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Resumen

La especie de mosquito Aedes albopictus fue reportado por primera vez en Ecuador en
2017. Este insecto representa un importante riesgo a la salud publica debido a su capacidad de
mantener sus huevos viables en diapausa hasta encontrar que condiciones ambientales
favorables para su creciemiento, asi como baja exclusividad en sus preferencias de fuentes de
consumo de sangre, lo que causa que esta especie sea un vector clave en la transmision de
diversas enfermedades enzooticas, algunas bajo constante vigilancia del Ministerio de Salud
Publica del Ecuador. En este estudio, se evalu6 las relaciones filogeograficas de la poblacion
de 4. albopictus presente en Ecuador utilizando el gen COI. Se realizo la extraccion de ADN
de 3 muestras con un protocolo in-house. Se genero arboles filogenéticos utilizando algoritmos
de Neighbor-Joining, maxima parsimonia y maxima verosimilitud, asi como una red de
haplotipos. Se encontr6 tres haplotipos diferentes circulando en Ecuador. Se determiné que H1
tenia origenes asiaticos, H2 era un haplotipo propio del territorio, y H3 fue introducido desde
Colombia.
Palabras clave:

Aedes albopictus, COI, filogenia, filogeografia, ADN mitocondrial, red de haplotipos
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Abstract

The mosquito species Aedes albopictus was first reported in Ecuador during 2017. This
insect is an important risk to public health due to its capacity to keep viable eggs in the diapause
stage until favorable environmental conditions for development present, as well as its low
exclusivity in hosts for blood meals, which makes this species a key vector in the transmission
of enzootic diseases, some of which are under constant screening by the public ministry of
health of Ecuador. In this study, the phylogeographic relationship of Ecuador’s A. albopictus
was analized using the COI gene. DNA was extracted from 3 samples following an in-house
procedure. Phylogenetic trees using Neighbor-Joining, Maximum Likelihood and Maximum
parsimony algorithms and an haplotype network was generated. Three different haplotypes
were found in Ecuador. H1 was found to have Asian origins, H2 was found to be a unique
haplotype, and H3 was found to be introduced from Colombia to Ecuador.
Key words:

Aedes albopictus, phylogeny, phylogeography, mitochondrial DNA, haplotype network
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Introduccion

La Familia Culicidae, mosquitos o zancudos verdaderos, son Dipteros que comprenden
alrededor de 3490 especies formalmente reconocidas en el mundo (Harbach, 2007). En Ecuador
se registran aproximadamente 242 especies (Navarro, Enriquez, et al., 2015). En los géneros
Aedes, Anopheles y Culex se encuentran especies de importancia médico-veterinaria, debido a
su papel como transmisores de patdogenos o vectores de virus, protozoarios y helmintos, que
producen enfermedades como Malaria, Paludismo, Dengue, Fiebre Amarilla y otras arbovirosis
(Harbach, 2007; Navarro, Arrivillaga, et al., 2015). En Ecuador las dos mas importantes debido
a su rol como vectores son Aedes aegypti 'y Aedes albopictus.

Aedes albopictus es una especie de insecto originario de Asia del Este e India, junto con
las islas del Océano Pacifico y el Océano Indico, que ha colonizado todas las regiones del
planeta, a excepcion por el continente Antartico. Es una especie con gran capacidad de
adaptacion a nuevos ecosistemas, por lo que se han vuelto exitosos invasores. Dentro de las
caracteristicas mas importantes, se encuentra la capacidad de diapausa periodica de los huevos,
que, ademads, son resistentes a desecacion. A través de estas caracteristicas, son capaces de
asegurar el crecimiento en condiciones favorables e influyen positivamente en la dispersion
pasiva de los huevos. A pesar de ser originalmente rural, se ha podido adaptar al ecosistema
urbano (Bonizzoni et al., 2013; Rey & Lounibos, 2015).

Adicionalmente, 4. albopictus tiene la capacidad de colonizar territorios frios, debido a
su resistencia a la congelacion de sus huevos. La temperatura anual promedio necesaria para el
establecimiento de la especie se debe ser mayor a los 16.9 °C. Los especimenes se desarrollan
por completo en un rango de temperatura desde 15 hasta 35 °C, siendo 29 °C la temperatura
Optima de desarrollo. El intervalo de temperatura para el desarrollo va entre 10.4 hasta 35 °C.
Se ha evidenciado que la especie puede adaptase hasta latitudes de entre 38 a 40° N (Ibafez-

Bernal & Gomez Dantes, 1995; Rai, 1991; Reinhold et al., 2018). Analisis sobre distribucion
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especial que utilizan factores como la temperatura minima y maxima del area, precipitacion, y
densidad poblacional revelan que, a comparacion de A. aegypti, A. albopictus puede colonizar
un territorio mas amplio (Ding et al., 2018).

