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RESUMEN

INTRODUCCION

Anopheles punctimacnla .. es un vector de la malaria de importancia local en Colombia. A pesar de su importancia epidemio-
légica, se conoce poco sobre su variabilidad genética en las areas endémicas para la malaria donde se encuentra presente.
Entre estas, las regiones de El Bajo Cauca y Alto Sinu son las que reportan el mayor nimero de casos anuales de malaria
en el pais. Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar la variabilidad genética de An. punctimacula s. en dos localidades
de cada regién, Nechi y Monterfa. El conocimiento obtenido permitira orientar el disefio de medidas de control vectorial
dirigidas y efectivas.

MATERIALES Y METODOS

A partir del ADN de 20 hembras de Angpheles punctimacula s.l., se amplificaron los fragmentos del gen mitocondrial COI'y
el nuclear CPS-CAD. Se estimaron parametros de diversidad nucleotidica, diversidad haplotipica, estructura genética y flujo
de genes para las poblaciones.

REesuLtADOS

Se obtuvieron 18 secuencias de cada marcador; de un tamafio de 719 pb para el gen CPS-CAD y de 1.158 pb para COL En
las secuencias CPS-CAD se detectaron cuatro sitios polimérficos y en las de COL seis. Los analisis de estructura genética
para CPS-CAD (F = 0,00054) y COI (F_ = 0,00049;), indicaron ausencia de diferenciacién genética y los valores de N
(CPS-CAD= 7.78562; COI= 780.5199), evidencian un alto flujo de genes entre las poblaciones de Axn. punctimacula s.1. de

ambos municipios.

CONCLUSIONES
Dada la baja estructuracion detectada y el alto flujo de genes entre las poblaciones de An. punctimacuia s.l. de Nechi y Mon-
terfa sugieren que ellas son genéticamente similares.
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ABSTRACT El Bajo Cauca - Alto Sint regions report the highest

number of malaria cases in the country. Therefore, the
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Anaopheles punctimacnla sl. is a locally important malaria
vector in Colombia. Despite its epidemiological
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MATERIALS AND METHODS

Starting with the DNA of 20 An. punctimacula s.l.,
females, fragments of the mitochondrial gene COI
and nuclear CPS-CAD were amplified. Nucleotide
diversity, haplotype diversity, genetic structutre
and gene flow parameters were estimated for the
populations.

ResuLts

Eighteen nucleotide sequences were obtained for each
marker with a size of 719 bp for CPS-CAD and 1,158 bp
for COL In the CPS-CAD sequences four polymorphic
sites were detected and in COL six. The genetic structure
analyses for CPS-CAD (F = 0.00054) and COI (F =
0.00049) indicated lack of genetic differentiation and
the N values (CPS-CAD= 7,78562; COI= 780,5199),
evidenced high gene flow between the An. punctimacula

s.I. populations of both municipalities.

CONCLUSIONS

Because of the low population structure detected and
the high gene flow between the An. Punctimacula s.l.
populations from Nechi and Monteria suggest that

they are genetically similar.
KEey woRrps

Anapheles punctimacnla, CPS-CAD, COI, Malaria,
Genetic variability.

INTRODUCCION

LLa malaria continua siendo un grave problema de salud
publica en el mundo; es producida por parasitos del
género Plasmodinm spp., de los cuales, cinco especies
causan la enfermedad en humanos, P. vivax, P. falipa-
rum, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi, son transmitidos
por mosquitos hembras del género Anopheles.1 Se-
gun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en el 2013, en el mundo, se registraron 198
millones de casos de la malaria y 584.000 muertes.2 En
Colombia, esta enfermedad tiene un alto impacto epi-
demioldgico debido a que casi el 85% del territorio ru-
ral estd situado por debajo de los 1.600 metros sobre el
nivel del mar, presentando las condiciones climaticas y
ambientales adecuadas para la transmisién.3 Aunque la
mortalidad por la malaria ha disminuido, el nimero de
casos se mantiene relativamente estable. En los afios

2013 y 2014 se reportaron 59.222 y 38.233 casos de
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malaria, respectivamente;4,5 sin embargo, se conside-
ra que existe un importante subregistro de los casos.6
Entre las areas endémicas para la malaria de Colombia,
la regién Uraba, Bajo Cauca y Alto Sinu, que compren-
de los Departamentos de Antioquia y Cérdoba, es la
que reporta el mayor numero de casos del pafs.7 En el
afio 2014, se notificaron para esta region 10.584 casos
de los 38.464 registrados para el pais.8

