total 3 Somben ol

Tipo d2 sombra

Ezpecizs

1 Tatke 2 Follgjs

3 Sentwa proyacndz

1 Techo 2 Pollgje
3 Sombrs pronectada

1 Tecko 2 Pollgje
3 Soambra prowestasa
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ENCUESTA ENTOMOLOGICA HOJA 3

N° 7 8 9

Foco con laras ¢ No 181 , No 181 o Ne 181

Da=enpeitn

Lecalizacion 1 Do da [2 caza 1 Dentro g2 13 case 1 Dararo g la casa
23, Dentro ¢l jesdin 21, Dentro g2l jarsin 2a. Denuo 2! jarcin

Ib. Terrazy zateriz b Temazagaleria 26, Tarraza galerls

3 Fuare da la viviends 3 Fosra d2 12 vivienda 3 Poera do 2 vivienda

Volumendaagra

{litros}

Temparaiira

H

Arua de ciadsro 1 Clars 1 Clara 1 Clara

2 Turbiz 2 Turbia 2 Turhix

3 Negro 3 Nagro 3 Nego

4 Fangos: 4 Fanzoss 4 Farzozs
Rasiduos wazatales o Ne 15 s No 15 o No 151
Exposici{m 1 Lu: otal 1 Ltz total 1 Luz tos!

2 Soerbra parsizl 2 Somtvs parcial 2 Sombra parcial

3 Somora ol 3 Sonbrs otal 3 Sombra toul

Tipe de sombra

1 Tecko 2 Follaje

3 Sontr: provas Gda

1 Tacho 2 Follsje
3 Sombes provectsds

l Txhe 2 Pollsj2
3 Sombra crovectsda

Bspacias
N° 10 1 12
Foco con larvas o Ne 18 2 No 18 9 No 151
D=cripeién
Localizacion 1 Dontro o2 la caza 1 Dentro d2 1a coza 1 Denrro 2 1o casa
2z, Dentro dal jaritn 2. Dantro d2! jardin 2a, Dantro g2l jardin
20 Tarrezs galaris 2b.Terraza geleriy 2b.Terrazs galene
3 Poara d2 L2 vivienda 3 Foara da 13 viviends 3 Poama d2 la viviands
Valumendeagra
{litros)
Temparatura
eH
Agua de criadaro 1 Clara 1 Clara 1 Clare
= 2 Tuthia 2 Torbia 2 Tuebiz
3 Wazo 3 Nazen IMazo
4 Fageos: 4 Ferzosa 4 Fangoza
Rasidvos vezatales o Ne 15t o No 15 & No 181
d 1 Leciot: 1 Luswotal 1 Lzz gl

Tipo de semtra

1 Tk 1 Follajz
3 Sordra prove: Boz

2 Sombr parisl

3 SorEes ftal
1T=ke 2 Follgje

3 Sombr proverctads

2 Sombrz ezl
3 Sombea totl

1 Tazke 2 Follgje
3 Sombra provectsds

Erpecias
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ENCUESTA ENTOMOLOGICA HOJA 4

Laboratono  ta de [as larvas y de las pupas de Aedes aegypt

11 L2 L3 L4 Pupas Otras especies de culicidae
1
2
3
4
cs5
6
&5
8
9
c10
1
e
g e e
c15 i E
g e o o e e e
7
i
ci1g
-0

Total

Conteo de los adultos de Aedes aegypli

1 €2 3 c4 s {6 7 8 co <10
Machos
Hembras
Total

11 C12 13 C14 C15 C16 C17 €18 19 C20
Machos
Hembras
Total

Observaciones :
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ANEXO 3

MATRIZ DE VALORES POR GRADO PATRON DE TERGITOS ABDOMINALES.

