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VARIABILIDAD GENETICA DE Aedes aegypti EN ALGUNAS AREAS
DEL PERU USANDO SINGLE STRANDED CONFORMATIONAL
POLYMORPHISM (SSCP)

Nélida Leiva G, Omar Caceres R?

RESUMEN

Aedes aegypti es el vector responsable de la transmisién del virus del dengue, su distribucién geografica se ha
ampliado rapidamente debido principalmente a la intervencion de los seres humanos. Objetivo: Analizar la variabi-
lidad genética de este mosquito mediante la comparacion del Segundo Espaciador Transcrito Interno (ITS 2) pertene-
ciente al ADN ribosomal (rADN). Materiales y Métodos: Se analizaron muestras de ocho localidades (Jaén, Tingo
Maria, lquitos, Lambayeque, el distrito de El Rimac, Sullana y Zarumilla) y uno de la provincia de Huaquillas (Ecuador).
El andlisis de la variabilidad se determind usando la técnica conocida como SSCP (Single Stranded Conformation
Polymorphism). Resultados: El estudio muestra que existe variabilidad genética entre las poblaciones analizadas,
principalmente entre las muestras localizadas en la costa del Pera (Zarumilla, El Rimac, Sullana) y Huaquillas y las
muestras del nororiente (Tingo Maria, Iquitos, Jaén y Lambayeque) Conclusién: Se determinaron dos variantes
genéticas entre las poblaciones de Aedes aegypti: Costefia y Nororiental, que probablemente provienen de dos
ancestros diferentes y cuyo ancestro comin sufrié de aislamiento por distancia. Se observé que no existe relacion
entre las distancias genéticas y las distancias geograficas indicando que la migracion de estas poblaciones es el
resultado de la intervencién de los seres humanos que diseminan al vector y no por la migracién activa del mosquito.
Se plantea el papel de la Cordillera de los Andes en la migracién y separacion de las poblaciones de Aedes.

Palabras clave: Aedes/genética; Variacion (Genética); Polimorfismo Conformacional Retorcido-Simple(SSCP);
Pert. (fuente: BIREME).

ABSTRACT

Aedes aegypti is the responsible vector for transmission of dengue fever virus, and its geographical distribution has
been widely broadened, mainly because of human intervention. Objectives: To analyze the mosquito genetic variability
comparing the Second Internal Trascribed Spacer (ITS-2) from the ribosomal DNA (rDNA). Materials and Methods:
Samples from seven Peruvian sites (Jaen, Tingo Maria, lquitos, Lambayeque, Rimac district in Lima, Sullana, and
Zarumilla) and one site from Ecuador (Huaquillas Province) were assessed. Variability analysis was determined
using the SSCP (Single-Stranded Conformational Polymorphism) technique. Results: The study shows that there are
genetic variability between the analyzed populations, mainly between the samples from the Peruvian northern and
central coast (Zarumilla, Sullana, and Rimac) as well as in the Ecuador sample (Huaquillas) and the samples from the
northeastern region in Peru (Tingo Maria, lquitos, Jaen, and Lambayeque). Conclusions: Two genetic variants were
determined for Aedes aegypti populations: Coastal and northeastern, which probably come from different lineages,
and whose common ancestor became isolated because of the distance. It was observed that there is no relationship
between genetic distances and geographical distances, indicating that the migration of the mosquito populations is a
consequence of human intervention disseminating the vector and not because of active mosquito migration. We
propose that there is a role for the Andes Mountains with respect to Aedes populations migration and separation.

Key words: Aedes/genetic, Variation (Genetics), ITS 2, Single-Stranded Conformational Polymorphism (SSCP),
Peru. (source: BIREME).

INTRODUCCION de 100 paises del mundo, es endémica en la mayoria

de las regiones tropicales y subtropicalest. En los Ulti-
El dengue es una de las enfermedades virales méas mos 50 afios la incidencia ha aumentado 30 veces, se
importantes en cuanto a la morbilidad y mortalidad ha estimado que en el mundo existen 2500 millones
que afecta a miles de millones de personas en mas de personas que viven en zonas de riesgo, se calcula
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gue cada afio se infectan entre 50 y 100 millones de
personas por dengue, de los cuales entre 250 mil y
500 mil casos son dengue hemorragico (DH) con por
lo menos 22 000 de muertes, afectando sobre todo a
niios menores de 15 afios'2. Se estima que en los
siguientes 10 afios, el ambiente y la sociedad deter-
minaran que el riesgo de transmision del dengue con-
tinbe expandiéndose, y otro billon de personas estara
en riesgo de adquirir la enfermedad, como producto
de la intensificacion del proceso de urbanizacién y de
los cambios en el clima global y local*“.