En Colombia existen alrededor de 47 especies de
Anopheles,9-10 distribuidas en cinco subgéneros; no
obstante, solo tres especies son reconocidas como
vectores principales: Angpheles (INyssorhynchus) albimanus
Wiedemann, Anopheles (INys.) darlingi Root y Anopheles
(Nys.) nuneztovari Gabaldon, y seis vectores de impor-
tancia local, entre ellos, Awopheles (Angpheles) punctima-
ctla Dyar & Knab.7,1 Recientemente, Anopheles (Ano.)
calderoni Wilkerson y Anopheles (INys.) triannulatus Neiva
& Pinto fueron detectados infectados naturalmente
con Plasmodinm spp., pero aun se desconoce su im-
portancia epidemiolégica en nuestro pais.10,12,13 Se
conoce que no todas las especies de Angpheles tienen
la misma capacidad para transmitir el pardsito.14 La
OMS sefala la importancia de la planificacién y eje-
cucién de medidas preventivas selectivas en la lucha
anti-vectorial, para el control eficaz y la prevencion de
la transmisién de la malaria;16 para ello, es necesaria la
identificacion precisa de las especies involucradas en la
transmisién.17 Se considera que en Colombia el con-
trol efectivo de vectores puede estar limitado debido a
la poca informacion que existe sobre algunas especies
de Angpheles.18 Este serfa el caso de especies como .A7.
punctimacnla, perteneciente al subgénero Anopheles, con-
siderada vector secundatio en Colombia y otros pafses
del neotrépico.19,20

La serie Arribalzagia del subgénero Anopheles com-
prende 24 especies;21 a ella pertenece el Grupo in-
formal Punctimacula, constituido por cuatro especies
morfolégicamente similares en el estadio adulto pero
que pueden tener diferencias en comportamiento y
transmision:22 An. punctimacula, An. calderoni, Anopheles
(Ano.) malefactor Dyar & Knab y Angpheles (Ano.) gnarao
Anduze & Capdevielle. Inicialmente, Az punctimacula
sl. y An. malefactor eran consideradas sinonimias, sin
embargo, el analisis morfoldgico de estadios larvales
y adultos, permitié asignatles estatus de especies se-
paradas.22 Posteriormente en Perd, fue descrita la es-
pecie An. calderoni, previamente reportada como An.
punctimacnla2l Y en Colombia y Ecuador, se reporta
Abn. calderoni en especimenes de coleccion que habian
sido identificados como An. punctimacula23 En Pana-
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ma, un pafs limitrofe con Colombia, se ha demostrado
que An. punctimacnia sl. constituye un complejo de es-
pecies que comprende por lo menos dos linajes mole-
culares geograficamente aislados, designados A y B.24
En Colombia, un estudio reciente evalud las relaciones
filogenéticas de siete especies de la Serie Arribalzagia
y confirmé molecularmente la presencia An. punctina-
ctla s.s. en el noreste del pals y la regién Caribe; estos
especimenes cortespondieron al linaje A hallado en
Panama.25 A pesar de estos hallazgos, ain hay poca
informacién sobre la bionomia y el papel en la trans-
misién de las especies de este grupo.

El conocimiento de la variabilidad genética intra-
especifica de los vectores es un aspecto que contribuye
al disefio de estrategias de control vectorial dirigidas y
efectivas, puesto que permite detectar cambios en la
dinamica de las poblaciones que pueden afectar aspec-
tos como la adaptacién ambiental, la capacidad vecto-
rial y la resistencia a insecticidas.26, 27 En este tipo de
estudios se utilizan marcadores moleculares polimor-
ficos de origen nuclear y mitocondrial que detectan
variaciones genéticas y la existencia de divergencia en-
tre los individuos,28 permitiendo realizar estudios po-
blacionales y de relaciones filogenéticas entre especies
de Anopheles.14, 29 Una region del ADN mitocondrial
que codifica la subunidad I del gen citocromo oxidasa
C (COI), ha demostrado ser de utilidad para analisis ge-
néticos poblacionales porque presenta una alta tasa de
mutacion, altos indices de variabilidad intra-especifica
y ausencia de recombinacién.30 En Colombia, COI ha
sido utilizado en estudios de variabilidad genética en
poblaciones de vectores primarios en Antioquia y Cor-
doba, como son An. darlingi y An. nuneztovari donde
hubo una baja diferenciacién genética entre las pobla-
ciones.31,32 Adicionalmente, se utiliz6 para evaluar la
estructura poblacional de An. triannulatus, demostran-
do la existencia de dos linajes mitocondriales denomi-
nados grupo 1y 11, que tienen relacién con su distribu-
ci6én al noreste y sureste del pafs.33