El primer reporte de la presencia de 4. albopictus en el continente americano se dio en
junio de 1983, en Memphis (TN), Estados Unidos. Dentro de los mecanismos para la
introduccion, se determin6 que podria tratarse de transporte maritimo en embarcaciones ligeras,
asi como transporte en contenedores utilizados para la importacion. En 1986, se reportaron
grandes poblaciones en Harris County (TX), que se extendieron rapidamente de forma que para
1989 se reportaba poblaciones que se extendian desde Florida hasta Baltimore. La especie
continud su camino al sur hasta llegar a Tamaulipas, México en 1988 (Ibafiez-Bernal & Gomez
Dantes, 1995; Rai, 1991; Reiter, 1998).

El primer reporte en Brasil fue en 1986, en Minas Gerais, Espiritu Santo y Rio de Janeiro
(WHO Meeting Regional Committee, 1986). En Republica Dominicana se reporto la llegada
de la especie en 1993 (Mesa Despaigne et al., 2013). De acuerdo con comunicaciones
personales, la especie se reportd en Bolivia en 1997 (Reiter, 1998). Posteriormente se reportd
la presencia de la especie tanto en Colombia como en Argentina en 1998 (Rossi et al., 1999;
Vélez et al., 1998). La especie se reporté en Uruguay en 2003 (Rossi & Martinez, 2003) y en
Venezuela, en 2009 (Navarrro et al., 2009). Se dispone de evidencia de la presencia de la
especie en Paraguay desde el 2014, sin embargo, comunicaciones personales indican la
presencia desde 1998 (Cuéllar-Jiménez et al., 2007; Torales Ruot, 2017). Poblaciones
recurrentes de 4. albopictus han sido reportadas en Ontario, Canadd, desde el 2016 (Giordano
et al., 2020). En Guyana se conoce de su presencia desde antes de 2017, sin embargo, es en ese
afio donde se da el primer reporte formal (Punu, 2017). En Ecuador, se dio el reporte de la

especie en este mismo afio.
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Hasta el momento no se han reportado especimenes en Pert, Chile, Surinam y Guyana
Francesa.

La introduccion del espécimen originario de Asia frecuentemente se encuentra ligada a
la importacion de llantas desde Japon. Este método fue la forma de introduccion en Australia,
Barbados y Nueva Zelanda (Reiter, 1998). Se ha evidenciado la introduccién de esta especie a
través de la importacion de bambu, en paises como Bélgica (Demeulemeester et al., 2014) y
los Paises Bajos (Hothuis et al., 2009). Adicionalmente, existen introducciones que aparentan
no tener conexioén con los dos métodos mencionados anteriormente, tal como es el caso en
Espana (Aranda et al., 2006).

La especie se caracteriza por su alimentacion diurna, a través de picaduras para la
succion de sangre en el caso las hembras. Tiene un comportamiento oportunista, consumiendo
sangre de diferentes vertebrados. Dentro de las fuentes conocidas se encuentran diversas
especies de animales domésticos como gatos, perros, conejos, caballos, cerdos, roedores,
bovinos, pollos y palomas. La especie tiene una predileccion especial a mamiferos,
especificamente humanos (Bonizzoni et al., 2013; Pereira-dos-Santos et al., 2020; Pereira dos
Santos et al., 2018).

La especie se encuentra asociada a areas periurbanas, y su predileccion por una fuente
de alimentacion especifica aparenta ser especifica del lugar. Adicionalmente, se ha encontrado
que se su reproduccion se ve afectada de manera positiva por la presencia de contenedores
artificiales propios de este tipo de ambiente (Faraji et al., 2014).

Al evaluar la relacion de competencia entre A. albopictus y A. aegypti, se ha encontrado
que las larvas de 4. albopictus superan a las de A. aegypti en crecimiento y sobrevivencia en
ambientes limitantes. Adicionalmente, a diferencia de 4. albopictus, la presencia de hojarasca

aumenta el tiempo de desarrollo de las hembras de 4. aegypti. Asi también, a temperaturas
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mayores y presencia de hojarasca, los machos de 4. albopictus tienden a ser mas grandes
(Lounibos et al., 2002).

En el caso de 4. albopictus y A. triseriatus, se estima que ambas especies coexistan en
habitats como cavidades arboreas, sin embargo, se prevé el desplazamiento de A. triseriatus por
A. albopictus en habitats artificiales como las llantas, tal y como sucedié con A. aegypti
(Livdahl & Willey, 1991).

Debido a sus caracteristicas de alimentacion, y potencial de colonizacion, la presencia
de A. albopictus representa un riesgo por su relacion de vector con diferentes patogenos,
especialmente, en casos de emergencia de enfermedades zoondticas (Pereira-dos-Santos et al.,
2020).