Debido a que hasta hoy no se encuentran disponibles
ni una vacuna y ningun tratamiento especifico contra
esta enfermedad, la prevencion del dengue depende
enteramente del control de su vector Aedes aegypti, el
cual transmite el virus a través del ciclo mosquito-hom-
bre-mosquito*®€.

Aedes aegypti es considerado como uno de los
vectores mas eficientes en la transmision del dengue
debido a que es altamente antropofilico, vive y se re-
produce dentro de las casas'®. Este mosquito ha ex-
pandido rapidamente su distribucion geografica debi-
do a la falta de atencién a los programas de control y
erradicacion, al rapido crecimiento y urbanizacion de
las poblaciones humanas que originan el aumento de
las vias y medios de transporte®s.

En nuestro pais, Ae. aegypti fue detectado por primera
vez en el aflo 1852, este mosquito habria ingresado
por la frontera norte desde la regién de Guayaquil (Ecua-
dor), extendiéndose progresivamente a lo largo de la
costa, incluyendo a Lima’. En 1934, se determind que
191 localidades de 11 departamentos estaban infes-
tadas con Ae. aegypti iniciandose en 1938, las prime-
ras campafias de control antiaédica®. En 1948 se
implement6 el programa de erradicacion y en 1958 se
anuncié la erradicacion de Ae. aegypti como resultado
de la intensa campafia de control ejecutada por el Mi-
nisterio de Salud con el apoyo de la Organizacion Pa-
namericana de la Salud (OPS)’.

Sin embargo, una reinfestacion de Ae. aegypti fue de-
tectado en Loreto en 1984, de donde se expandi6 ha-
cia San Martin y Huanuco. En los siguientes afios su
presencia se reporto en la regién oriental, la selva cen-
tral y la regién norte del pais’. En el afio 2000 Ae.
aegypti ya habia infestado 111 distritos del pais (re-
partidos en 12 departamentos) encontrandose inclu-
so en Lambayeque, La Libertad, Ancash y Lima&.

En julio de 2001 Sevilla A et al.” reportaron la presencia
de Ae. aegypti en la ciudad de Lima (distrito del Rimac),
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sefialaron ademas que hasta esa fecha este mosqui-
to habia sido colectado en al menos 15 de los 24 de-
partamentos del pais. Por ultimo, en el afio 2002, se
notificé su presencia en los distritos de Ate Vitarte y
Puente Piedra (Lima)® convirtiéndose en un riesgo
potencial para la salud publica.

La diseminacion del dengue puede ser directamente
atribuida a Ae. aegypti el cual se ha distribuido am-
pliamente en todo el mundo. Segun Aitken T et al.* la
divergencia genética de las especies con frecuencia
esta asociada a la ampliacién geografica de ellos,
dando origen a la aparicion de poblaciones alopatricas
genéticamente divergentes. Asimismo, estos autores
sefialan que en el caso de este mosquito, la divergen-
cia genética podria afectar o incluso mejorar su capa-
cidad de transmitir el virus dengue.

La capacidad vectorial puede expresarse de manera
diferente entre cepas de mosquitos o entre especies
cercanamente relacionadas, ya que se sabe que di-
cha capacidad se determina genéticamente en pobla-
ciones diferentes. Esta caracteristica hace que Ae.
aegypti sea una especie compleja en el sentido de
que presenta variaciones morfolégicas, fisiolégicas y
de conducta mucho mayores que la mayoria de otros
insectos™:.

Una forma de analizar la variacién genética es me-
diante la comparacién de las secuencias del ADN
ribosomal (rADN), y més especificamente las regio-
nes que corresponden a los Espaciadores Transcritos
Internos o Internal Transcribed Spacer (ITS por sus
siglas en inglés), los cuales son adecuados para rea-
lizar estudios filogenéticos debido al relativo grado de
conservacion entre los componentes de un rADN en
distintas poblaciones del vector!?4,