Ademis de COI, para el estudio de la diversidad
genética de An. punctimacnta s.l. se explor6 la utilizacion
de una regién nuclear de copia tnica, presente en el
cromosoma X, la cual codifica tres enzimas implica-
das en la biosintesis de pirimidinas, catbamoil fosfato
sintetasa (CPS), aspartato transcarbamilasa (ATC) y
dihidroratas (DHO), y es denominada CAD. De esta,
la regién CPS ha sido utilizada para la reconstruccion
filogenética de dipteros34 y para esclarecer subgéneros
y especies dentro de la familia Sarcophagidae.35

Dado a la similitud morfolégica con otras espe-
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cies del Grupo Puctimacula y al poco conocimiento
de la variabilidad genética inter e intrapoblacional de
An. punctimacnla sl., este estudio tuvo como objetivo
evaluar la variabilidad genética de este vector en dos
localidades en la zona endémica para la malaria, el Bajo
Cauca y Alto Sinu, utilizando fragmentos del gen COI
y CPS-CAD.

MATERIALES Y METODOS

COLECCION DE ESPECIMENES Y EXTRACCION DE ADN

Los mosquitos Angpheles utilizados en este trabajo fueron
recolectados durante el mes de Junio y Octubre del
2013, en el municipio de Montetia, Departamento
de Cérdoba y el municipio de Nechi, Departamento
de Antioquia, en la regiéon endémica para la malaria
El Bajo Cauca y Alto Sinu. El Instituto Nacional de
Salud a través del sistema de vigilancia rutinaria mu-
nicipal, en el 2014 reportd 33 casos de la malaria en
Montetia y 218 casos en Nechi®® Los especimenes
se recolectaron usando cebo humano, bajo consen-
timiento informado y un protocolo, aprobados por el
Comité de Bioética de la Sede de Investigacion Uni-
versitaria-SIU; la busqueda se realizé en el peridomi-
cilio hasta aproximadamente 10 metros de cada casa,
entre las 18:00 y 24:00 horas. Los mosquitos fueron
identificados por caracteres morfologicos siguiendo la
clave taxon6mica dicotémica de Gonzales & Carrejo.’
Se seleccionaron aleatoriamente 10 especimenes Ax.
punctimacula s.). de cada localidad y cada uno fue exa-
minado morfolégicamente utilizando la descripcion
de An. punctimacnia s1.7* Se extrajo el ADN a partir de
los abdomenes de cada mosquito.’” Los especimenes
An. punctimacula s.l. fueron confirmados molecular-
mente utilizando una PCR-RFLP-ITS2,.3839.40

ANALISIS IN siLICO

Se utilizaron secuencias del gen CAD de Anopheles
(Cellia) gambiae Patton de 6.844 pb*' y secuencias de
la region CPS del gen CAD de An. gambiae de 4.092
pb,** disponibles en GenBank (XM_310823.5 y
KC1771121.1), con el fin de determinar la posicién
de hibridacién de los oligonucleétidos degenerados
F581-R1098 y F806-R843* Tabla 1 y el tamafio de
amplificacién del fragmento del gen CPS-CAD. Las
secuencias obtenidas en GenBank fueron alineadas
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con los dos set de oligonucleétidos degenerados,
utilizando el algoritmo MUSCLE* en el programa
Geneious 6.0.6.*

AMPLIFICACION DEL GEN CPS-CAD.

Inicialmente, se utilizaron dos set de oligonucle6tidos
degenerados dirigidos a la region CPS del gen CAD
F581-R1098 y F806-R843 Tabla 1. Se utilizaron con-
diciones previamente descritas,**y la reaccion se opti-
mizd a las condiciones del laboratorio utilizando ADN
gendmico de especies de la serie Arribalzagia presentes
en Colombia que fueron confirmadas molecularmente
pot PCR-REFLP-TITS2,%%3%4° An. punctimacula, An. calde-
rong, An. malefactor y An. neomaculipalpus. En la primera
reaccion de la PCR anidada con los oligonucle6tidos
F581 y R1098, se amplificé un fragmento de 1.600 pb
y en la segunda PCR, se realizaron dos reacciones con
los oligonucleétidos F581-R843, y F806-1098, respec-
tivamente, se amplificaron los fragmentos de 1.040
pb y 665 pb. Estos productos fueron secuenciados y
utilizados para disefio de oligonucleétidos especifi-

