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Resumen

La malaria es una enfermedad parasitaria, transmitida principalmente por la picadura de
mosquitos hembra del género Anopheles. Su distribucion en zonas tropicales y los registros de la
aparicién de poblaciones vectoriales resistentes a insecticidas, la convierte en una enfermedad de
importancia para los organismos de control de salud. En Ecuador, Anopheles albimanus es
considerada una de las especies de mayor importancia para la transmision de malaria en la costa
ecuatoriana, ademas de existir reportes de una posible presencia de poblaciones resistentes a
insecticidas. Por ende, la importancia de conocer la estructura genética poblacional de este
vector, junto con las posibles rutas genéticas de origen de resistencia. Para el analisis poblacional,
se utilizé un fragmento de 664 pb del gen mtCOI en un total de 37 muestras provenientes de las
provincias de Esmeraldas y El Oro. Los principales indices de variabilidad genética mostraron:
baja diversidad nucleotidica Pi= 0.0085; alta diversidad haplotipica Hd= 0.9430; indices de flujo
genético negativos Gst= -0.0014 y Fst= -0.0290 y una distribucion missmatch bimodal. Estos
resultados se complementaron con el analisis de topologias basadas en maxima parsimonia (MP)
y Bayes, mostrando parafilia con respecto al origen geografico. Mediante una red de haplotipos,
se observo la agrupacion de las muestras. Se analiz6 el codén 1014 del gen VGSC en 69 muestras
de Esmeraldas y El Oro, encontrando unicamente el genotipo susceptible a insecticidas TTG
(87%) vy el heterocigoto TKK (13%). En conclusion, An. albimanus, es una poblacion de baja
variabilidad, que necesita mayores estudios de los mecanismos de resistencia a insecticidas
reportados, adicionalmente los datos obtenidos, brindan pautas para poder implementar y

redefinir estrategias de control de mayor efectividad contra la malaria en la costa ecuatoriana.



39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL Y RESISTENCIA A INSECTICIDAS
(PIRETROIDES) DE Anopheles (Nys.) albimanus Weidemann, VECTOR DE MALARIA

EN LA COSTA DE ECUADOR

Abstract

Malaria is a parasitic disease mainly caused by Anopheles female mosquitoes bite. The tropical
worldwide distribution and the population’s insecticide resistance records, make this important
for health services around the world. In Ecuador, Anopheles albimanus is considered the main
malaria vector in the coastal zone, reporting the possible presence of pyrethroid insecticide
resistance populations. It’s important the knowledge about genetic structure and the probably
genetic mechanisms of resistance origins of this malaria vector in the country. For population’s
genetics, a 664bp fragment of mtCOIl was analyzed in 37 samples of Esmeraldas and El Oro
provinces. Genetic diversity indexes, showed: low nucleotide diversity Pi= 0.0085; high
haplotype diversity Hd= 0.9430; negative genetic flow values Gst= -0.0014 y Fst= -0.0290 and
bimodal distribution of allelic frequencies (missmatch distribution). Phylogenetic analyses were
performed using maximum parsimony (MP) and Bayesian topologies showing a paraphyletic
origin in compare with geographic origin of samples. Samples distribution, were performed by a
haplotype network. The 1014 codon of VGSC gen was analyzed in 69 samples from Esmeraldas
and EI Oro, we found only susceptible TTG (87%) and heterozygous TKK (13%) genotypes.
Concluding An. albimanus is a low genetic variability group in which It’s necessary more studies
about insecticide resistance mechanisms. Obtained data is important for implementation

redefining better control strategies in de zone.

Key words: malaria, vector, Anopheles albimanus, pirethroid, genetic variability, insecticide

resistance, Ecuador.
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Introduccion

La malaria es una enfermedad parasitaria causado por organismos protozoarios
pertenecientes al género Plasmodium, que se transmite mediante la picadura de mosquitos
pertenecientes al género Anopheles spp. (Diptera: Culicidae: Anophelinae). Forma parte de un
grupo de enfermedades transmitidas por vectores, para las cuales se han establecido estrategias
continuas de control y prevencion alrededor del planeta que han resultado en la reduccion de la
mortalidad e incidencia en las zonas donde existe riesgo de infeccion (WHO, 2013). Posee una
distribucion global, siendo endémica en las regiones tropicales de todos los continentes; donde el
riesgo de infeccion de los habitantes, tiende a ser permanente durante casi todo el afio y a medida
que su distribucion se aleja de los tropicos, el riesgo de contagio se torna estacional hasta

volverse nulo en los polos (Caminade et al., 2014).

Reaparicion de la malaria en América Latina.

En la actualidad se considera que en muchos paises tecnoldgica y econémicamente desarrollados,
la malaria ha sido erradicada (Espinoza, 2019). Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS-WHO), entre 2000 y 2015 las intervenciones para combatir la malaria a nivel mundial,
condujeron a la reduccién de la incidencia de esta enfermedad en un tercio y la mortalidad de la
misma a mas de la mitad (WHO, 2017). Sin embargo, estas medidas y los parametros que se
utilizan para obtener estos datos globales, no revelan la realidad focalizada de ciertas regiones, en

las cuales, una causalidad multifactorial no permite que las estrategias de control sean efectivas y;
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han provocado un resurgimiento de esta enfermedad (Espinoza, 2019). Dentro del continente
Americano, paises como Ecuador, Brasil, Perd y Nicaragua, presentan un ligero aumento de
reporte de casos durante los Gltimos 5 afios. Sin embargo en Venezuela, un pais en el cual a
inicios de 2010 se considerd en vias de erradicaciéon, de la mencionada fecha hasta 2017

evidencio un aumento de casos en un 365% (WHO, 2018).

Vectores de malaria en el Ecuador.

En el Ecuador se ha reportado la presencia de al menos 36 especies de mosquitos del
género Anopheles, que podrian cumplir el rol de vector de parasitos (Plasmodium), y por ende de
provocar malaria en su zona de distribucién. En la region costera y algunas localidades de la
region andina, se reportd la presencia de Anopheles (Nys.) albimanus Wiedemann, (An.)
Anopheles pseudopunctipenis, (An.) Anopheles punctimacula, con sus respectivos habitats
larvarios asociados a tierras de uso humano, caminos, rios y poblados (Pinault & Hunter, 2012) y
Anopheles (Kerteszia) neivai, limitado a criaderos naturales en bromelias (Navarro, Arrivillaga,
Morales, Ponce, & Cevallos, 2015); ademas de la presencia de Anopheles calderoni Unicamente
para la region costera (Gonzalez et al., 2010; Martin et al., 2020 ). Dentro de la Amazonia,
recientemente se han reportado especies como Anopheles (An.) mattogrosensis y Anopheles (An.)
apicimacula (Duque et al., 2019), también se tiene registros de Anopheles (Nys.) rangeli
(Gabriela Arregui, Enriquez, Benitez-Ortiz, & Navarro, 2015), Anopheles (Nys.) oswaldoi,
Anopheles (Nys.) benarrochi y Anopheles (Nys.) konderi (Ocafia-Mayorga et al., datos no

publicados).
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La especie An. albimanus, es ampliamente distribuido en America central, las Antillas y
Sudamérica (Drahansky et al., 2016). En Ecuador, An. albimanus, se ha reportado en la region
costera (Pinault & Hunter, 2012). Sus preferencias por criaderos de agua dulce, lugares con
cobertura de sombra y zonas de influencia humana (especie antropofilica), catalogan a esta
especie como de importancia epidemioldgica en la transmision de malaria (Sinka et al., 2010).
Estudios recientes, proponen un re arreglo de la clasificacion de los subgéneros dentro de
Anopheles en el que se sugiere que el subgénero Nyssorhynchus, la elevacion a género (Foster et
al., 2017). No obstante, este estudio no muestra todas las especies del subgénero Nyssorhynchus,
entre ellos An albimanus, especie tipica del subgénero y la propuesta carece de equidad en el
rango nomenclatural, en un afan de cambios sin toda la evidencia filogenética, genética, evolutiva
en sentido amplio y taxondmica. Por estas razones, esta propuesta no ha tenido una aceptacion de

consenso.

Resistencia a insecticidas en poblaciones de mosquitos vectores de malaria.