Add Number of tergites brindled scores 1l x
score
to base
of one 0 1 2 3 4 5 6
Q F a G
% 1 2
o~
3
3 1 H Jl J2 J3 Jq JS J6
¢ 3 4 5 6 7 8 9
o
3
& 2 KO K1l K2 K3 K4 K5
ey 5 6 7 8 9 10
-~
o
ot
?
B 3 Lo Ll L2 L3 14
0 7 8 9 10 11
o
ey
wed
%3
5
8 4 MO M1 M2 M3
- 9 10 11 12
°
[ SN
2
g 5 NO N1 N2
A 11 12 13
6 PO Pl
13 14
7 Q
15

E-The figures at the bottom of each square are "ecolour values'. These
scores are obtained by adding twice the number of medially pale tergites and
the number of remaining tergites that are brindled to a base of 1.
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PATRON DE GRADOS Y PATRON DE VALORES ARBITRARIOS CORRESPONDIENTE
A LA SUB ESPECIE FORMOSUS Y AL MORFOTIPO DE Ae. aegypti.

PATTERN VALUES . t . S .3
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PATRON DE GRADOS Y PATRON DE VALORES ARBITRARIOS CORRESPONDIENTE
A LA VAR QUEENSLANDENSIS DE Ae. aegypti.

PATTERN VALUES|
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ANEXOS 4

Extraccion de ADN al CTAB, sobre mosquito entero,

1- Triturar cada mosquito en 200 ul de CTAB 2%

2- Poner a la Bano-Maria 65° durante 5 minutos

3- Anadir 200 pl de cloroformo-Mezclar por inversion.

4- Centrifugar 5 minutos a 12 000 rpm, a Temperatura ambiante (TA),
5- Sacar la fase superior y poner el sobrenadante en un tubo nuevo.
6- Anadir 200 ul de Isopropanol sobre éste sobrenadante, mezclar bien por inversion
7- Centrifugar 15 minutos a 12 000 rpm a TA

8- Vaciar el Isopropanol, escurrir bien y anadir 200 pl de etanol 70%
9- Centrifugar 5 minutos, 12 000 a TA,

10- Vaciar el etanol

11- Secar el culote 5 minutos maximo al speed-vac

12- Recogef en 20 ul de H20- NO VORTEXER -Dejar suspender sobre el escurridero toda la
noche (o un 1/2 dia)

CTAB 2%
| Reactivo | Volumen Conc. final |
1 M Tris HCl pH 8.0 100 ml 100 mM
0.5 M EDTA 20 ml 10 mM
NaCl 81.8¢ 1.4 M
CTAB * 20 g 2%
ddH20 QSP 1L

* Cetyl trimethyl amonio bromide
Mezclar con agitador magnético.
Conservar a TA.

Universidad Auténoma Gabriel René Mareno Carrera de Rinlnaia ]RK



Yoo

Y S TTM T I T T

Tamario del fracmento

o mmem———

wovvig

[o2+]

Locus Microsatelite Principio (5'-----3") Ta °C amplificado (bp)
wn | smfoconw | B eESTEES ) g [
w8 | oTONGIBTENGTOT | ey carconemmoroonst % %
on | wem | 3 mImOmmwen |
A10 (cn’ozaTCnTTCn F[?E's ggﬁgﬁg&?@Tm@ ATCl 5 207
o | ooy | B ammemeree | s | @
M313 (ATGPATANTG o smoaccocomon | @ 2!

SNDO0TAA VIAV.L

§ SOXANY

OURJOWEZ Z3PIBA "D UBWION "BlAjOg 3P SEIIWSPUS SSPEpIedo] us sepedign

(seppin)- esR)diQ) 1 HAABse (eidiwob3;s) SapSy Op S3jeins A seuequn sauope|qod ap eanauab A edBojoMOW UQIeZIRRIR)



Caracterizacién morfoldgica y genética de poblaciones urbanas y rurales de Aedes (Stegomyia) aegypti L. (Diptera -Culicidae)
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Guia de Lab. para el uso Microsatélites en Aedes aegypti

Paso 1

Dilucion del DNA extraido con CTAB a 1/5 es decir 6 ul de DNA +24 pl de H20.

Paso 2

Preparacion del Master-Mix para el PCR con Microsatélite 38/38.