Entre las herramientas moleculares actualmente dis-
ponibles se tiene el Single Stranded Conformational
Polymorphism (SSCP), método que es ampliamente
usado en el analisis de mutaciones, estructuras
genéticas y genética de poblaciones debido a su ex-
trema sensibilidad y poder de resolucién?>?2, Esta téc-
nica se basa en la movilidad electroforética diferencial
de moléculas de ADN de cadena simple’®, es decir
cualquier mutacién que afecte las interacciones den-
tro de una secuencia de nucleétidos va a generar es-
tructuras secundarias diferentes que alteraran su
movilidad durante la electroforesis. Asi, moléculas di-
ferentes (distinta secuencia de nucleétidos) van a te-
ner diferentes movilidades electroforéticas, mientras
gque moléculas idénticas (misma secuencia de
nucledtidos) tendran movilidades idénticas?’.
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Por tanto, el objetivo del presente estudio fue determi-
nar las variantes genéticas de Ae. aegypti que estan
circulando en algunas localidades del pais a través de
la comparacién del Segundo Espaciador Transcrito
Interno (ITS 2) haciendo uso del SSCP.

MATERIALES Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

Se analizaron siete mosquitos Ae. aegypti por cada
una de las zonas donde se realiz6 la colecta de este
vector, dichas zonas fueron: Sullana (Piura), Zarumilla
(Tumbes), Iquitos (Loreto), Lambayeque, Jaén
(Cajamarca), Tingo Maria (Huanuco), San Juan de
Amancaes del distrito de El Rimac (Lima) y la provin-
cia de Huaquillas (Ecuador). Las muestras se conser-
varon en alcohol al 70%, luego fueron enviadas desde
los laboratorios referenciales de dichos departamen-
tos hasta los laboratorios centrales de entomologia y
biologia molecular del Instituto Nacional de Salud. Para
la identificacion taxonémica de la especie los
entomologos siguieron las claves dicotomicas de
Savage y Smith?3, Forattini** y Carpenter y La Casse?.

SET DE OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucleotidos o primers usados para la ampli-
ficacion del ITS 2 fueron reportados por Wesson et
al.** y fueron sintetizados, a solicitud nuestra, por
Integrated DNA Technologies, Inc. (USA). La secuen-
cia de estos oligonucleotidos se detalla a continua-
cién:

CP - P1A 3'- GTGGATCCTGTGAACTGCAGGACACAT

CP - P1B 5- GTGTCGACATGCTTAAATTTAGGGGGT.

AISLAMIENTO DE ADN DE MOSQUITOS

El aislamiento del ADN se llevo a cabo usando el Kit
Genomic Prep™ Cells and Tissue DNA Isolation Kit
(Amersham Biosciences) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Brevemente, cada mosquito fue tritura-
do individualmente en 150 uL de PBS 1X (pH 7) usan-
do un microhomogeneizador descartable estéril, lue-
go se agreg6 200 uL de la solucion de lisis helada al
cual se le agregd 3 uL de proteinasa K (20 mg/mL) y
se dejo incubando a 55 °C en bafio maria durante 12
horas. Luego se le agregé 3 uL de la solucién de
RNasa A (10 mg/mL) y se incub6 a 37 °C durante 30
minutos. A la solucién se le agreg6 200 ulL de la solu-
cion precipitante de proteinas mezclandose por agita-

cion luego los tubos fueron centrifugados a 14000 x g
por 5 minutos. EI ADN fue precipitado con 600 uL de
isopropanol absoluto y lavado con 600 uL de etanol al
70%. Finalmente el ADN precipitado fue resuspendido
con 50 uL de la solucién de hidratacion y se dejo a 4 °C
durante 12 h. Finalmente, la muestra se calenté a 65 °C
durante 1 hora para ayudar a que el ADN se disperse y
se conservo a 4 °C.

La concentracion del ADN fue cuantificada usando un
espectrofotometro UV/Visible (Spectronic 21D) a 260 y
280 nm. Se asumio que para el ADN de doble hebra 1
D.O,,, esigual a 50 mg/mL de ADN. La pureza del ADN
extraido se obtiene de la relacion de D.O 260 nm/280

nm el cual debe ser mayor de 1,72,

AMPLIFICACION DEL ITS2 POR LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La optimizacion de los diversos parametros necesa-
rios para la estandarizacion del PCR fueron realiza-
das segun lo descrito?. La concentracion final de la
reaccion de PCR fue de 1X para el buffer, 200 uM para
la mezcla de nucleodtidos, 0,28 uM para cada uno de
los primers, 2,25 mM de MgCl,, 20 ng de ADNy 1U de
Taq Gold® ADN polimerasa (Applied Biosystems) para
25 mL de volumen final de reaccion. El PCR fue reali-
zado en un termociclador 2400 (Applied Biosystems)
donde los ciclos de amplificacion fueron: 1 ciclo de
denaturacion inicial a 95 °C x 10 minutos; 30 ciclos de
95 °C x 30 segundos; 60,8 °C x 1 minuto y 72 °C x 30
segundos y una extension final de 72 °C x 10 minutos.