Una de las principales estrategias para la erradicacion de malaria a nivel mundial, ha sido el
control vectorial. Es decir, controlar las poblaciones de mosquitos en localidades en las cuales los
seres humanos se encuentran en constante interaccion con estos vectores y de esta manera reducir
la probabilidad de que los parasitos (agentes causales de la enfermedad), puedan llegar a infectar
a la poblacion y desencadenen nuevos brotes (Takken & Knols, 2009). Dentro del control
vectorial, la aplicacion de una amplia gama de insecticidas, ha sido durante muchos afios la

principal estrategia en varios paises, logrando una eficiencia considerable en la reduccion de las
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poblaciones de mosquitos vectores. Sin embargo, mediante mecanismos evolutivos como la
seleccién natural, se ha evidenciado la aparicion de poblaciones genéticamente seleccionadas,
capaces de resistir al efecto de ciertos grupos de insecticidas generando de esta manera la pérdida
de eficacia a lo largo del tiempo (Oxborough et al., 2008).

Durante mucho tiempo, la OMS acept6 el uso de varios grupos de insecticidas para el
control de malaria. Compuestos organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides;
constituyen gran parte de la totalidad de insecticidas utilizados, limitando durante mucho tiempo
la aparicion de poblaciones vectoriales resistentes gracias al recambio de uso de estos
compuestos. No obstante, en la Gltima década; se empezd a evidenciar la aparicion de
poblaciones resistentes a varios tipos de insecticidas, dentro de especies de mosquitos
consideradas como principales vectores de malaria (Choi, Mcintyre, & Furnival-Adams, 2019).
Los insecticidas piretroides, corresponden a un grupo amplio de compuestos quimicos que
ofrecen una serie de ventajas como baja bioacumulacidon, poca toxicidad en organismos no plaga
como mamiferos y bajas dosis necesarias para la aplicacion, en comparacién del resto de agentes
que se utilizan para el control de plagas. Su mecanismo de accion, es similar al de la mayoria de
grupos de insecticidas; actuando sobre el sistema nervioso, influyendo sobre la transmision de los
impulsos nerviosos.

En An. albimanus, la resistencia a insecticidas piretroides, ha sido reportada mediante una
ruta metabolica descrita previamente en poblaciones de mosquitos de Mesoamérica, recolectados
en un periodo de uso intensivo de insecticidas; tanto en el area de salud publica, como en el

campo agricola (Lol et al., 2013). Es asi como se determinG que un importante mecanismo de

14



143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL Y RESISTENCIA A INSECTICIDAS
(PIRETROIDES) DE Anopheles (Nys.) albimanus Weidemann, VECTOR DE MALARIA

EN LA COSTA DE ECUADOR

resistencia, consiste la aparicion de mutaciones puntuales en la posicion 1014 de un gen
denominado Voltage Gated Sodium Channel (VGSC siglas en inglés), donde el codén TTG que
sintetiza una Leucina (L1014), confiere el fenotipo susceptible a insecticidas piretroides. Una
inversion en este codon, a TGT sintetizando una Cisteina (C1014) o una substitucion TTC
sintetizando fenilalanina (F1014), confiere un fenotipo resistente a la accion de piretroides. A
dicha resistencia se la denomina knock down resistance (kdr) ya que evita que exista el efecto
rapido de knock down y la letalidad del insecticida (Lol et al., 2013). En Ecuador, se ha reportado
la presencia de poblaciones vectoriales, que fenotipicamente son resistentes, aunque los
porcentajes indican que se sugiere resistencia que debe ser comprobada en la zona sur del pais.
La evaluacion de resistencia, se realizd6 mediante ensayos tipo CDC (Real et al., 2019 datos no
publicados; MSP, 2019), a pesar de que el 90% de los individuos presentan la secuencia
susceptible en el coddn 1014. No hay informacidn sobre la variacion de este gen en otras zonas
del pais, por lo que esta evidencia debe ser confirmada con mas estudios. La presencia de
posibles poblaciones resistentes a la deltametrina (piretroide) debe tener un seguimiento cercano
para evitar un limitado efecto en el control de la malaria y una mayor seleccion de poblaciones

resistentes (PAHO, 2018).

15



164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL Y RESISTENCIA A INSECTICIDAS
(PIRETROIDES) DE Anopheles (Nys.) albimanus Weidemann, VECTOR DE MALARIA

EN LA COSTA DE ECUADOR

Genética poblacional de vectores de enfermedades

En enfermedades trasmitidas por vectores (ETV), es muy importante el conocimiento sobre
la genética y la estructura de las poblaciones para comprender la competencia y capacidad
vectorial de las especies, tratar de mejorar y aumentar la eficiencia de los programas de control de
vectores existentes; y para implementar nuevas estrategias (Chen, Minakawa, Beier, & Yan,
2004; Gorrochotegui-Escalante et al., 2002). Estudios previos en el continente Asiatico, sugieren
que las barrera geogréaficas influyen mas que la distancia geografica para las poblaciones de
mosquitos del género Anopheles (Weeraratne, Surendran, Walton, & Karunaratne, 2018). Los
primeros estudios que se realizaron en cuanto a genética poblacional de A. albimanus utilizando
marcadores mitocondriales, concluyen que la principal causa de la diferenciacion poblacional en
esta especie, a lo largo del continente americano esta guiado por aislamiento geografico (De
Merida et al., 1999), donde los paises mas cercanos tienen poblaciones genéticamente similares,
que van diferenciandose conforme aumenta la distancia entre zonas de estudio. Posteriormente,
con el avance de los métodos moleculares, utilizando una técnica multilocus (microsatélites), se
evidencia una gran diferenciacion entre poblaciones de Centro y Sudamérica a la vez que
mediante el estudio de mtDNA se propone que esta especie tiene su centro de origen en el Caribe,
donde se presentan los haplotipos de mayor ancestralidad y diversidad (Molina-Cruz et al., 2004).
Ademas, el analisis de un fragmento del gen mitocondrial citocromo oxidasa I (mtCOl), en un
rango geografico mas limitado, como por ejemplo entre poblaciones en Colombia, sugieren la
existencia de diferencias moderadas entre las diferentes regiones biogeograficas (Gutiérrez et al.,

2009). Sin embargo, estudios con ADN mitocondrial en An. albimanus, han encontrado una
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diferenciacion baja a moderada entre las poblaciones de An. albimanus de Centroamérica (Costa
Rica y Panama), que sugiere que las barreras ni la distancia geogréafica son importantes, y mas
bien, que las reintroducciones recientes son las que dirigen la genética poblacional en esta
especie(Loaiza, Scott, Bermingham, Rovira, & Conn, 2010). En otra visiébn mas amplia, se
propone adecuar el andlisis clasico de ADN mitocondrial (mtDNA) y relacionar la informacion
obtenida con pruebas estadisticas para genética poblacional, con nuevas variables abidticas para
una mejor comprension de la distribucion e importancia de los vectores de la malaria. Los
principales factores a considerar incluyen la topografia, los tipos de suelo, la informacién
climéatica a largo plazo y las ecorregiones (Drahansky et al., 2016). Es muy importante el
establecer si existe 0 no una diferenciacion dentro de las poblaciones de una especie de vector,
con el objetivo de utilizar esta informacién como una herramienta que guie la implementacion y
mejoramiento de estrategias de control para la malaria., EI conocimiento sobre la diferenciacion
genética, relacionada con las condiciones biogeograficas de diferentes puntos de recoleccién y la
evaluacion de la resistencia a insecticidas para An. albimanus en la costa de Ecuador, es necesario
para aclarar el panorama del resurgimiento de la malaria en el pais en los Gltimos afios y

desarrollar estrategias que ayuden a mejorar los sistemas nacionales de control.

Dentro del conocimiento acerca del origen de la resistencia a insecticidas, se sefiala
constantemente el término “poblacién” que se define biolégicamente como un conjunto de
individuos de la misma especie, que habitan en un lugar determinado y comparten caracteristicas

genotipicas y fenotipicas.

17



205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL Y RESISTENCIA A INSECTICIDAS
(PIRETROIDES) DE Anopheles (Nys.) albimanus Weidemann, VECTOR DE MALARIA

EN LA COSTA DE ECUADOR

* En la region costera del Ecuador, en todo el intervalo de distribucion de An.
albimanus, podemos observar diferentes condiciones ecoclimaticas que deben ser
consideradas para un analisis poblacional de esta especie. Por esta razon, nuestro objetivo
es analizar la estructura genética y la resistencia a piretroides de An. albimanus,
recolectados en diferentes zonas de la region costa, evaluando diferentes indices de
diferenciacion genética, y establecer la presencia de genotipos resistentes a piretroides
mediante el analisis del codon 1014 en el gen VGSC, y evaluar una posible diferenciacion

geografica debido a las condiciones climaticas y biogeogréaficas de la region costa.