Reactivo Con. inicial Con. Final wl/ Tubo | ul/96 tubos
Buffer PCR 10X 1X 2,5 ul 240 ul
MgCI2 25 mM 2 mM 0,5 ul 48 pl
dNTPs 10 mM/bN 0,2 mM/bN 0.5 ul 48 ul
rimer 38/38 f | 100 pmol/pl 10 pmol/pl Il 96 pl

primer 38/38 r | 100 pmol/ul 10 pmol/ul 1 pl 96 ul
Enzima Taq Pol. Swul 0,5 u/ul 0,1 ul 9.6 ul
H20 - QSP 23 ul/tubo 16,9 pl 1670.4 ul

Preparacion del Master-Mix para el PCR con Microsatélite M313.

Reactivo Con. inijcial Con. Final pl/ Tubo | pl/ 90 tubos
Buffer PCR 10X 1X 2,5 ul 240 pl
MgCI2 25 mM 1,5mM - -
dNTPs 10 mM/bN 0,2 mM/bN 0.5ul 48 ul
primer M313 f | 100 pmol/pl 10 pmol/ul 1 ul 96 ul
primer M313r | 100 pmol/pl 10 pmol/ul 1 pl 96 ul
Enzima Tagq Pol. Suwpl 0,5 u/pl 0,1 pl 9.6 ul
H20 - QSP23 pl/tubo | 17,4 pl 17184 ul |

Preparacion del Master-Mix para el PCR con Microsatélite Aed19.

Reactivo Con. inicial Con. Final pl/ Tubo | ul/90 tuboﬂ
Buffer PCR 10X 1X 2,5 ul 240 pl
MgCI2 25 mM 2 mM 0,5 ul 48 ul
dNTPs 10 mM/bN 0,2 mM/bN 0.5 ul 48 ui

 primer Aed19 f | 100 pmol/ul 10 pmol/pl 1 pl 96 pl
primer Aed19r | 100 pmol/ul 10 pmol/pl 1 ul 96 ul
Enzima Tagq Pol. 5w/l 0,5 u/pl 0,1 ul 9.6 ul
H20 - QSP 23 pl/tubo 16,9 pl 1670.4 ul
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Preparacion del Master-Mix para el PCR con Microsatélite AedC.

Reactivo Con. inicial Con. Final ul/ Tubo | ul /90 tubos
Buffer PCR 10X 1X 2,5 ul 240 ul
MgCI2 25 mM 2 mM 0,5 ul 48 pl
dNTPs 10mM/AN | 0.2 mM/bN 0.5 ul 48 pl

rimer AedC f | 100 pmol/ul 10 pmol/ul 1l 96 ul
rimer AedC r 100 pmol/ul 10 pmol/ul 1 ul 96 ul
Enzima Taq Pol. 5w/l 0,5 w/ul 0,1 ul 9.6 ul
H20 - QSP 23 pl/tubo | 16,9 pl 1670.4 pl
Preparacion del Master-Mix para el PCR con Microsatélite HOS.

Reactivo Con. inicial Con. Final ul/ Tubo | pl/90 tubos
Buffer PCR 10X 1X 2,5 ul 240 wl
MgCI2 25 mM 1,5mM - -
dNTPs 10 mM/bN 0,2 mM/bN 0.5ul 48 ul
primer HO8 { 100 pmol/p! 10 pmol/pl 1l 96 ul
primer HO8 r 100 pmol/ul 10 pmol/ul I ul 96 ul
Enzima Taq Pol. 5 uw/pl 0,5 u/pl 0,1 ul 9.6 ul
H20 - QSP 23 plftubo | 17,4 pl 1718.4 i

Preparacion del Master-Mix para el PCR con Microsatélite 34/72.

Reactivo Con. inicial Con. Final ul/ Tubo | ul/ 90 tubos

Buffer PCR 10X 1X 2,5 ul 240 pl

| MgCi2 25 mM 2mM 0,5 pl 48 ul
dNTPs 10 mM/bN 0,2 mM/bN 0.5 pl 48 ul
primer 34/72 f | 100 pmol/pl 10 pmol/pl 1yl 96 pl
primer 34/72r | 100 pmol/ul | 10 pmol/pl 1 ul 96 pl
Enzima Taq Pol. 5u/ul 0,5 u/ul 0,1 ul 9.6 ul
H20 - QSP 23 ul/tubo 16,9 ul 1670.4 pl

Preparacion del Master-Mix para el PCR con Microsatélite AedGA.