La especie es un vector para el nematodo Dirofilaria immitis. La circulacion del parasito
en la region norte de Italia se encuentra ligada a la circulacion de especimenes en el area urbana
(Cancrini et al., 2003; Masetti et al., 2008).

Es un vector importante en la transmisién de virus como el dengue (DENV), Zika
(ZIKV) y Chikungunya (CHIKYV). Se ha demostrado que es un vector competente para diversos
arbovirus enzooticos descritos en Tabla 1 (Bonizzoni et al., 2013; Gratz, 2004; Pereira-dos-
Santos et al., 2020; Pereira dos Santos et al., 2018).

Tabla 1

Evaluacion bibliografica de susceptibilidad de infeccion a A. albopictus por diversos virus.

Método
. ' Aislamiento )
Virus Abreviatura Infeccion por  Inoculacion ~ Referencia
en poblacion
via oral intratoracica

salvaje
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(Amraoui et
Fiebre al., 2016) (C.
YFV
amarilla J. Mitchell et
al., 1987)
(Grimstad et
al., 1989)
(Carl J.
La Crosse LACV Mitchell et al.,
1998)
(Gerhardt et
al., 2001)
(Sardelis et
al., 2002)
(Michael J.
Nilo
WNV Turell et al.,
Occidental
2001)
(Fortuna et
al., 2015)
(M. J. Turell
Encefalitis
etal., 1994)
Equina del EEEV
(C. J. Mitchell
Este
et al., 1992)
Encefalitis (Vythilingam
JEV
Japonesa et al., 1995)




ORIGEN FILOGEOGRAFICO DE Aedes albopictus (SKUSE) EN ECUADOR INFERIDO

POR ADN MITOCONDRIAL
(Weng et al.,
1999) (de
Wispelaere et
al., 2017)
(Fernandez et
Encefalitis
al., 2003)
Equina VEEV
(Beaman &
Venezolana
Turell, 1991)
Encefalitis (Savage et al.,
SLEV
de San Luis 1994)
(Carl J.
Virus Valle Mitchell et al.,
vVvC
de Cache 1998) (Ayers
etal., 2019)
(Grimstad et
Keystone KEYV
al., 1989)
Kunjin KUNV (Tesh, 1980b)
San Angelo SAV (Tesh, 1980b)
Canodn de (Grimstad et
JCV
Jamestown al., 1989)
(Tomori &
Orungo ORUV
Aitken, 1978)
(Calzolari et
Usutu USuv

al., 2010)
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(Puggioli et
al., 2017)
(Mannasse et

al., 2017)

Valle de Rift

RVF

(M. Turell et

al., 1988)

Karimabad

KARV

(Tesh, 1975)

Rio de Ross

(C.J. Mitchell

etal., 1987)

Oropouche

OROV

(Smith &
Francy, 1991)
(de Mendonga

et al., 2021)

Kokobera

KOKV

(Tesh, 1980b)

Mayaro

MAYV

(de Mendonga
et al., 2021)
(Smith &

Francy, 1991)

Ilheus

ILHV

(Tesh, 1980b)

Potosi

POTV

(Carl J.
Mitchell et al.,
1998) (Francy
et al., 1990)

(C.J. Mitchell

10
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et al., 1996)
(Heard et al.,
1991)
Itaporanga ITPV (Tesh, 1975)
(C. J. Mitchell
Tensaw TSV X
et al., 1992)
(Ramachandra
Chandipura  CHPV X Rao et al.,
1967)
Urucuri
(BeAn URUV (Tesh, 1975)
100049)
Bujaru BUIV (Tesh, 1975)
Arumowot AMTV (Tesh, 1975)
Bussuquara  BSQV X (Tesh, 1980b)
Chilibre CHIV (Tesh, 1975)
(Takashima &
Getah GETV X Hashimoto,
1985)
Icoaraci ICOV (Tesh, 1975)
(Grimstad et
Trivittatus TVTV X
al., 1989)
Nodamura NOV X (Tesh, 1980a)
Pacui (Tesh, 1975)

11
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Salehabad SALV X (Tesh, 1975)

En el transcurso de 2005 y 2006, la epidemia de CHIKV en La Reunion tuvo por vector
principal a A. albopictus (Wimalasiri-Yapa et al., 2019). Este también fue el caso para las villas
italianas Castiglione di Ravenna y Castiglione di Cervia, que sufrieron en 2007 diversos casos
de CHIKV (Rezza et al., 2007). Asi también, se ha identificado que es un vector principal para
la circulacion de CHIKYV junto con DENV en la Republica Gabonesa (Leroy et al., 2009).