Materiales y Métodos.

Zona de Estudio

La costa Pacifica del Ecuador consta de 6 provincias (Figura 1). Los ejemplares procesados
provienen de la provincia mas septentrional (Esmeraldas), frontera con Colombia al norte, y la
provincia de EI Oro al sur, frontera con Per( (Figura 1). Esmeraldas presenta remanentes de la
cordillera andina del bosque tropical del Choco, caracterizado por un alto nivel de diversidad en
flora y fauna. Sus suelos, son adecuados para la produccion agricola siendo los pastos cultivados
los que ocupan la mayor extension de tierras, seguido por los cultivos permanentes de una
variedad de productos, entre ellos cacao, frutas de temporada, maiz y palma africana (MAGAP,

2020).
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También es considerada como una de las provincias costera con los mas altos indices de
precipitacion anual con aproximadamente 2000 mm (Buckalew, Scott, James, & Reed, 1998).
Las colecciones de An albimanus para este trabajo, provienen de las comunidades: Union de
Atacames (UA), Limones (LI), Muisne (MU) y Chamanga (CH), cuya altitud fluctda entre los 2 y
los 22 m y la temperatura promedio es de 26°C; y de la comunidad Las Golondrinas (GL), que se
encuentra mas cercana a la zona de las estribaciones de la cordillera Andina con una altitud de
aproximadamente 200 m y una temperatura media de 25 °C. El Oro, por su parte, presenta una
amplia zona de cultivos principalmente de banano y cacao. Los ejemplares fueron colectados en
localidades de Huaquillas (HQ) (cantén Huaquillas), Los Angeles (LA) (cantén Machala),
Barbones (BA) (cantdn El Guabo) y La Victoria (LV) (canton Pasaje). Este cantdn presenta bajos
niveles de precipitacion anual (270.4 mm) y una temperatura que varia entre 24°C y 26°C
(Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia, 2017); y una comunidad del cantén Santa Rosa
(SR), considerada una zona de actividad turistica, ganadera y agricola (GAD Santa Rosa, 2017),
donde el nivel de precipitacion anual bordea los 672 mm y la temperatura varia entre los 22°C y

24°C (Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia, 2017) (Figura 1).

Dichas provincias cuentan con un componente de uso de tierra para la agricultura, esta
caracteristica, es de mucha importancia en el aspecto epidemioldgico ya que durante mucho
tiempo se ha tenido conocimiento de la estrecha relacion que existe entre el uso de tierras para
fines agricolas, la malaria y la aplicacién de plaguicidas (Garcia Martin & Najera-Morrondo,

1973).
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Figura 1. Mapa del origen geografico de los especimenes recolectados en las
provincias de Esmeraldas (Limones (LI), Unién de Atacames (UA), Muisne (MU),
Chamanga (CH) y Las Golondrinas (LG)) y El Oro (Barbones (BA), Los Angeles
(LA), La Victoria (LV) y Huaquillas (HU)). Cada punto de color negro, representa
una localidad diferente.

Fiura

Seleccidn de muestras y obtencion de ADN

En este estudio se utilizaron especimenes de An. albimanus almacenados en seco 0 ADN
almacenado a -20°C y mantenidos como parte de las colecciones del CISeAL (Anexo 1). En el
caso de muestras almacenadas en seco, las extraccion de ADN se realiz6 con el kit DNeasy blood

and tissue (Qiagen®, USA), siguiendo las especificaciones del fabricante.
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Amplificacion de los genes mitocondriales mtCOIl y mtND5 para el analisis de poblaciones

Con el material genético extraido, se realizé el proceso de amplificacion de fragmentos mediante
PCR. La region del gen mtCOl, se amplific6 mediante el uso de los primers UAE3 Fw 5°-TAT
AGC ATT CCC ACG AAT AAA TAA-3" y UEA10 _Rev 5-TCC AAT GCA CTA ATC TGC
CAT ATT A-3", para obtener un fragmento de 1300 pares de bases (pb) mediante las siguientes
condiciones de amplificaciéon: 94°C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C/40seqg,
50°C/1min,72°C/1min, y finalmente una extension de 72°C durante 5 minutos (Loaiza et al.,
2010; Lunt et al., 1996). La amplificacion del fragmento mtND5, de 390 pb de longitud, fue
realizada utilizando los primers ND5P1 Fw 5°-TWG CSC CTA ATC CKG CTA TA-3, y
ND5M2_Rev- 5-YTW GGA TGA GAT GGS TTA GG-3',; las condiciones de amplificacion
fueron: 95°C durante 5 minutos, seguidos de 10 ciclos de 92°C/1min, 48°C/1min y 72°C/1.5min,
luego se aplicaron 32 ciclos de 92°C/1min, 54°C/35seg y 72°C/1.5min, finalmente se aplic6 una
extension final de 72°C durante 7 minutos (De Merida et al., 1999). Los fragmentos obtenidos, se
verificaron mediante la visualizacién en geles de agarosa al 3% y los amplicones se enviaron a la

empresa Macrogen, Inc en Corea del Sur, para su purificacion y secuenciacion.

Amplificacion del gen VGSC para determinar genotipos de resistencia a insecticidas piretroides

Para el analisis del codon 1014, se amplificod un fragmento de 225 pb de la region VGSC
mediante el uso de los primers: AKDRF 5-CAT TCA TTT ATG ATT GTG TTT CGT G-3" y
AKDRR 5°-GCA ANG CTA AGA ANA GRT TNA G-3". Como condiciones de amplificacién

para este fragmento se utiliz6 una denaturacion de 95°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de
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95°C/45 seg, 51.5°C/45 seg y 72°C/1 min, para finalizar con una extension de 72°C durante 5

minutos (Lol et al., 2013).

Analisis de las secuencias y genética poblacional con los genes mtCOIl y mtND5

Se utiliz6 el software Mega VV10.2.6 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013)
para la revision, limpieza y correccién manual, obtencidn de secuencias consenso, alineamientos
posicionales y analisis filogenéticos correspondientes al gen mtCOl. Dentro de los analisis
filogenéticos realizados con este software, se establecié el mejor modelo de substitucion
nucleotidica para nuestro set de datos mediante un Model Test; basado en el calculo de los
valores de inferencia bayesiana (BIC) que mejor se adaptan a nuestro analisis. Posteriormente se
elabor6 una matriz de distancias genéticas clasificando a nuestras secuencias de acuerdo a las
provincias de origen. Finalmente se construyd un arbol de maxima parsimonia (MP) cuyos
valores de apoyo de clados o ramas, se determinaron por remuestreo de la matriz por bootstraping
con 1000 pseudoreplicas; se establecid un burning de los 100 primeros arboles, los cuales no se
consideran dentro de la inferencia del arbol final; EI método Heuristico de MP fue el TBR (Tree-
Bisection-Reconection). Para el andlisis de genética poblacional del fragmento mtCOl, los
valores de diversidad genética como: diversidad nucleotidica (Pi), diversidad haplotipica (Hd),
namero de sitios variables (s) y nimero de haplotipos (h); se calcularon mediante DNAsp V5.0
(Librado & Rozas, 2009). También se determinaron el indice de diferenciacion genética entre
poblaciones (Gst) (Owak & Rawford, 2002) y el indice de fijacion (Fst) para determinar la

reduccion de heterocigocidad de una subpoblacion por causa de los cruzamientos no al azar.
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Finalmente, con el mismo software, se realiz6 un test de neutralidad de Tajima (Tajima’s D) con
la finalidad de determinar si existe contraccion o expansion demogréafica y un grafico de la
distribucion missmatch que nos muestre la distribucion de diferencias pareadas, que nos pueden
ayudar a determinar informacion sobre los tamafios poblacionales pasados ((Rogers, 2004).
Adicionalmente, para complementar los analisis evolutivos de las secuencias de mtCOI, se
trabajo con el software BEAST V5.2 (Drummond. J., 2015), con la finalidad de emplear el
algoritmo bayesiano para elaborar un arbol filogenético de alta resolucién. Finalmente, mediante
programa NETWORK (Fluxus Technology) V2.0, se realizé el trazado de una red de haplotipos,
con la finalidad de observar la agrupacion de las diferentes secuencias y la relacion entre

diferentes mosquitos recolectados en distintas zonas geograficas.