Reactivo Con. inicial Con. Final pl/ Tubo | pul/90 tubos
Buffer PCR 10X 1X 2,54l 240 pl
MgCI2 25 mM 2 mM 0,5 ul 48 pi
dNTPs 10 mM/bN 0,2 mM/bN 0.5 ul 48 ui

rimer AedGA f| 100 pmol/ul | 10 pmol/ul 1 ul 96 ul

rimer AedGA r | 100 pmol/pl 10 pmol/pl 1 pl 96 ul
Enzima Taq Pol. 5u/ul 0,5 wpl 0,1 ul 9.6 pl
H20 - QSP 23 ul/tubo 16,9 ul 1670.4 ni
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Preparacién del Master-Mix para el PCR con Microsatélite A10.

Reactivo Con. inicial Con. Final ul / Tubo | ul /90 tubos
Buffer PCR 10X 1X 2,5 ul 240 ul
MgCI2 25 mM 1,5 mM - -
dNTPs 10 mM/bN 0,2 mM/bN 0.5 ul 48 pl
primer A10 f 100 pmol/ul 10 pmol/ul 1 ul 96 pl

rimer A10 r 100 pmol/pl 10 pmol/ul 1 pl 96 ul
Enzima Taq Pol. Su/l 0,5 v/l 0,1 pl 9.6 ul
| H20 - QSP 23 plftubo | 17,4 pl 1718.4 ul

Preparacion del Master-Mix para el PCR con Microsatélite T3A7.

Reactivo Con. inicial Con. Final pl/ Tubo | pl/ 90 tubos

Buffer PCR 10X 1X 2,5l 240 pl
‘MgCI2 25 mM 1,5 mM - -
dNTPs 10 mM/bN 0,2 mM/bN 0.5 ul 48 ul

rimer T3A7 f | 100 pmol/ul 10 pmol/ul 1 ul 96 ul

rimer T3A7r | 100 pmol/ul 10 pmol/ul 1 pl 96 pl
Enzima Taq Pol. 5w/l 0,5 u/pl 0,1 ul 9.6 ul
H20 - QSP 23 pl/tubo | 17,4 ul 1718.4 pl

Paso 3
Para el ultimo paso antes de empezar el PCR se deposita en las placas de 96 pocillos (siguiendo
algin tipo de orden) 23 ml de master mix + 2 ml de DNA diluido (1/5), por ultimo se sella la
placa y se da inicio al trabajo de amplificacion. Cabe recalcar que todos los pasos para la
preparacion del Master Mix siguen el siguiente orden y sobre hielo.

1°H20

2° Buffer PCR

3° MgCl2 (si es necesario)

4°dNTPs

5° Primer fyr

. 6° Taq polimerasa

Después de haber lo vertido en los posillos y con mucha rapidez y concentracion se adiciona el
DNA.

Condiciones de PCR para el marcador 38/38.

[ 96° C 2 min ‘
| 56°C 30seg | XS5ciclos
| 72°C 1:15 min
95°C 30 seg
56°C 30 seg X 35 ciclos
72°C 1:15 min
72°C 30 min
4°C o0

Vnivarcid-A ArdAnmama Aabkecial Bae X Macae ~ .



Caracterizacidn morfoldgica y genética de poblaciones urbanas vy rurales de Aedes (Stegomyia) aegypti L. (Diptera -Culicidae)
ubicadas en localidades endémicas de Bolivia. Norman G. Valdez Zamorano

Condiciones de PCR para el marcador M313

| 9°C S5min |
94° C 30 seg
60°C 30 seg X 35 ciclos
72°C 30 seg
72°C 30 min
4°C o0