Cinco microlitros de la reaccion de PCR fueron colo-
cados en un gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE 1X
junto con 250 ng de un marcador de peso molecular
(100 pb DNA Ladder, Promega). El gel fue sometido a
electroforesis horizontal a 100 V por 40 minutos, pos-
teriormente fue tefiido con una solucién de 0,5 ug/mL
de bromuro de etidio por 10 minutos, los productos de
amplificacion fueron primero visualizados en un
transiluminador de luz UV (UVP) y luego fotografiados
usando una camara Polaroid® y peliculas Polapan
665, 1S0 80/20° (Polaroid).

PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PCR DE ITS 2

Los productos de PCR fueron purificados a partir de
gel de agarosa de bajo punto de fusién (LMP)
(Promega), 25 uL del producto de PCR fue corrido en
dicho gel a 70 V durante 60 minutos. Las bandas de
ADN correspondientes al ITS 2 se extrajeron usando
laminillas cubreobjetos estériles cortando las porcio-
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nes de agarosa que contenian la banda amplificada,
los cuales fueron colocados un tubos de 1,5 mL. El
ADN fue liberado del gel utilizando el Kit QIAquick Gel
Extraction (Qiagen) siguiendo el procedimiento des-
crito por el fabricante. Los productos de amplificacion
correspondientes al ITS 2 se almacenaron a —20 °C y
se usaron para el SSCP.

SSCP (SINGLE STRANDED CONFORMATIONAL
POLYMORPHISM)

Los productos purificados del ITS 2 fueron sometidos
a una electroforesis vertical en gel de poliacrilamida
no denaturante 0,5X (Gel MDE, BioWhittaker Molecular
Bioproducts). El gel se prepar6 se mezclando 1,25 mL
de Gel MDE 2X, 0,6 mL de buffer TBE 5X, 3,15 mL de
agua, 7 uL de TEMED y 70 uL de APS al 10% y se dejo
polimerizar por 30 minutos a temperatura ambiente.
Se tomo6 5 uL del producto purificado de cada locali-
dad y se mezclo a razén de 1:1 con una solucién
denaturante (sucrosa 50%, NaOH 0,015 N, azul de
bromofenol 0,25% y formamida 30%), las muestras
fueron calentadas a 95 °C durante 5 minutos e inme-
diatamente después fueron colocados en hielo. Esta
solucién denaturada fue colocada en el gel MDE ya
preparado y sometido a electroforesis con buffer TBE
0,6X a 150 V por 2 h.

El gel fue tefiido con nitrato de plata con algunas modi-
ficaciones?. El gel fue fijado con 100 mL de acido acé-
tico glacial al 10% durante 30 minutos luego lavado
con agua destilada por tres veces durante 2 minutos
cada vez. Después de eliminar el agua el gel se secé
por 10 segundos, luego del cual se colocé en 100 mL
de la solucion de tincion (AgNO, 0,1% w/v y 150 ulL de
formaldehido 37%) durante 30 minutos. Posteriormente
el gel fue lavado con agua destilada por 5 segundos
luego del cual fue colocado en la solucién de revelado
(Na,CO, 3%, 150 uL de formaldehido 37% y 400 uL de
tiosulfato de sodio pentahidratado 10 mg/mL), hasta
la apariciéon de las bandas, en ese momento se agre-
g6 100 mL de la solucion de fijacion fria hasta que el
burbujeo generado se detuvo. Finalmente el gel fue
colocado sobre papel filtro 3 MM y se sec6 en un seca-
dor de geles 583 Gel Dryer (BioRad) durante 30 minu-
tos a 80 °C.

DETERMINACION DE LAS DISTANCIAS DE
CORRIDA (RF)

Dado que los resultados del SSCP se expresan en

indices de similitud o diferencia de las distancias al-
canzadas por las cadenas simples de ADN durante la
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corrida electroforética, el procedimiento para obtener
dicho indice fue el siguiente: Para cada mosquito se
calculé de manera separada las distancias de corrida
(Rf) alcanzadas por cada una de las dos bandas de
cadena simple de cada ITS 2 amplificado (Rf, y Rf,),
luego se obtuvo un Rf promedio (pr) para los 7 mos-
quitos de cada localidad analizada. El analisis esta-
distico de los resultados se realizé usando la prueba
F de Fisher y la comparacion de medias se hizo con el
método de Tukey?®.