Analisis de las secuencias del gen asociado a resistencia a piretroides VGSC

Los analisis del gen VGSC permiten determinar si existen genotipos susceptibles o que
reportados como resistentes a insecticidas piretroides con el mecanismo kdr. Se utilizd el
software Mega V10.2.6 (Tamura et al., 2013), para la visualizacion de los cromatogramas y la
evaluacion de las diferentes mutaciones en el codén 1014. No se realizaron anélisis de
variabilidad genética con el gen VGSC, ya que este fragmento corresponde a una porcion de
ADN nuclear de baja variabilidad. El genotipo TTG (L1014) ha sido descrito para poblaciones
susceptibles, mientras que los genotipos TGT (C1014) y TTC (F1014) han sido reportados en

poblaciones resistentes
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319 Resultados
320 Obtencion de amplicones

321 Se extrajo ADN vy se realizd la amplificacion de los 3 diferentes fragmentos mtND5 y
322  mtCOl para los analisis poblacionales, y VGSC para el analisis del codén 1014 en cuanto a
323  resistencia a insecticidas; en un total de 90 muestras, 50 de ellas corresponden a 5 localidades en
324 la provincia de Esmeraldas: Chamanga (n = 10), Limones (n = 10), Las Golondrinas (n = 10),
325  Union de Atacames (n = 10) y Muisne (n = 10). Mientras que se obtuvieron 40 muestras restantes
326  corresponden a 4 localidades de la provincia de El Oro: Barbones (n = 10), La Victoria (n = 10),
327 Huaquillas (n = 10) y Los Angeles (n = 10). Los productos de amplificacion de algunos de los

328  fragmentos obtenidos, se muestran en la Figura 2.
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329

330 Figura 2. Visualizacion de productos de PCR en geles de agarosa 3%, para los diferentes genes:
331  A. VGSC, tamafio de banda esperada de £300 pb; B. mtND5 tamafio de banda esperada de +390
332 pb; C. mtCOI tamafio de banda esperada de +1300 pb.
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Determinacion de las secuencias aptas

Luego de la secuenciacion de los fragmentos y del anélisis inicial de dichas secuencias
mediante el software Mega V6.0, se obtuvieron un total de 69 secuencias aptas para el analisis
del codén 1014 del gen VGSC, relacionado con la resistencia a insecticidas, 32 correspondientes

a Esmeraldas y las 37 restantes de la provincia de EIl Oro.

Para el gen mtCOl, se obtuvo 37 secuencias (17 para Esmeraldas y 20 de El Oro) para los
posteriores analisis, mientras que para el gen mtND5 no se obtuvieron resultados positivos en la

amplificacion ni en la secuenciacion (Tabla 1).

Tabla 1. Nimero de muestras procesadas y secuencias obtenidas para cada provincia
y sus correspondientes localidades.

ADN/PCR VGSC mtCOl mtNBH

Esmeraldas

Muisne (MU) 10 9 10 0
Unidn de Atacames 10 7 0 0
(UA)

Limones (LI) 10 5 0
Chamanga (CH) 10 10 7 0
Las Golondrinas 10 1 0 0
(GL)

Total Esmeraldas 50 32 17 0
El Oro

Huaquillas (HQ) 10 9 10 0
Barbones (BA) 10 10 0 0
Los Angeles (LA) 10 9 1 0
La Victoria (LV) 10 9 19 0
Total El Oro 40 37 20 0
Total 90 69 37 0
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Estructura genética poblacional mediante el analisis de secuencias del gen mtCOI

Analisis de variabilidad genética

El analisis de diversidad genética se realizé con un fragmento de 664 pb y se analizaron 17
muestras de las provincias de Esmeraldas y 20 muestras de EI Oro para el gen mtCOIl. Los
resultados mostraron una baja diversidad genética (Pi= 0.0085); mientras que la diversidad
haplotipica fue alta (Hd= 0.9430) con 19 haplotipos (h= 19) y 17 sitios variables (S= 17). Al
comparar entre ambas provincias, no se encontr0 diferencias significativas en los indices

diversidad genética y haplotipica (Tabla 2).

Tabla 2. Principales indices de diversidad genética para el gen COI para cada
provincia donde se recolectaron especimenes y para el set completo de secuencias.

Localidades | No de muestras (P1) (Hd) (s) 3@P
Esmeraldas 17 0.0084 0.9410 16 11
El Oro 20 0.0089 0.9470 16 13
General 37 0.0085 0.9430 17 19

Pi= diversidad genética; Hd= diversidad haplotipica; s= nimero de sitios

variables y h= nimero de haplotipos.

La estimacion de los valores de flujo génico entre las provincias de Esmeraldas y EI Oro,
demuestran un indice flujo haplotipico (Gst=-0.0014) y un bajo valor del indice de fijacion (Fst=
-0.0290), lo que nos indica que existe una baja diferenciacon genética dentro de las muestras de
cada provincia, asi como entre Esmeraldas y El oro como subpoblaciones. Mediante el test de

neutralidad, se obtuvo un valor Tajima’s D= 1.0612, sin embargo su valor no se considerd
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estadisticamente significativo P>0.10. En el grafico de la distribucion missmatch, se pudo observar

una curva bimodal, que sugiere que existe un equilibrio demogréfico en la poblacién (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion missmatch de las diferencias pareadas del set de muestras
correspondientes a las provincias de Esmeraldas y El Oro. La linea celeste,
representa los valores esperados, mientras que la linea punteada roja, representa los
valores observados. La distribucién bimodal, sugiere una poblacion en equilibrio
demografico.

Analisis filogenéticos

Para el analisis de parentesco, se utilizaron 57 secuencias (17 de Esmeraldas y 20 de El
Oro), incluyendo 5 secuencias correspondientes al trabajo realizado por Pinault y Hunter en el
afio 2011. Dichas secuencias corresponden a la provincia de Guayas y Manabi, y sus codigos de
accesos son: (JN412829.1); (IN412828.1); (JN412827.1); (IN412826.1) y (IN412830.1). De
igual manera, se agrego un set de 10 secuencias correspondientes a mosquitos recolectados en
Colombia (Gutiérrez et al., 2009). Los codigos de acceso en GenBank de las secuencias
utilizados son: (FJ015265.1); (FJ015263.1); (FJ015262.1);

(F1015264.1); (FJ015261.1);
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(FJ015260.1); (FJ015268.1); (FJ015267.1); (FJ015266.1) y (FJ015258.1). Finalmente, como
grupo externo se utilizaron secuencias correspondientes a Anopheles calderoni (Gonzalez et al.,
2010); (HQ642974.1); (HQ642973.1); (HQ642972.1); (HQ642971.1) y (HQ642970.1). Mediante
un método de analisis de Model Test en MEGA, se procedio a la basqueda del mejor modelo de
sustitucion nucleotidica de nuestras secuencias, basado en los valores de inferencia bayesiana
(BIC) asignados por el software. EI modelo que mejor se ajustd a nuestros datos segun el analisis
BIC fue el Tamura 3 parametros (T92) sin distribucion Gamma +G ni sitios invariables +1 (Tabla

3).

Model Parameters BIC

192 113 2144 291
HKY 115 2150539
T92+G 114 2154.067
T92+ 114 5156.099

Tabla 3. Esquema de los 4 mejores modelos de
sustitucion nucleotidica para el alineamiento, basados
en los valores mas bajos del criterio de inferencia
bayesiana (BIC). T92= Tamura 3 parametros; HKY=
Hasegawa-Kishino-Yano;+I= Sitios evolutivamente
invariables dentro de la secuencia; +G = Distribucion
Gamma.

En el andlisis filogenético de distancias, el promedio general de distancia entre las secuencias
analizadas es de 0,010 (1%). Se obtuvo una matriz de comparacion de distancias genéticas entre
grupos de secuencias para determinar el indice de similitud entre las diferentes localidades (Tabla

4).
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Tabla 4. Matriz de distancias genéticas y su respectiva desviacién estandar, para el set de
secuencias, incluyendo las tomadas de GenBank para las localidades de Guayas, Manabi
y Colombia. Los célculos de los indices de diferenciacion, estan basados en un analisis de
bootstrap de 1000 réplicas en base al modelo de sustitucion nucleotidica Tamura 3
parametros (T92).