Condiciones de PCR para el marcador Aed19

96° C 2min |

56°C 30 seg X S ciclos
72°C 1:15 min

95°C 30 seg

56°C 30 seg X 35 ciclos
72°C 1:15 min B
72°C 30 min

4°C 00

Condiciones de PCR para el marcador AedC

96° C 2min |
58°C 30 seg X 5 ciclos
72°C 1:15min__ |
95°C 30seg |

| 58°C 30 seg X 35 ciclos
72°C 1:15 min
72°C 30 min
4°C ] o0

Condiciones de PCR para el marcador HO8

94° C S min
94°C 30 seg
60° C 30seg | X 35ciclos
72°C 30 seg
72°C 30min |

4°C o0 J

[2 TN PR Y fatal
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Condiciones de PCR para el marcador 34/72

96° C 2 min

50°C 30 seg X 5 ciclos
72°C 1:15 min

95°C 30 seg

50°C 30 seg X 35 ciclos
72°C 1:15 min

72°C 30 min

4°C 00

Condiciones de PCR para el marcador AedGA

96° C 2 min

55°C 30 seg X 5 ciclos
72°C 1:15 min

95°C 30 seg

55°C 30 seg X 35 ciclos
72°C 1:15 min

72°C 30 min

4°C 0

Condiciones de PCR para el marcador A10

94° 5 min

94° 30 seg
58°C 30 seg X 35 ciclos
72° 30 seg

72° 30 min

4°C o0

Condiciones de PCR para el marcador T3A7

96° C 2 min

64°C 30 seg X 5 ciclos
72°C 1:15 min

95°C 30 seg

64° C 30 seg X 35 ciclos
72°C 1:15 min

72°C 30 min

4°C 0
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ANEXO 6

POOL DE TRANSPORTE DEL DNA

Grupo Pool 1

Primers | Marca | Color | T° Annealing | MgCI2 | Pool | Cantidad PCR H20 Tamaiio
34/72 FAM azul 50°C 2mM 1 2 ul 50 pl 90
AedGA VIC verde 55°C 2 mM 1 1ul 145
Al0 PET rojo 58°C 1,5 mM 1 4 ul 207
T3A7 FAM azul 64° C 1,5mM 1 Jul 228
Grupo Pool 2
Primers | Marca | Color | T° Annealing | MgCI2 | Pool | Cantidad PCR H20 Tamaiio
38/38 VIC verde 56°C 2mM 2 2 ul 46 pl 85
M313 PET rojo 60° C 1,5mM 2 4 ul 121
Aed19 FAM azul 56°C 2mM 2 2l 174
HO3 NED | amarillo 60°C 1,5 mM 2 2ul 201
AedC FAM azul 58°C 2mM 2 4 ul 220
Pool de transporte 1
Primers | Marca | Color | T° Annealing | MgCl2 | Pool | Cantidad PCR H20 Tamaiio
34/72 FAM | azul 50°C 2 mM 1 6 ul 30 pl 90
AedGA VIC | verde 55°C 2 mM 1 3ul 145
A10 PET rojo 58°C 1,5 mM 1 12 pl 207
| T3A7 | FAM | azul 64° C 1,5mM | | 9 ul 228
Pool detransporte 2
Primers | Marca | Color | T° Annealing | MgCI2 | Pool | Cantidad PCR H20 Tamafio
38/38 VIC verde 56°C 2 mM 2 6 ul 18 ul 85
M313 PET rojo 60° C 1,5 mM 2 12 pl 121
Aed]9 FAM azul 56°C 2mM 2 6l 174
HO08 NED |amarillo 60° C 1,5 mM 2 6 ul 201
AedC FAM azul 58°C 2 mM 2 12 pl 220 |
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ANEXO 7

MORFOTIPOS DE Aedes aegypti PRESENTES EN BOLIVIA.

Morfo G

Morfo Q

Aedes aegypti aegypti var. queenslandensis



Caracterizacion morfoldgica y genética de poblaciones urbanas y rurales de Aedes (Stegomyia) aegypti L. (Diptera -Culicidae)

ubicadas en localidades endémicas de Bolivia. Norman G. Vaidez Zamorano

Aedes aegypti formosus

CRIADEROS AVITUALES TANTO EN ZONAS URBANAS Y RURALES
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