Finalmente, se determiné el porcentaje de similitud
de los Rf promedio entre los departamentos analiza-
dos, es decir si siete mosquitos de un departamento
obtenian el mismo Rf promedio que otros siete mos-
quitos de otro departamento, estos tenian 100% de
similitud. Con estos resultados se construyd una ma-
triz de similitud que sirvié para la construccion de un
arbol filogenético utilizando el método de evolucion
minima usando el software Mega Ver. 2,1%°, debido a
que se estaba analizando la variacién genética de un
mismo locus dentro una misma especie®’.

MATRIZ DE DISTANCIAS GEOGRAFICAS

Para la construccién de esta matriz, se tomaron en
cuenta las distancias entre cada uno de los departa-
mentos donde las muestras fueron colectadas, dichos
datos fueron proporcionados por el Instituto Geogréfi-
co Nacional (IGN), y al igual que la matriz de similitud
del SSCP, también se construy6 un arbol de distan-
cias entre los departamentos para relacionarlos.

Figura 1. Producto de amplificacion del ITS 2.

Se muestra la optimizacion de la concentracién del i6n
magnesio. M: Marcador de peso molecular; A, C, E, G, |, K =
Ae. aegypti de Jaén (Cajamarca); B, D, F, H, J, L = Ae. aegypti
de Lambayeque.AyB:2mM; CyD: 2,1 mM;Ey F:2,2mM; G
yH:2,3mM; 1y J:2,4mM; Ky L:2,5mM;y N: Control Negativo.
Gel de poliacrilamida al 6%.
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Ja Hug Tm Ig La Ri Su Za

Figura 2. Geles MDE con bandas resultantes del SSCP tefii-
dos con plata.

Las flechas sefialan los diferentes patrones de corrida que
representan estructuras secundarias diferentes, para el ana-
lisis se midieron las dos bandas mas fuertes. El orden es el
mismo en ambos geles: Ja = Jaen (Cajamarca), Huq = Huaquillas
(Ecuador), Tm = Tingo Maria (Huanuco), Iq = Iquitos (Loreto),
La = Lambayeque, Ri = El Rimac (Lima), Su = Sullana (Piura) y
Za = Zarumilla (Tumbes).

RESULTADOS
AMPLIFICACION Y PURIFICACION DEL ITS 2

El tamafio del producto obtenido fue de aproximada-
mente 350 pb (Figura 1), la purificacion se hizo nece-
saria debido a que fue dificil obtener una sola banda
pues a pesar de que los primers usados habian sido
disefiados a partir de las regiones conservadas del

18S y 28S para los extremos 3’ y 5’ respectivamente
éstos no se unieron especificamente a la region de-
seada del ADN. Hay que mencionar que los primers
usados (CP-P1A y CP-P1B) fueron disefiados para
amplificar el ITS 2 de Ae. aegypti formosus* mientras
que la subespecie circulante en nuestro pais es Ae.
aegypti aegypti. Una vez finalizada esta etapa se tuvie-
ron en total, las regiones amplificadas y purificadas de
56 mosquitos.

DETERMINACION DEL POLIMORFISMO DE Ae.
aegypti MEDIANTE SSCP

Para el célculo de los Rf se tomaron en cuenta las dos
bandas mas fuertes, dejandose de lado aquellas ban-
das débiles que también se encontraron en la corrida
(Figura 2). Los Rf obtenidos estuvieron dentro del ran-
go de 1,5 a 2,8 cm siendo el promedio total igual a
2,17 cm (Tabla 1). El analisis estadistico no revel6 di-
ferencias significativas entre los pr de las muestras
de unalocalidad con respecto al pr de otra (Fc=0,171,
Ft = 2,21; a = 0,05). Asimismo, el numero de Tukey
calculado fue de 0,695, y ninguno de los valores obte-
nidos en la comparacion de los pr fueron
estadisticamente significativos (p > 0,05).

Por otro lado, la construccién de la matriz de similitud
y diferencia con los Rf obtenidos (Tabla 2) dieron como
resultado un arbol filogenético (construido bajo el mo-
delo de evolucion minima) donde se encuentran dos
clusters o variantes principales (Figura 3). La primera
variante agrupa a Tingo Maria, Iquitos, Lambayeque y
Jaén; y la segunda a Huaquillas (Ecuador), Zarumilla,
al distrito de El Rimac y Sullana. Esta matriz arroj6é una
distancia promedio total entre las variantes igual a
71,4%.