Esmeraldas  El Oro Guayas Manabi  Colombia
Esmeraldas - 0,003 0,003 0,004 0,003
El Oro 0,009 - 0,003 0,005 0,004
Guayas 0,009 0,008 - 0,005 0,004
Manabi 0,010 0,012 0,010 - 0,003
Colombia 0,010 0,011 0,010 0,005 -

Mediante el algoritmo de maxima parsimonia (MP), se construyd un arbol filogenético con
modelo inductivo con las 57 secuencias. El arbol resultante, presenta un valor de bootstrap de 1
en el nodo mas externo del arbol, cuyo valor sustenta el origen monofilético de la especie. Los
nodos subsiguientes, no presentaron valores bootstrap considerables que representen un buen
soporte para las relaciones establecidas. Excepto por un clado de la parte superior del arbol,
conformado por 24 secuencias correspondientes a Esmeraldas, EI Oro, Guayas, Manabi y
Colombia que presentan un valor de soporte de 0,72 de bootstrap. De manera clara, se pudo
observar que no existe una estructuracion poblacional entre secuencias de las mismas localidades,
al contrario, se observa una heterogeneidad en la distribucién y una estrecha relacion sin importar
la ubicacién geografica de origen. El arbol, sugiere que existe un origen parafilético con respecto
al origen geogréafico de las secuencias de los especimenes analizados (Figura 4). Junto con la
construccién del arbol, se obtuvieron los indices de consistencia (Cl= 0,955) que nos ayuda a
determinar el nivel de homoplasia y el indice de retencion (RI1= 0,988), que nos indica el ajuste

de los caracteres al cladograma, siendo 1 un valor de ajuste perfecto y O sin ajuste.
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Figura 4. Dendrograma MP (Maxima Parsimonia) establecido para el analisis de relacion entre las secuencias de An. albimanus de diferentes localidades. Cada
color en las ramas terminales, representa una localidad diferente para poder evidenciar de mejor manera la distribucion y relacion de las secuencias y su lugar de
origen. Se puede determinar que existe un origen parafilético de las secuencias, con respecto al origen geografico de los grupos establecidos en el analisis. indice

de consistencia (0,955); indice de retencion (0,988). Rojo= Colombia; Azul = Esmeraldas; \VVerde = El Oro; Celeste = Guayas; Lila = Manabi; Marron = Grupo
externo (Anopheles (An) calderoni).
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Mediante el software BEAST v1.10.4, se construy6 un arbol filogenético basado en el algoritmo
Bayesiano con la finalidad de comparar los resultados con el de méxima verosimilitud. Para este
andlisis se utilizan varios pardmetros a priori, es decir se establecen ciertas condiciones antes de
continuar con la construccion del dendrograma. EI modelo utilizado fue el T92 (Tamura 3
Parametros), la base de frecuencias se realiza de forma estimada, se utilizaron 4 categorias
gamma y un tamafio constante de coalescencia. En este caso el algoritmo se basa en el uso de
cadenas probabilisticas MCMC (Markov Chain Monte Carlo) para las que se establecié una
longitud de 10 000 000. En el arbol filogenético basado en el algoritmo Bayesiano, dio mejores
valores en los nodos externos. Los valores de probabilidad desde 0,8 hasta 1 nos indican que
existe una relacion fuertemente sustentada de las ramas que se forman en el arbol, sin embargo,
se confirma una distribucién heterogénea de las secuencias sin un patron agrupamiento
geografico. Se puede observar que existen dos grandes grupos. Un grupo o clado que se sustenta
con un valor de probabilidad de 0,9 que incluye muestras de Colombia, Esmeraldas, Guayas,
Manabi y ElI Oro. En el segundo grupo, con un valor de probabilidad de 0,8 se agrupan
Unicamente secuencias de Ecuador de las provincias de EI Oro, Esmeraldas y Guayas. Al igual
que en el &rbol de maxima parsimonia el grupo externo de calderoni se encuentra sustentado con

un valor probabilistico de 1 (Figura 5).
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Figura 5. Dendrograma basado en el algoritmo Bayesiano, para establecer la relacion de las secuencias de An. albimanus. Cada color en las ramas terminales,
representa una localidad diferente para poder evidenciar de mejor manera la distribucién y relacion de las secuencias y su lugar de origen. Mediante el analisis de
los valores de probabilidad bayesiana de los nodos, con respecto al origen geografico de los especimenes, al igual que en el arbol de maxima parsimonia.
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450  Analisis de Haplotipos

451 Para confirmar la relacion entre estructura poblacional y origen geografico, se realizé un
452  analisis que clasifica las secuencias del gen mtCOI en haplotipos, es decir, agrupa las secuencias
453  de acuerdo a su similitud. EI primer paso, consistio en obtener la lista de haplotipos de nuestro set

454  de secuencias. Se encontraron 19 haplotipos (Figura 6).

|Haplotype/DNA Sequences Data File

455

456 Figura 6. Lista de haplotipos obtenida mediante el software DnaSP.
457 Se describe un total de 19 haplotipos enumerados, junto con las
458  secuencias que forman parte de cada uno de ellos.

459
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Mediante el software Network v10.0 (Fluxus Technology), se realizaron los célculos
mediante el algoritmo Neighbor Joining (NJ) y se graficd la red de haplotipica para observar la
distribucion de los diferentes grupos de secuencias y su relacion. En la red, se observaron 5
haplotipos con mayor frecuencia (HO01, H02, HO3, HO5 y HO7). Se observa que muestras de las
provincias de Esmeralda se encuentran distribuidas en estos 5 haplotipos principales, seguidas de
muestras de El Oro, que solo esta ausente en el HO1. Las muestras de la provincia de Guayas estan
presentes en los haplotipos HO1, HO5 y HO7. Las muestras de Colombia se agrupan en los
haplotipos HO1 y HO02. Las muestras de la provincia de El Oro, tiene 5 haplotipos adicionales
(H10, H11, H12, H13 y H14), y las muestras de Guayas 4 haplotipos adicionales (H04, H06, HO8,
HO09) (Figura 7). Al observar la estructura de la red, se observa que aunque existe cierta
distribucion heterogénea de las secuencias, sugiere una tendencia de separacion entre las muestras
de Colombia y las muestras de Ecuador, principalmente de Esmeraldas y EI Oro., pero alejados de
cierta manera de los haplotipos centrales de mayor tamafio correspondientes a secuencias

exclusivamente de Ecuador (Figura 8).
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476 Figura 7. Red de haplotipos del gen mtCOI, basada en el algoritmo de Neighbor Joining (NJ), para evidenciar la
477 distribucion espacial de los haplotipos calculados previamente y la relacion que existe entre los mismos. Cada linea
478  transversal representa un cambio nucleotidico.
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Colombia

Colombia

Figura8. Esquema de solapamiento de la red de haplotipos establecida para gen mtCOIl, con la distribucion
geogréfica de las localidades a las que corresponden las secuencias del analisis.
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Analisis de la variabilidad del codén 1014 del gen VGSC

Se analizaron 69 muestras, 37 de ellas correspondientes a 4 comunidades de El Oro y 32
muestras de 5 comunidades en Esmeraldas. El 87% del total de las muestras, presentaron el
genotipo susceptible TTG (L1014) en el coddn 1014. Este genotipo susceptible fue encontrado en
el 83.7% de muestras de la provincia de El Oro y en el 90.6% de las muestras de la provincia de
Esmeraldas. Se identificd también, la presencia de genotipos heterocigotos en un bajo nimero de
secuencias (9) (13%) tanto para Esmeraldas (3 secuencias) como para el Oro (6 secuencias) (Tabla
5). El genotipo heterocigoto identificado en ambas provincias es denominado TKK, donde la letra
K se utiliza para la opcion de la presencia de una Guanina (G) o una Timina (T) en dicha posicién.
Esta condicion, impide poder identificar estos genotipos como susceptibles o resistentes dentro del

analisis (Figura 9).

Tabla 5. Recuento de las mutaciones encontradas en el analisis del gen kdr en
secuencias correspondientes a localidades de las provincias de Esmeraldas y El Oro.