cos dirigidos a un fragmento del gen CPS-CAD. Las
secuencias fueron editadas en el programa Geneious
6.0.6. Se realiz6é un andlisis BLAST* para conocer el
porcentaje de identidad genética con la regién CPS del
gen CAD de Anopheles spp. Las secuencias se alinearon
con la secuencia de la region CPS de An. gambiaé” y
con el gen CAD completo de An. gambiac”' obtenidas
en GenBank utilizando el algoritmo MUSCLE en el
programa Geneious 6.0.6. Finalmente, con la secuen-
cia consenso, se realizé el disefio de los oligonucledti-
dos CADF y CADR Tabla 1, utilizando el programa
Primer3 0.4.0.” Se evalud la prediccién de formacion
de estructuras secundarias, autodimerizacién y hete-
rodimerizacién de los oligonucleétidos, también se
calcul6 el AG de estabilidad interna de cada oligonu-
cle6tido a través de OligoAnalyzer 3.1.% Los oligonu-
cleétidos fueron sintetizados quimicamente mediante
el método de fosfitotriéster en fase sélida por la com-
pania Bioneer.

Para la optimizacién de la PCR especifica para la re-
gién CPS del gen CAD, se realizaron varios ensayos
para determinar las concentraciones 6ptimas de cada

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del gen CPS-CAD y COI

X L. Posicion® ) Tamaino
Oligonucleétido Secuencia
(pb) (pb)
**F581 1.633 5'GAN ACT GAR GAY MCR AAA ATMTTY GC 3’ 26 40,4
**R1098 3.168 5'TTN GGN AGY TGN CCN CCC AT3’ 20 57,5
**F806 2.314 5'GTN GTN AAR ATG CCN MGN TGG GA3’ 23 52,2
CPS-CAD

**R843 2.440 5'GCYTTY TGR AAN GCY TCY TCR AA3’ 23 45,7
*CADF 1.474 5'GAGTAYGTCGAGCARGTGATMAAG3' 24 47,9

*CADR 2313 5'CAGTAGGTCKAGGCTSGGCTCRAAG3' 25 60
**UEA3F 1.688 5'TATAGCATTCCCACGAATAAATAA3’ 24 29,2

col
**UEA10R 2.985 5'TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA3' 25 36

2 Posicion: hibridacion relativa de oligonucleétido en su extremo 5° para la secuencia de CAD de Angpheles gambiac®y el gen mitocondrial de Anapheles darling?®. "Oligonu-

cle6tidos disefiados en este estudio. ” Oligonucleétidos reportados en la literatura.’!
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componente. Los oligonucleétidos CADF y CADR
se utilizaron a diferentes concentraciones, de 0,2 uM,
0,1 uM y 0,15 uM. Adicionalmente, se probaron gra-
dientes de temperatura de alineamiento de los oligo-
nucleétidos, 54,8°C, 56,4°C, 58,0°C y 59,7°C, y dos
concentraciones de MgCL,, de 1,5 mM y 2 mM. La
reaccién final se realizé con ADN de An. punctimacula,
An. calderonz, An. malefactor y An. neomaculipalpus, una
mezcla de oligonucleétidos CADF y CADR de 0,15
uM, 20 ng/ul ADN, 1 U/reaccion DNA polimera-
sa termoestable (Tag polimerasa Bioline), 0,2 mM de
dN'TPs, 0,5 pug/ul BSA, 2 mM MgCl2, 1 X de buffer
y agua para PCR. Se utilizaron las siguientes condi-
ciones de PCR: desnaturalizacion inicial de 94°C por
3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, un ali-
neamiento de 59,7°C por 20 segundos, elongacion de
72°C por 30 segundos y una extension final a 72°C
por 8 minutos. Los productos amplificados fueron
confirmados por secuenciacion.

AMPLIFICACION DEL GeN COI

Para la amplificacién del marcador mitocondrial COI
se utiliz6 ADN gendémico de An. punctimacnla sl. y se
sigui6é un protocolo optimizado en el laboratorio de
Microbiologia Moleculat.?'?* Se utilizaron los oligo-
nucletidos UEA3F y UEA10R® que amplifican un
fragmento de aproximadamente 1.250 pb.

ANALISIS DE LAs SECUENCIAS CPS-CAD vy COIl be
AN. PUNCTIMACULA S.L.