Al analizar los perfiles de corrida dentro de las pobla-
ciones (siete mosquitos por departamento) no se en-

Tabla 1. Rf promedio (Rf)) calculados después del analisis de SSCP por cada localidad.

JA HUQ ™ IQ LA RI SU ZA
2,4 2,4 2,4 2,4 25 2,6 2,6 2,6
2,5 2,6 2,7 2,7 2,7 2,7 2,8 2,7
1,8 2 2,2 2,3 2,2 2,2 2,2 2,0
2,6 2,5 2,4 2,4 2,5 2,4 2,4 2,3
2,0 2,2 2,1 2,1 2,0 19 19 1,8
1.8 1,8 2,0 1,9 1,9 1.8 1.8 1.8
1,6 1,5 1,6 1,6 1,6 1,5 2,3 1,5

Ja = Jaén, Huq = Huaquillas, Tm = Tingo Maria, Iq = Iquitos, La = Lambayeque, Ri = El Rimac,

Su = Sullana 'y Za = Zarumilla.
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Tabla 2. Matriz de similitud y diferencia de los valores Rf obtenidos por SSCP.

% Ja Huq Tm Iq La Ri Su Za
Ja 71 71 71 86 86 86

Huq 29 86 86 86 71 86 57

Tm 29 14 29 57 57 71 86
Iq 29 14 71 57 71 86 86
La 29 14 43 43 71 86 86
Ri 14 29 43 29 29 29 43
Su 14 14 29 14 14 71 71
Za 14 43 14 14 14 57 29

Esquina inferior izquierda (celeste): porcentaje de similitud. Esquina superior derecha (ro-

sado): porcentaje de diferenciacion.

Ja =Jaén, Hug = Huaquillas, Tm = Tingo Maria, Iq = lquitos, La = Lambayeque, Ri = El Rimac,

Su = Sullana 'y Za = Zarumilla.

contré ninguna diferencia, pues todas tenian las mis-
mas distancias.

ANALISIS DE DISTANCIAS GEOGRAFICAS

La relacion geografica entre las localidades estudia-
das esta representada en la Figura 4. Este dendograma
muestra dos ramas principales, la primera de ellas a
su vez esté dividida en otras dos subramas, la primera
agrupa a Huaquillas (Ecuador) y Zarumilla; Sullana,
Jaén y Lambayeque en tres diferentes clusters mien-
tras que la segunda subrama sélo tiene a lquitos. Fi-
nalmente, la segunda rama principal sostiene a las
localidades de Tingo Maria y El Rimac (Lima). Nétese

Tingo Maria
{ Iquitos

Lambayeque

Jaén

Huaquillas
4' Zarumilla

Rimac
4|_ Sullana
}Ti

Figura 3. Arbol filogenético construido a partir de la matriz del
SSCP obtenido por el método de minima evolucién usando el

software Mega Ver. 2,1.
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que el arbol generado agrupa a las localidades del
norte en un cluster y a las del centro en otro cluster.

DISCUSION
ESPECIFICIDAD DEL PCR

Considerando el hecho de que los primers no fueran
especificos para la especie y teniendo en cuenta que
el genoma de un mosquito de Ae. aegypti cuenta con
un promedio de 1200 copias de cistrones de rDNA
ribosomal®, fue muy dificil obtener una banda especi-
fica perteneciente al ITS 2. La aparicion de bandas

Huaquillas
4:rumilla
| Sullana
Jaén
myeque
Iquitos
[ Tingo Maria
L Rimac
200

Figura 4. Dendrograma de las distancias geogréaficas entre
los departamentos de donde se obtuvieron las muestras de
Aedes aegypti. Los datos fueron obtenidos del Instituto Geo-
grafico Nacional. El valor numérico esta expresado en km.
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adicionales o inespecificas (Figura 1) podrian ser re-
sultado de la variacién intragendmica de esta region,
lo cual provoca que un genoma simple contenga
parélogos divergentes®, y en el caso especifico de Ae.
aegypti tal variacién intragenémica origina una varia-
cién intraespecifica que alcanza el 1,17%**. Ademas,
la aparicién de dichas inespecificidades puede tam-
bién ser explicadas por la aparicion de problemas de
unién entre los primers y los sitios de alineamiento®.
Es por esta razén que no quedo otra alternativa que
purificar, a partir de gel de agarosa, el producto del
PCR que posteriormente fue empleado para desarro-
llar los andlisis del SSCP, ya que esta es una técnica
que sobretodo exige pureza del producto?®.