Heterocigoto  Susceptible | Total general
El Oro 6 31 37
Aguas Blancas 0 10 10
Huaquillas 1 8 9
La Victoria 1 8 9
Los Angeles 4 5 9
Esmeraldas 3 29 32
Chamanga 0 10 10
Las Golondrinas 0 1 1
Limones 0 5 5}
Muisne 0 9 9
Unidn de Atacames 3 4 7
Total general 9 60 69
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Figura 9. Esquema gréafico de las mutaciones encontradas en el analisis de cromatogramas del gen VGSC. A.
Cromatograma ejemplo del genotipo heterocigoto encontrado en muestras de ambas provincias; B. Cromatograma
del genotipo susceptible (TTG).

Discusién

En el Ecuador, existen estudios filogenéticos basados en mtDNA, que involucran a An
albimanus dentro de andlisis de taxonomia molecular junto con otras especies de vectores de
malaria; con la finalidad de esclarecer los origenes y las relaciones que tienen dichas especies (G
Arregui, Enriquez, Benitez-Ortiz, & Navarro, 2015). Sin embargo, no se encuentran estudios
realizados a nivel intra especifico dentro del pais con An albimanus, por lo que este estudio
constituye una primera base para el conocimiento de la estructura poblacional de este vector en
ciertas zonas de distribucién donde se ha registrado incidencia de casos de malaria y a su vez
mediante analisis moleculares, evaluar una posible ruta de origen de resistencia a insecticidas
piretroides que recientemente se ha registrada hasta en un 50% dentro de ensayos realizados con

individuos provenientes de 8 diferentes provincias (Caicedo, R, et al; 2021).
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Recuperacion de ADN de muestras

Uno de los principales inconvenientes de este estudio, radico en el bajo nimero de
muestras de las que se pudo obtener ADN analizable. Para Esmeraldas en las comunidades (BA),
(MU), (LI), (UA) y en EI Oro (BA) y (LA), los especimenes utilizados en el analisis, fueron
colectados entre 2012 y 2013 y almacenados a temperatura ambiente; lo que complico la
obtencion de material genético de calidad y cantidad suficiente. En el caso de (CH), se tenian
almacenadas muestras de ADN de mosquitos recolectados en 2019 que se extrajeron una vez se
regres6 del campo (Martin et al., 2020). Finalmente para (HU) y (LV), las muestras
corresponden a alicuotas de ADN almacenadas desde 2019 (Real-Jaramillo, 2019; Datos no
publicados). Muchos de los especimenes utilizados, no fueron recolectados con el estricto
propdsito de que a futuro se realicen analisis de tipo molecular con los mismos. Por esta razon
los métodos de preservacion fueron relativamente sencillos utilizando tubos ependorf de 0,6 mly
almacenandolos en bolsas con silica gel para evitar la aparicion de hongos por la humedad. Al
realizar la extraccién de ADN a partir de los restos que quedaban de estos mosquitos, pudimos
observar que el material genético de la gran mayoria, se encontraba degradado y por esta razén
no se pudo obtener amplicones de buena calidad principalmente para el caso del gen ND5 donde
todos los resultados fueron negativos. Para el gen COI, se pudo obtener secuencias de ciertos
individuos, sin embargo se obtuvo amplicones de la totalidad de muestras que se encontraban
almacenadas como alicuotas de ADN. Basados en dichas observaciones, las condiciones ideales
para poder conservar especimenes por largos periodos de tiempo, sin tener problemas posteriores

al momento de realizar analisis moleculares, radican en utilizar metodologias de preservacion
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como el almacenamiento en etanol a una temperatura de 4°C o el uso de nitrégeno liquido para
congelar completamente los especimenes (Post, Flook, & Millest, 1993) De igual forma, estudios
sugieren el uso de preservacion en bajas temperaturas, etanol y desecantes para otro tipo de
analisis en los que se necesite conservar caracteristicas morfoldgicas como por ejemplo el uso de
microscopia (Dowell, Noutcha, & Michel, 2011). Para el gen VGSC, la cantidad de secuencias
que se pudo recuperar fue mayor y provino tanto de individuos de los que se extrajo ADN para
este estudio, como de alicuotas almacenadas en el laboratorio. EI mayor éxito en la obtencion de
secuencias de este gen, probablemente radica en el tipo de ADN del que proviene este amplicon.
Mientras los genes ND5 y COI se amplifican a partir de material genético mitocondrial
(mtDNA), el gen para evaluar posibles mutaciones que confieran resistencia a insecticidas, se
encuentra en el genoma nuclear de los especimenes. La diferencia en el tipo de genoma (nuclear
0 mitocondrial) de origen de cada gen de estudio, puede relacionarse al nimero de secuencias
finales obtenidas en cada caso; esto se explica ya que se han descrito diferencias en la
degradacion del genoma mitocondrial y nuclear en cuanto al tiempo y a diferente variables como

la ubicacién o el nimero de copias de cada gen en cada caso dentro de la célula (Foran, 2006).

Variabilidad genética del gen mtCOI

Los indices de variabilidad genética tradicionales, se calculan a partir de una matriz de
cambios nucleotidicos. Los valores de Pi para cada provincia y en general para todo el set de
secuencias, son valores que se consideran bajos, debido a que este indice se calcula en base al

promedio de divergencia entre las secuencias y en este caso los cambios son minimos ya que solo
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existen un total de 19 sitios variables identificados en un fragmento de 664 pb. Por otro lado, los
valores de diversidad nucleotidica Hd, tienden a ser elevados (0,9430) ya que se calcula a partir de
las frecuencias y el numero de haplotipos entre individuos. Con estos datos de un valor Pi bajo
(0.0085) y un Hd elevado para nuestro set de secuencias podemos evidenciar la homogeneidad de
la poblacion (Avise, Neigel, & Arnold, 1984). El valor del test de Tajima: (Tajima’s D= 1.0612)
no fue estadisticamente significativo (P>0.10) por lo que no se puede inferir una hipotesis
sustentada en este andlisis. Por otro lado, el grafico de la distribucion missmatch, nos muestra una
distribucion bimodal de las frecuencias alélicas. Esto nos sugiere que la poblacion se encuentra en
equilibrio demografico, es decir en un estado en el que el crecimiento de la poblacion es nulo.
Dicha hipotesis plantea que de ser este el caso, también se puede evidenciar una silueta estocastica
(al azar) en el arbol filogenético del gen mtCOI (Rogers, 2004), siendo este el caso de nuestros
datos que al establecer su topologia, no se agrupan de manera ordenada de acuerdo a su origen
geografico, si no que tienden a distribuirse de manera heterogénea.

El indice Fst, es un valor que nos permite evaluar el nivel de diferenciacién genética que
existe dentro de una poblacidon. En este estudio el valor de Fst fue bajo (0.02902) lo que indica que
existe una baja diferenciacidon genética dentro de los individuos de ambas provincias. Mientras
que el Gst, que corresponde a un indice de variabilidad entre localidades también fue bajo
(0,00145), esto = nos indica no existe evidencia de diferenciacién poblacional establecida por el

origen geografico en las muestras de An. albimanus en la costa de Ecuador (Nei, 1973).

Estos datos, concuerdan con estudios previos, donde se sugiere que las poblaciones de An.

albimanus, tienden a diferenciarse genéticamente en escalas geograficas mayores. Es el caso de
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una comparacion en la que individuos de la zona del Caribe (Magdalena, Bolivar, Cordoba y
Antioquia) que se diferencian claramente de individuos de la region del Pacifico (Choco, Valle del
Cauca y Narifio) en Colombia; sin embargo, dentro del mismo estudio, se determina que existe
una baja variabilidad entre individuos que comprenden una misma regién (Gutiérrez et al., 2009).
Por otro lado, histéricamente se ha encontrado que existié un escenario de fragmentacion de una
gran poblacion de An. albimanus durante el Pleistoceno debido por los cambios geograficos que
en ese periodo tuvieron lugar. A partir de dicha fragmentacion, se cree que empieza el aumento en
el rango de expansién de esta especie, hacia la parte sur de América Central y la parte norte de

America del Sur (Loaiza et al., 2010).