Se seleccionaron aleatoriamente 10 especimenes de
An. punctimacnla s.l. de cada municipio y se amplificd
un fragmento del gen CPS-CAD y de COI bajo las
condiciones descritas anteriormente. Los productos
fueron enviados a secuenciar. Las secuencias fueron
editadas en el programa Geneious 6.0.6. Se realiz6 un
analisis BLAST de cada secuencia para comprobar el
porcentaje de la identidad genética de cada matcador.
Luego se realiz6 un alineamiento multiple con el algo-
ritmo MUSCLE disponible en el software Geneious
6.0.6, y finalmente se determind la similitud y la posi-
ci6én de las secuencias en relacion al gen nuclear CPS-
CAD de An. gambiae y el gen mitocondrial COI de
An. darlingi>® Se realiz6 una caracterizacién molecular
para determinar la presencia de transiciones, transver-
siones, porcentaje de cada uno de los nucleétidos y la
identificacién de secuencias aminoacidicas detectando
cambios sindénimos y no sinénimos en cada secuencia.
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ANALISIS DE VARIABILIDAD GENETICA

Para calcular el nimero de haplotipos, la frecuencia
haplotipica y el nimero de sitios polimérficos (S) de
An. punctimacnta s. de las dos localidades, se utiliz6 el
software DnaSP versidon 5.10.1°' y Arlequin versién
3.5.1.23% También se determinaron parimetros de
diversidad genética, como la diversidad haplotipica
(DH) y diversidad nucleotidica (r). Se determiné va-
lor estadistico F_,** que mide el nivel de la diferen-
ciacién genética entre las poblaciones, y el N que
corresponde al numero efectivo de migrantes por
generacion. Finalmente se construyé una red haploti-
pica para determinar la distribucién de los haplotipos
en las dos localidades, con el programa TCS 1.21.>

RESULTADOS

AMPLIFICACION DE LA REGION CPS-CAD Y COI EN ESPEC-
MENES DE LA SERIE ARRIBALZAGIA.

Los oligonucleétidos disefiados, especificos CADFE y
CADR Tabla 1 amplifican una regién de 839 pb del
gen CPS-CAD de An. punctimacula, An. calderoni, An.
malefactor y An. neomaculipalpus, e hibridan en la posi-
cién 1.474 pb y 2.313 de la regién CPS del gen CAD
de An. gambiae. Se amplificaron las regiones CPS-CAD
(839 pb) y de COI (1.250 pb) de 20 An. punctimacnla s.1.

Figuras 1y 2.

T™ 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 CN

Figura 1. Productos de amplificacién PCR CPS-CAD. Gel de aga-

rosa al 1%. Carriles: TM: Marcador de tamafio molecular de 250-

10000 pb. CN: control negativo. 1-37: producto de amplificacion de
839 pb a partir de especimenes An. punctimacula s.l.

L e st b A G e e SO il B R VR Ll

Figura 2. Productos de amplificacion PCR-COL Gel de agarosa

al 1%. Carriles: TM: Marcador de peso molecular de 250-10000 pb.

CN: control negativo. 1-15: producto de PCR de 1.250pb a partir de
ADN de An. punctimacula s..
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En el analisis BLAST se determiné que el porcen-
taje de identidad genética de las secuencia del gen CPS-
CAD fue de 84% con Anopheles (Ano.) atroparvus Van
Thiel y para COI de 99% con An. punctimacnla. Para
CPS-CAD la composicion nucleotidica de la secuencia
editada de 719 pb tuvo un mayor porcentaje de guani-
na, 30,1% y citosina, 26,1%, comparado con adenina,
21 %y timina, 22,7%. Estos resultados son congruen-
tes con la composicién nucleotidica de la regién CPS
de An. gambiae la cual tiene un mayor porcentaje de
guanina, 35,6% y citosina, 29,4% y un porcentaje me-
nor de timina, 16,7%. Se obtuvo 239 aminoacidos de
los 1.364 codificados en la regién CPS-CAD de An.
gambiae, de los cuales 222 son idénticos a los aminoaci-
dos en esta region de An. gambiae. El marco de lectura
empieza en la 3 pb hasta la 719 pb (Tabla 2).

Las secuencias de COI tuvieron un mayor porcenta-
je de adenina, 29,8% y guanina, 37,7%, que de citosina,
16,9% y guanina, 15,5%. Dicha composicién nucleo-
tidica fue idéntica a la de COI de An. punctimacula del
norte de Colombia (GenBank acceso: KC354818.1).%°
En COI se detectaron 385 aminoacidos de los 502 co-
dificados por el gen COI de An. punctimacula del norte
de Colombia; el marco de lectura empieza en la 2 pb
hasta la 1.156 pb (Tabla 2).