SSCP

En algunas corridas se aprecio la aparicion de ban-
das adicionales a las dos esperadas (cada una co-
rrespondiente a cada cadena simple) (Figura 2). Las
verdaderas causas de estas observaciones aun per-
manecen sin definir. Sin embargo, una hipotesis es
que la cadena simple de ADN adopta una de un name-
ro reducido de conformaciones? los cuales produci-
rian un numero limitado de cambios de movilidad aso-
ciados a substituciones de bases simples. Una ban-
da bastante marcada o condensada podria pertene-
cer a una conformacién Unica predominante o a un
grupo de conformaciones que se interconvierten rapi-
damente, mientras que la interconversiéon mas lenta
puede ser la explicacion de la aparicién de bandas
dispersas. So6lo dos bandas a partir de un segmento
implicaria que so6lo existen dos conformaciones o dos
grupos de conformaciones que no se interconvierten
entre si?.

VARIABILIDAD GENETICA Y DISPERSION DE Ae.
aegypti

Segun el analisis del SSCP, las poblaciones de Ae.
aegypti estudiadas pueden ser divididas en dos gran-
des grupos o clusters o variantes genéticas principa-
les, el primero incluye a Iquitos, Jaén, Lambayeque y
Tingo Maria; y el segundo incluye a Huaquillas (Ecua-
dor), Zarumilla, Sullana y ElI Rimac (Lima) (Figura 3)
notandose claramente dos poblaciones, una Costefia
y otra Nororiental. Segun De Sousa et al.*4, el conoci-
miento del origen geogréfico de los mosquitos intro-
ducidos puede ser muy Util para identificar los patro-
nes potenciales o actuales del flujo de genes de los
vectores que con el tiempo generaran polimorfismo
genético. Por lo tanto, si se toma en cuenta el proceso
de invasion de Ae. aegypti al Perl, primero en 1852

por Ecuador y luego en 1984 por lquitos, puede
asumirse que este vector provendria de dos ancestros
diferentes cuyo ancestro comdn cambié a través del
tiempo y estuvo sujeto a «aislamiento por distancia»
al tomar dos rutas distintas (divergencia alopatrica)
cuando ingreso al Per(, haciendo que ambas pobla-
ciones (costa norte y nororiente) sean diferentes. Nues-
tros resultados demostraron que las divergencias
genéticas eran independientes de las distancias geo-
gréficas (compérese las figuras 3 y 4), tal como fue
determinado en varios estudios recientes donde se
analizé la distancia intraespecifica entre poblaciones
de Ae. aegypti, y no se hallé ninguna correlacion entre
las distancias genéticas y geograficas3+3.

Es sabido que el flujo de genes entre poblaciones
disminuye con el aumento de las distancias geogréfi-
cas, lo cual es conocido como aislamiento por distan-
cia. Para el caso de Aedes aun no se ha determinado
la distancia exacta del aislamiento genético, pero un
estudio en Puerto Rico dice que a 100 km el flujo de
genes sigue siendo continuo®. En el caso de las po-
blaciones peruanas de Ae. aegypti, éstas estan sepa-
radas por la Cordillera de los Andes, la cual es una
barrera geogréafica que no puede ser cruzada por los
mosquitos, por eso las poblaciones del nororiente y la
costa norte son diferentes.

El flujo de las poblaciones de Aedes definitivamente
esta relacionado con la migracion del hombre, sus
relaciones comerciales y el transporte. Esto se ve re-
flejado en Zarumilla, Sullana y la provincia ecuatoriana
de Huaquillas, donde estas tres localidades compar-
ten la misma poblacién de mosquitos.

La poblacion de Ae. aegypti de Tingo Maria, estd méas
relacionada con la poblacion de Iquitos, lo que indica-
ria que la migracion va de norte a sur; lo mismo suce-
de con la poblacion presente en El Rimac, la cual esta
relacionada con Sullana, y a su vez esta con la de
Zarumilla (Figura 5). Sin embargo, no es posible ha-
cer mayores presunciones con respecto a la migra-
cion de la poblacion de El Rimac porque se carecio de
muestras pertenecientes a departamentos interme-
dios entre Lima y Piura a excepcion de Lambayeque.