La falta de agrupacion genética entre las poblaciones ecuatorianas de An. albimanus con
diferente origen geogréfico también se observa al analizar las topologias En este estudio podemos
observar que existe el mismo patrén de agrupacion tanto para los analisis de ML y Bayesiano. Sin
embargo, se observa una cierta tendencia de separacion cuando analizamos las secuencias
provenientes de Colombia, con las secuencias de Ecuador. La construccidn de este tipo de arboles,
nos permite tener una mejor perspectiva de las relaciones genéticas que existen dentro de nuestro
set de secuencias. El patrén similar de los resultados con el uso de dos algoritmos diferentes, nos
permite confirmar la tendencia de nuestros datos. En estudios previos de poblaciones de An.
albimanus, llevados a cabo con muestras originarias de Centroamérica, Sudamérica y el Caribe, se
ha encontrado baja diferenciacion entre poblaciones geograficamente cercanas, y esto se mantiene
al realizar anélisis de fragmentos de genoma mitocondrial, asi como con el uso de micro satélites

(Molina-Cruz et al., 2004). En este estudio, se decidid el uso de un marcador mitocondrial, ya que
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la caracteristica de herencia materna estricta los hace ideales para un analisis intraespecifico
(dentro de una misma especie); y al no estar sometidos a una presion evolutiva rigurosa y por lo
tanto tienden a ser altamente variables a diferencia de los genomas nucleares (Lanteri, Honey, &

Garcia-deras, 2003).

En la red de haplotipos establecida para nuestro analisis, no observamos una diferenciacion
entre diferentes localidades dentro de Ecuador. Muestra de ello, es el observar haplotipos como
HO03, HO5 y HO7, que se forman con secuencias de Esmeraldas (norte), Guayas (centro) y El Oro
(sur). Este resultado, nos lleva a pensar que no debemos sobredimensionar el aspecto de
diferenciacion geografico que tiene cada una de estas provincias, para establecer una
diferenciacion poblacional de esta especie de mosquito vector. Un estudio, llevado a cabo en
Guatemala, encontrd que existen bajos indices de diferenciacion genética entre poblaciones de
mosquitos de la zona del Pacifico y del Atlantico. Evidenciando que existen casos en los que
incluso mayores barreras geogréaficas, no han constituido un factor de impacto para la divergencia

poblacional de esta misma especie en otros paises, (De Merida et al., 1999).

Basado en los resultados obtenidos en los andlisis poblacionales de An albimanus, se
evidencia una especie vector en la que el origen geografico, no tiene correlacion con la
variabilidad genética de los individuos. Siendo una especie muy homogénea que relativamente se
encuentra estable en cuanto a su crecimiento poblacional. Esto puede deberse en parte al amplio
rango de distribucion de este vector a lo largo de la costa ecuatoriana y una baja presion selectiva,

caracteristicas que influyen de manera directa en que An albimanus, sea considerada una de las
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principales especies vectores de malaria en el pais. EI conocimiento de las caracteristicas a nivel
poblacional de esta especie, permite a futuro plantear y redefinir estrategias de control con la
finalidad de aumentar la probabilidad de éxito en el control y erradicacion de malaria en el

Ecuador.

Mutaciones del gen VGSC

Es importante poder evaluar mediante el uso de herramientas moleculares y
bioinformaticas, los posibles mecanismos de origen de resistencia a insecticidas piretroides. En
este caso visualizando mutaciones puntuales de un codon determinado (1014), en un gen de
actividad regulatoria de canales idnicos (VGSC) para de esta manera, determinar las mejores
estrategias de control de poblaciones vectoriales de enfermedades infecciosas. En este caso, fué
evidente la presencia mayoritaria del genotipo L1014 (TTG), que confiere la condicién de
susceptibilidad hacia insecticidas piretroides tanto en las muestras de Esmeraldas como de El
Oro. Una pequefia porcion de individuos (13%), mostraron un genotipo heterocigoto, que nos
impide identificar si su condicidn es resistente o susceptible ya que en ciertas posiciones de cada
coddn, puede expresarse una u otra base nitrogenada cambiando el marco de lectura y la
codificacion a un aminoacido diferente (Lol et al., 2013). Similares resultados, se han obtenido
en estudios realizados en Colombia. Utilizando el mismo analisis del codon 1014 en el gen
VGSC, no se encontraron genotipos que confieran resistencia a insecticidas en 3 especies de
mosquitos vectores de malaria entre ellos An albimanus que incluso previamente sobrevivieron a

ensayos de botellas impregnadas con insecticida (Orjuela et al., 2019). Con esta evidencia, es
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posible asumir que esta no es la Unica via de un posible origen de resistencia hacia insecticidas
en poblaciones de mosquitos vectores de malaria. Si bien, en América, no se tiene un
conocimiento solido a cerca de los mecanismos de origen de poblaciones de mosquitos vectores
de malaria resistentes a insecticidas, recientes investigaciones con herramientas moleculares de
mayor resolucién, como por el ejemplo el analisis de expresion génica; sugieren que dichos
mecanismos de resistencia, son consecuencia de una serie de interacciones en la expresion de
varios genes involucrados en el metabolismo y no Unicamente se basa en mutaciones puntuales
no sindénimas de un solo gen. En el caso de An albimanus, los estudios de expresion génica
Ilevados a cabo con especimenes de Perl y Guatemala, sugieren el origen de resistencia a
piretroides, se correlaciona con el aumento en la expresion de varios genes ligados a la actividad
metabolica (detoxificacion), que pertenecen a la familia Citocromo P450 (CYP 450)
(Mackenzie-Impoinvil et al., 2019). Es posible en futuros analisis, evaluar la expresion génica de
mosquitos recolectados en Ecuador mediante esta metodologia, con la finalidad de evaluar otra
posible ruta de resistencia a insecticidas mediante mecanismos de detoxificacion que no solo
involucra mutaciones puntuales en un coddén determinado de un gen, si no que constituyen

interacciones de mayor complejidad entre diferentes genes de una misma familia.

Conclusiones

No se observd estructuracion genética dentro de las diferentes zonas geograficas donde se
colectaron las muestras de An. albimanus dentro del pais, con base en los indices de genética

poblacional (Fst y Gst).
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Las hipdtesis evolutivas mediante el gen mtCOI, mostraron parafilia entre las secuencias con
respecto al origen geografico de las mismas, lo que apoya la hipotesis de ausencia de
estructuracion genético-poblacional previamente determinada por los indices de diferenciacion

genética Fst y Gst.

La red de haplotipos del gen mtCOI, mostré una topologia consistente con diferenciacion
entre los extremos norte y sur, sin embargo una distancia/divergencia genética puede estar
apoyando un gradiente de distancia geografica con respecto a las poblaciones/secuencias que

requerird el analisis de poblaciones intermedias en el intervalo geogréafico

No existe evidencia de presencia de poblaciones resistentes a piretroides con base al analisis
de mutaciones del gen VGSC y la presencia de la mutacién asociada. En este estudio, se encontro
el genotipo susceptible (L1014) TTG vy el genotipo heterocigoto TKK. Es importante continuar
con el estudio de los mecanismos de resistencia de las poblaciones de vectores en el Ecuador,

utilizando un mayor nimero de muestra, necesario para corroborar o modificar la hipétesis.

Desde un punto de vista epidemioldgico, los resultados de este trabajo nos muestran una
poblacion homogénea de An. albimanus en Ecuador, que inicialmente aparenta susceptibilidad a la

aplicacion de controles basados en insecticidas piretroides.

Esto conlleva a una idea inicial de que una estrategia de control que sea efectiva en una
localidad, puede llegar a tener el mismo o parecido nivel de éxito en cualquier otro lugar,
indiferentemente de la ubicacion geografica dentro del pais. Sin embargo es necesario sustentar

esta hipdtesis inicial, con estudios a futuro que sustenten y corroboren este planteamiento.
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ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL Y RESISTENCIA A INSECTICIDAS (PIRETROIDES) DE Anopheles (Nys.)

Anexos

albimanus Weidemann, VECTOR DE MALARIA EN LA COSTA DE ECUADOR

Anexo 1. Base de datos correspondiente a las muestras utilizadas en este estudio. +++ Representa buena calidad de las secuencias obtenidas a partir del ADN
extraido de los mosquitos recolectados; NA= no analizado.