SITOS POLIMORFICOS

De los 20 especimenes _An. punctimacula s.l. se obtu-
vieron 19 secuencias CPS-CAD de 719 pb con calidad
suficiente para realizar los andlisis. Todas las secuen-
cias se tradujeron a aminodcidos y no se detectaron
condones de parada que indican cambios en el marco
de lectura y la presencia de posibles pseudogenes. En
el alineamiento maltiple se observaron 715 sitios con-

servados y 4 sitos variables (Tabla 3). En los que se
encontraron siete sustituciones no sinonimas; una en
la posicién 95 pb y 656 pb, ambas con una transver-
sién (T por G) cambiando el aminoacido valina por
glicina, y cinco, en la posicién 658 con una transiciéon
(C por T) introduciendo un cambio del aminodcido
serina por fenilalanina; siendo esta la posicién mas po-
limérfica con una frecuencia de 0,13. Por otro lado, en
la posicién 6 pb hubo una sustitucién sinénima, con
una transicién (C por T). Los fragmentos analizados
inician en la posicién 1.430 y terminan en la posicién
2.148 de la region CPS del gen CAD de An. gambiae.
En el alineamiento multiple de COI se observaron
1.152 sitos conservados y 6 sitios variables (Tabla 3);
se hallaron 11 sustituciones sinénimas de tipo transi-
cional con una frecuencia de 0,58 y ausencia de trans-
versiones. La posicion 37 pb del fragmento del gen
COI revela un alto polimorfismo con una frecuencia
de 0,21, seguida de la posicion 823 pb y 832 pb, ambas
con una frecuencia de 0,10. El inicio de los fragmen-
tos analizados corresponde a la posiciéon 318 del gen
mitocondrial COI de An. punctimacnla y el nucleétido
final se sitda en la posicién 1.475 del mismo gen.>

DISTRIBUCION Y FRECUENCIA HAPLOTIPICA

Con el marcador nuclear CPS-CAD se hallaron 5 ha-
plotipos. El haplotipo H1 fue el mas comtn en Mon-
terfa y Nechi, con una frecuencia de 0,78 mientras que
los haplotipos H2, H3, H4 y H5 solo se hallaron en el
municipio de Nechi. La red de haplotipos construida,
relaciona entre si las secuencias mediante cambios de
nucleétidos, se observa que el H2, H3 y H5 estan sepa-
rados del H1 solo por una sustitucién nucleotidica. En
el caso del haplotipo H2 la sustitucion fue una trans-
version (G por T) cambié el aminoacido valina por

Tabla 2. Composicién nucleotidica y aminoacidica de los fragmento de CPS-CAD y COI

Longitud® Sitios

Municipio (pb) idénticos®

% A*

Marco de

% % Nuamero de
T lectura®

0 'c [ (4
(8 e G-C¢ | aminoacidos*

col Mﬁgzﬁ?a 1.158 1152 298 377 169 155 325 385 2-1.156pb
CPs- Monteria
e N 719 715 211 227 261 301 562 239 3-719pb

" Longitud en pares de base de cada fragmento del secuenciado. * Nimero de nucle6tidos idénticos en los fragmentos secuenciados. © Porcentaje de nucleétidos de cada
fragmento. A: adenina, T: timina, G: guanina, C: citocina. ¢ Ntimero de aminoécidos que codifica el fragmento del gen secuenciado. © Nucle6tido donde inicia y finaliza la
codificacion de los aminoacidos.
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glicina; en los haplotipos H3 y H5 la sustitucién fue
una transicién (C por T), ocasionando un cambio del
aminoacido fenilalanina por serina y el haplotipo H4 se
separa del H1 por dos sustituciones que provocan un
cambio no sinénimo en la secuencia aminoacidica; la
sustitucion fue una transversion (T por G), cambi6 el
aminoacido valina por glicina y una transicién (C por
T), con cambio de fenilalanina por serina Figura 3.
Con el marcador mitocondrial COI se hallaron 7
haplotipos. El haplotipo H2 present6 una frecuencia
de 0,58 siendo el mas comun en Monterfa y Nechi. Los
haplotipos H1, H5, H6 y H7 solo se encontraron en
Nechi. La red de haplotipos muestra que el H1 y el H5
estan separados del H2 por dos sustituciones nucleoti-
dicas transicionales sinénimas por lo que no se hallan
cambios en los aminoacidos codificados Figura 4.

DIVERSIDAD GENETICA

Se determiné la variabilidad genética intra e inter po-
blacional en 19 especimenes de An. punctimacula s.1. con
los marcadores moleculares CPS-CAD y COIL respecti-
vamente. Los analisis de estructura genética con el gen
CPS-CAD F = 0,00054 y COI'F = 0,00049 indican la
ausencia de diferenciaciéon genética entre las poblacio-
nes y la tasa efectiva de migracién de CPS-CAD Nw=
7.758 y de COI Nz= 780,52 evidencian un alto flujo de
genes entre los especimenes An. punctimacnia s1. de am-

bos municipios; la tasa de migracién es suficiente para
demostrar que ambas poblaciones son genéticamente
similares Tabla 4.