Con respecto del medioambiente, la diferenciacion
genética también puede atribuirse a la heterogenei-
dad del habitat. Las poblaciones que viven en hébitats
aislados o extremos pueden alterar su composicién
genética®. Por esta razon las poblaciones pertene-
cientes a las areas secas como la costa también son
diferentes de aquellas poblaciones de areas hime-
das como lquitos y Tingo Maria. Ademas, probable-
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Figura 5. Variantes genéticas de Aedes aegypti.
Las flechas celeste sefialan la probable migracién de la variante Nororiental, mien-
tras que las naranjas sefialan la de la variante costefa.

mente ésta sea la razén por la cual las poblaciones de
Aedes presentes en Lambayeque y Jaén,
geograficamente muy cercanas, estén mas relaciona-
das con la poblacién nororiental, pues estos departa-
mentos no comparten las mismas caracteristicas
climéticas que Piura o Tumbes donde el clima es céa-
lido y muy seco, sino que mas bien tienen un clima
semicalido y humedo para el caso de Lambayeque y
templado humedo para el caso de Jaén. Estudios pos-
teriores donde se realizaron andlisis de secuencias
nucleotidicas han ubicado a la poblacién de
Lambayeque dentro de la variante costera (dato no
mostrado que sera publicado posteriormente).

En cuanto a la migracion de Ae. aegypti, no se ha po-
dido comprobar que el mosquito esta migrando de
norte a sur, pero la distribucion de las poblaciones y la
historia de infestacion en nuestro pais, indican que la
direccion seguida por este mosquito es en esa direc-
cion, dividida por la Cordillera de los Andes, originan-
do la existencia de las variantes Costefia y Nororiental
de Ae. aegypti en el Peru.

La migracion y dispersién de este vector es principal-
mente producto de las migraciones humanas, tran-
sacciones comerciales y medios de transporte (mi-
gracién pasiva)®, méas que debido a la migracién acti-
va del mosquito. Ademas, como no existe relacion en-
tre las distancias genéticas de las poblaciones de
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Aedes estudiadas y las distancias geograficas de las
localidades analizadas, entonces es muy probable que
las barreras geogréaficas desempefien un papel im-
portante sobre el flujo de poblaciones y en nuestro
pais la Cordillera de los Andes estaria separando las
dos variantes determinadas en este estudio.

No podemos descartar que los huevos o larvas pue-
den ser llevados por el hombre de un lugar a otro
(antropocoria) y mezclarse con las poblaciones nati-
vas, en nuestros estudios no hemos encontrado Aedes
de la variante costefia en la region oriental y viceversa.

En este estudio el SSCP ha probado ser un método
atil, barato, sencillo y rapido para la busqueda y deter-
minacién de variantes genéticas de Ae. aegypti o cual-
quier otro insecto con cierta precisién, sin embargo
como los datos del SSCP son obtenidos midiendo los
Rf de las bandas, los valores muchas veces estan
sujetos a la interpretacion subjetiva que dependen de
la experiencia del investigador, asi en nuestro estudio
SSCP no fue capaz de discriminar fehacientemente
las poblaciones de Aedes analizando las bandas ge-
neradas en los geles, debido a que al aplicar el anali-
sis estadistico no hubo diferencias significativas entre
las localidades (Ft > Fc), sin embargo cuando se apli-
co el andlisis filogenético utilizando minima evolucion
recién se logré determinar a las variantes de las po-
blaciones de Aedes. Una explicacion posible es que el
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SSCP no tiene el suficiente poder discriminativo en
poblaciones cuya distancia filogenética es muy corta o
esta en proceso de divergencia genética tal como esta
sucediendo con las poblaciones de Aedes estudia-
das por lo que es util ademas utilizar otro tipo de ana-
lisis que apoyen al SSCP; pero en poblaciones cuya
filogenia esta bien establecida el método tiene un gran
poder de discriminacion.

Es la primera vez que se hace este tipo de estudio de
polimorfismo genético de este vector en el Perl y debi-
do a la importancia que representa para la salud pu-
blica era necesario conocer y tener un panorama de
como son las poblaciones de Ae. aegypti en el pais.
Nuestros resultados nos llevaron a iniciar otros estu-
dios més precisos utilizando marcadores genéticos
mas finos que abarquen todo el genoma con el fin de
determinar con mayor precision la variabilidad genética
y las rutas de migracion de este vector.
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