Fecha de col col
Cadigo Provincia Localidad Extraccion AKDR ND5 COIl cover identidad COIBLAST Genotipo KDR  Coddén
A82 Esmeraldas Chamanga 20/03/2019 +++ - +++  93% 96% MT706456.1  Susceptible TTG
A92 Esmeraldas  Chamanga 20/03/2019 +++ - +++  98% 95%  MT706456.1  Susceptible TTG
A83 Esmeraldas Chamanga 20/03/2019 +++ - - NA NA NA Susceptible TTG
A84 Esmeraldas Chamanga 20/03/2019 +++ - +++  99% 97% KC354823.1 Susceptible TTG
A85 Esmeraldas Chamanga 20/03/2019 +++ - +++  97% 96% MT706456.1  Susceptible TTG
A86 Esmeraldas  Chamanga 20/03/2019 +++ - +++  98% 96% KC354823.1  Susceptible TTG
A87 Esmeraldas Chamanga 20/03/2019 +++ - +++  90% 98% FJ015266.1 Susceptible TTG
A88 Esmeraldas  Chamanga 20/03/2019 +++ - +++  91% 98% FJ015265.1 Susceptible TTG
A0 Esmeraldas Chamanga 20/03/2019 +++ - - NA NA NA Susceptible TTG
A9l Esmeraldas Chamanga 20/03/2019 +++ - +++  98% 95% MT706456.1  Susceptible TTG
SE1H4-005 Esmeraldas Las Golondrinas 07/04/2021 - - - NA NA NA NA NA
SE1H4-006  Esmeraldas Las Golondrinas 07/04/2021 - - ++ 100%  100% FJ015269.1 NA NA
SE1H4-007 Esmeraldas Las Golondrinas 07/04/2021 - - - NA NA NA NA NA
SE1H4-002  Esmeraldas  Las Golondrinas 07/04/2021 - - - NA NA NA NA NA
SE1H4-008 Esmeraldas Las Golondrinas 07/04/2021 - - - NA NA NA NA NA
SE1H4-010  Esmeraldas Las Golondrinas 07/04/2021 - - - NA NA NA NA NA
SE1C4-014  Esmeraldas  Las Golondrinas 07/04/2021 - - - NA NA NA NA NA
SE1C5-015  Esmeraldas  Las Golondrinas 07/04/2021 +++ - - NA NA NA Susceptible TTG
SE1C14-018 Esmeraldas Las Golondrinas 07/04/2021 - - - NA NA NA NA NA
SE1C22-019 Esmeraldas Las Golondrinas 07/04/2021 - - - NA NA NA NA NA
5E5C9-991 Esmeraldas  Limones 07/04/2021 - - +++  90% 96% MT706456.1 NA NA
5E5C9-992 Esmeraldas Limones 07/04/2021 +++ - +++  96% 99% JN412826.1 Susceptible TTG
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPYHF023013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPYTUV2F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC354823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPYDGZYJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPY8ANMZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC354823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPY2D6ZS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015266.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPXSEGZJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015265.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPZ29V4M016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPYYVEW4013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015269.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR4WFZKS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPVW9F0E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN412826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPV92R3E01R
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015237.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPUZH7GF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF417695.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPWNVC5Z013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN412826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPWZG3VF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN412826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPX3FVWD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPXCNHD9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT048398.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR28111N013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPSY64NC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN412826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPSP70KB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPUHTHZP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015261.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPUC08UH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015237.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR2C2656013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015265.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPT9XBU7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPTRRYNE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPTGJ53K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015261.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPU5YCRN013
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ABNO0147  E| Oro Aguas Blancas 13/04/2021 +++ - NA NA NA Susceptible TTG
ABNO170  El Oro Aguas Blancas 13/04/2021  +++ - NA NA NA Susceptible TTG
ABNO0166  E| Oro Aguas Blancas 13/04/2021 +++ - NA NA NA Susceptible TTG
ABNO0451  El Oro Barbones 13/04/2021 +++ - NA NA NA Susceptible TTG
ABNO174  E| Oro Barbones 13/04/2021 +++ - NA NA NA Susceptible TTG
ABNO0473  El Oro Barbones 13/04/2021 +++ - NA NA NA Susceptible TTG
ABNO0444  E| Oro Barbones 13/04/2021 +++ + NA NA NA Susceptible TTG
ABNO0478  El Oro Barbones 13/04/2021 +++ - NA NA NA Susceptible TTG
ABNO171  E|Oro Barbones 13/04/2021 +++ - NA NA NA Susceptible TTG
ABNO172  El Oro Barbones 13/04/2021 +++ - NA NA NA Susceptible TTG
HR441 El Oro Huaquillas 11/11/2019 +++ +++  90% 98% FJ015265.1 Susceptible TTG
HR4316  ElOro Huaquillas 11/11/2019  +++ +++ 76% 96% MT706456.1  Susceptible TTG
HR5114 El Oro Huaquillas 11/11/2019 +++ +++ 99% 96% KC354823.1 Heterocigoto TYG
HR4409  E| Oro Huaquillas 11/11/2019 - +++  93% 99% FJ015237.1 NA NA
HR5109 El Oro Huaquillas 11/11/2019 +++ +++ 98% 95% MT706456.1 Susceptible TTG
HR5101  ElOro Huaquillas 11/11/2019 +++ +++  99% 95% KC354823.1 Susceptible TTG
HR5103 El Oro Huaquillas 11/11/2019 +++ +++ 98% 95% MT706456.1 Susceptible TTG
HR4214  E| Oro Huaquillas 11/11/2019 +++ +++  100% 97% MT706456.1 Susceptible TTG
HR4405  El Oro Huaquillas 11/11/2019  +++ +++  90% 94%  MT706456.1  Susceptible TTG
HR4315  ElOro Huaquillas 11/11/2019  +++ +++ 99% 96%  MT706456.1  Susceptible TTG
PR11207 El Oro La Victoria 11/11/2019 +++ +++ 99% 96% MT706456.1 Susceptible TTG
PR11104  ElOro La Victoria 11/11/2019 + +++  87% 98% FJ015255.1 Susceptible TTG
PR10316 El Oro La Victoria 11/11/2019 +++ +++ 99% 97% KC354823.1 Susceptible TTG
PR11309  ElOro La Victoria 11/11/2019 + +++  94% 98% FJ015255.1 Susceptible TG
PR1041 El Oro La Victoria 11/11/2019 +++ +++  97% 95% MT706456.1 Susceptible TTG
PR11312  ElOro La Victoria 11/11/2019 - +++  98% 96% MT706456.1 NA NA
PR11401 El Oro La Victoria 11/11/2019 - +++ 99% 96% MT706456.1 Heterocigoto TKY
PR11411  E|Oro La Victoria 11/11/2019 - +++  97% 96% MT706456.1 Susceptible TTG
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015265.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR0KND0U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR0S4SYE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC354823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR20N7KR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015237.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR1A32CP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR23HBSA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC354823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR1SJPEP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR1NPNBC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR0ZMRP5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR1F0RAY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR0VH9SR016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR3FAY9Z013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR2ZPC7U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC354823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR2VU6NX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR3K5SPG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR2PK939013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR3XDY4Y016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR467VKY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT706456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR4A4ZF3016
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PR11410  ElOro La Victoria 11/11/2019 +++ +++  86% 94% FJ015261.1
PR11407  ElOro La Victoria 11/11/2019 +++ +++  91% 97% FJ015237.1
ALA0692  E| Oro Los Angeles 13/04/2021 +++ +++  99% 97% MT048398.1
ALAO693  ElOro Los Angeles 13/04/2021 +++ +++  100% 96% KC354823.1
ALA0688  E| Oro Los Angeles 13/04/2021 +++ + NA NA NA
ALA0689  ElOro Los Angeles 13/04/2021 +++ - NA NA NA
ALA0690  El Oro Los Angeles 13/04/2021 + + 99% 99% KU900808.1
ALA0694  ElOro Los Angeles 13/04/2021 +++ +++  97% 99% JN412826.1
ALA0695  ElOro Los Angeles 13/04/2021 +++ ++  99% 100%  KU900793.1
ALA0696  El Oro Los Angeles 13/04/2021 +++ - NA NA NA
ALA0697  El Oro Los Angeles 13/04/2021 +++ - NA NA NA
ALA0691  E| Oro Los Angeles 13/04/2021 - ++  96% 99% IN412826.1

Susceptible
Susceptible
Susceptible
Heterocigoto
Heterocigoto
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Heterocigoto
Heterocigoto
NA

TTG
TTG
TTG
TKK
TKK
TTG
TTG
TTG
TTG
TKK
TKK
NA
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015261.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR4NCN5W016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ015237.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR41SX3V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT048398.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR018AFW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC354823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPZV32RT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU900808.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR08V7TF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN412826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPZNNZY1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU900793.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CPZHDPM8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN412826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CR04PN33016
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