H1 (30)

Figura 3. Red haplotipica basada en secuencias CPS-CAD de los

especimenes de An. punctimacula s.l. de los municipios Monteria y

Nechi, Colombia. El rectangulo corresponde al haplotipo mas fre-

cuente. Los demas haplotipos se muestran en évalos y su tamafo

es proporcional al numero de individuos que presentan el haplo-
tipo el cual esta indicado entre paréntesis.

H2 (11)

[
H7(1) Ho(D)
<D

Figura 4. Red haplotipica basada en secuencias COI de los es-

pecimenes de An. punctimacula s.l. de los municipios Monteria y

Nechi, Colombia. El rectangulo corresponde al haplotipo mas fre-

cuente. Los demas haplotipos se muestran en évalos y su tamafno

es proporcional al nimero de individuos que presentan el haplo-
tipo el cual esté indicado entre paréntesis.

Tabla 3. Sitios polimérficos de los haplotipos de las secuencias de CPS-CAD y COI de An. punctimacula s.l. de Monteria y Nechi.
Colombia

CPS-CAD

posicion de sitios

Haplotipos polimérficos

0066
0955
65638

H1 CTTC

H2 ¢

H3 TaTl

H4 GT

H5 Ta=T €
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col

000000
036886
359238
767326

H1 ATAGAT

H2 _—

H3 A

Ha z .

H5 Bo

H6 A AC

H7 c .
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Tabla 4. Parametros de diversidad genética de An. punctimacula s.|. con el marcador CPS-CAD y COI de Nechi y Monteria, Colombia.

Municipio

Monteria 0 1 NA NA
CPS-CAD 0,00054 7.758
Nechi 4 5 0,660 0,00119
Monteria 3 4 0,6444 0,00088
col 0,00049 780,52
Nechi 5 5 0,7222 0,00096

S: nimero de sitios polimorficos, NH: nimero de haplotipos para cada localidad, DH: diversidad haplotipica, m: diversidad nucleotidica. F : Indice de diversidad genética,
Nz Tasa efectiva de migracion. NA: no aplica.

DISCUSION codones de parada lo que indica la ausencia de pseu-
dogenes o copias nucleares de origen mitocondrial
(NUTMs) en las secuencias COI de Awn. punctimacila s.l.

En este trabajo se utilizaron regiones de los genes
COIl y CPS-CAD; estas han sido muy utilizadas para
examinar relaciones genéticas de dipteros® y especi-
ficamente para Angpheles;?'* lo cual sugeria que es-
tas secuencias podrian ser de utilidad para evaluar la
diversidad genética de An. punctimacula sl. y el nivel
de diferenciacién genética entre los especimenes de
Nechi y Monterfa.

En las secuencias CPS-CAD de los especimenes
del municipio Monterfa no se encontraron sitios poli-
morficos y todos los individuos pertenecian al mismo
haplotipo; en consecuencia, los indicadores de diver-
sidad genética para esta localidad fueron valores igua-
les a cero. En los especimenes de Nechi solo hubo 4
sitios polimorficos, los valores de F__ (0,00054) y Nz
(7.758) indican que no existe diferenciacién genéti-
ca intra ¢ interpoblacional, probablemente debido al
alto intercambio genético entre ellas. Estos resultados
sugieren que el fragmento del gen CPS-CAD analiza-
do en An. punctimacnla sl. es conservado entre ambas
poblaciones y puede tener poca utilidad en estudios
poblaciones. Sin embargo, este gen podtia ser util en
estudios filogénicos en especies de la setie Arribalzagia.

Los indices de diferenciacion genética para COI'F
(0,00049) y Nz (780,52), indican que entre las pobla-
ciones de An. punctimacula s.). de ambos municipios hay
poca estructuracion genética y un alto flujo de genes

En este estudio se evalué la variabilidad genética in-
tra e inter poblacional de An. punctimacnia sl., en dos
localidades Monterfa y Nechi de una importante zona
endémica para la malaria como es el Bajo Cauca y Alto
Sinu. Para ello, fue importante primero disefiar oligo-
nucleétidos especificos para lograr la amplificacién un
fragmento del gen CPS-CAD en cuatro especies de
la serie Arribalzagia, An. punctimacula sl., An. calderoni,
An. malefactory An. neomacnlipalpus. Estos oligonucled-
tidos podran ser utilizados en futuros estudios para
obtener un mayor conocimiento sobre estas especies
de la serie Arribalzagia.

El analisis BLAST para CPS-CAD arrojé un pot-
centaje de identidad genética de 84% con Anopheles
artroparvus, especie perteneciente al subgénero _Anophe-
les, que fue un importante vector de malaria en Pafses
Bajos, Espafia y Portugal.®® La ausencia de secuencias
reportadas para este gen en GenBank en especies
cercanas como las de la serie Arribalzagia, es lo que
probablemente impidié encontrar porcentajes mas al-
tos de identidad genética. Con respecto a la secuencia
de nucleétidos del gen COI, el anélisis BLAST arrojé
una alta identidad genética (99%) con An. punctimacula
del norte de Colombia.>®> Este marcador ha sido mas
ampliamente utilizado, lo que permite realizar compa-
racién de las secuencias y su relacién con aquellas de
otras especies anofelinas. Ademas, no se encontraron
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causando su homogeneidad genética. Los niveles de
diversidad nucleotidica de Monteria (7=0,00088) y
Nechi (1=0,00096) fueron bajos y similares entre am-
bas poblaciones, indicando que existe poca diferencia
nucleotidica. Ademds, la mayoria los haplotipos fue-
ron compartidos entre ambos municipios, lo que indica
que existe flujo genético entre las dos poblaciones.

Los Municipios de Monteria y Nechi se encuentran
a una distancia aproximada de 141,13 km. Comparten
la eco-regiéon bosque humedo Magdalena Uraba,”’ y
segun la zonificacion climatica, presentan clima calido
pero subclima seco en Monterfa y muy himedo en
Nechi;*® comparten el paisaje bioclimdtico de bosque
seco tropical (Bs-T). Sin embargo, algunas zonas del
municipio de Nechi se encuentran en el bioma bosque
humedo tropical (Bh-T).°® La cercania entre ambos
municipios y la similitud de caracteristicas ecoldgicas
y geograficas, podria favorecer la posible existencia
de metapoblaciones que mantiene un constante flujo
genético entre los especimenes de An. punctimacula de
ambos municipios, originando una escasa diferencia-
cién genética. Estos resultados son similares a los de
estudios previos realizados con el marcador COI en
poblaciones de An. nuneztovari y An. darlingi presentes
en los Departamentos de Antioquia y Cérdoba. En
dichos trabajos, los andlisis mostraron una baja dife-
renciacién genética y un alto flujo de genes entre las
poblaciones de estos dos vectores, en ambos departa-
mentos.>'*? Dado que An. punctimacula s.1. se encuentra
ampliamente distribuido en Colombia,' es necesatio
realizar analisis genéticos que incluyan poblaciones
de este vector en regiones geograficamente separa-
das como las regiones del Caribe, Pacifico y la region
Amazoénica, y utilizar otros marcadores moleculares
que posean una mayor resolucion para detectar cam-
bios genéticos recientes. Una alternativa podria ser
el uso de microsatélites (SSR simple sequence repeat) que
son ampliamente utilizados en estudios poblaciona-
les y han permitido estimar el flujo de genes en espe-
cies de Anopheles?” Esto se debe a que su alta tasa de
mutacién permite detectar la diferenciacién genética
de especies, incluso débilmente estructuradas.”® Un
estudio realizado en poblaciones de An. albimanus de
la region del Pacifico y Caribe Colombiano, detectd
una variacion genética moderada a baja utilizando una
regién del gen mitocondrial COI 'y cuatro loci de mi-
crositelites.?®

El uso combinado de marcadores nucleares y mi-
tocondriales en estudios poblacionales puede ser rele-
vante, debido a que la informacién que ofrecen en la
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deteccion de variacion genética es complementaria, ya
que revelan diferentes aspectos genéticos que ayudan
a comprender la historia evolutiva de las especies.?”®’

CONCLUSION

La ausencia de diferenciacion genética y el alto flujo
de genes entre las poblaciones de An. punctimacnia s.l.
de Monterfa y Nechi, indica que esta especie es un ta-
x6n Gnico y por su ubicacién geografica podria estar
relacionado con el linaje A hallado en Panamé* y en
el Noreste y Catibe de Colombia.”® Este hallazgo pro-
porciona datos importantes que podrian ser aplicados
en las estrategias de control vectorial de estos dos mu-
nicipios. Dado que la informacién sobre la genética de
poblaciones de vectores permite inferir si existe una
propagacién de genes importantes que pueden estar
relacionados con la resistencia a insecticidas.™
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