Durante el afio 2020, ocurrié un brote de DENV en la provincia de Vicenza, Italia, que
tuvo como vector principal a 4. albopictus (Lazzarini et al., 2020). Asi también, un brote en
Hawai durante 2001 tuvo como vector principal a la especie (Effler et al., 2005).

A pesar de que no existe evidencia sobre el rol de transmision de enfermedades en el
continente americano por parte de la especie, en Brasil, se encontraron especimenes de 4.
albopictus infectados naturalmente con virus de fiebre amarilla (YFV) asi como DENV
(Martins et al., 2012). Adicionalmente, en México se hallaron especimenes infectados con
DENYV (Ibafiez-Bernal et al., 1997).

Para estudios filogenéticos, es comun utilizar genes mitocondriales codantes para
proteinas, debido a su mayor velocidad evolutiva, que permite diferenciar familias, géneros y
especies. Dentro de estos marcadores moleculares para estudios filogenéticos, se encuentra la
region ND5 y COl, utilizada comiinmente para determinar diversidad y variacion en la genética
poblacional (Mandal et al., 2014).

Los anélisis de microsatélites determinan que las poblaciones nativas del Sureste de
Asia se agrupan en diferentes clados, teniendo una relacion importante con poblaciones
invasoras (Kotsakiozi et al., 2017).

De acuerdo con Ruiling, Tongkai, et al. (2018), al analizar la variabilidad con la porcion

de COI para la poblacion de China se determiné que la variabilidad detectada se debia a factores
12
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propios de la poblacion estudiada, sugiriendo baja variabilidad entre las poblaciones de China.
Se encontraron 23 haplotipos, todos se agrupaban bajo el mismo clado, siendo 14 derivados del
haplotipo H1. La muestra de China aparenta ser ampliamente similar a la muestra de Japon y
Tailandia de acuerdo con el estudio de microsatélites (Kotsakiozi et al., 2017).

En la poblacion de Malasia, los analisis de Zawani et al. (2014) y Md. Naim et al. (2020)
utilizando el gen COI registran bajos niveles de variabilidad de las poblaciones de la isla de
Penang. A pesar de hallarse gran cantidad de haplotipos, todos se encuentran intimamente
relacionados entre si, con tan solo un paso de mutacion de distancia. También se determind que
varias poblaciones compartian distintos haplotipos. De acuerdo con Ismail et al. (2017), al
utilizar el mismo gen, se encontrd que la poblacion de Subang Jaya en Malasia seria el origen
para las poblaciones del sur y norte de Asia, que incluyen a Butdn, Tailandia, Vietnam, China
y Japon.

Los grupos de Africa se encuentran relacionados con el grupo de Malasia. Se
determinado que las poblaciones de Gabon y Congo son distintas (Kotsakiozi et al., 2017). A
su vez, el grupo en La Reunion se encuentra relacionado con el grupo Asia del Sur (Sherpa et
al., 2018). Para la poblacion de Camerun, se encontré cuatro haplotipos al realizar estudios con
el gen COIl y NDJ5, y se determin6 un bajo nivel de diversidad genética, a pesar de que la
introduccion de la especie se dio desde numerosos sitios, probablemente todos cercanos al
tropico (Kamgang et al., 2011).

De acuerdo con (Kotsakiozi et al., 2017), las poblaciones en Europa tienen al menos
dos origenes diferentes. Las poblaciones de Grecia se encuentran relacionadas con las
poblaciones de Brasil y Singapur (Kotsakiozi et al., 2017). Sin embargo, las poblaciones de
Italia se encuentran relacionadas con las poblaciones estadounidenses, que a su vez, se
encuentran relacionadas con las poblaciones asiaticas segin analisis por microsatélites y con el

gen ND5 (Kotsakiozi et al., 2017; Usmani-Brown et al., 2009). Las poblaciones francesas se
13
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encuentran relacionadas con el sur de Estados Unidos (EEUU) y las islas de Madagascar y La
Reunién (Mousson et al., 2005).

En EEUU, se encontr6 que las poblaciones compartian en la mayoria un mismo
haplotipo, sin embargo, también se hallaron haplotipos unicos en baja frecuencia. El haplotipo
mas frecuente encontrado es el mismo encontrado en poblaciones nativas ancestrales. La
poblacion estadounidense tiene como origen Japon (Birungi & Munstermann, 2002; Kotsakiozi
etal., 2017).

Las poblaciones de Hawai se caracterizan por ser distintas a las poblaciones japonesas
y estadounidenses. En Hawai, se encuentra gran diversidad de haplotipos, incluyendo dos
haplotipos nicos, uno compartido con Camertn y otro con EEUU continental. La diferencia
de los haplotipos encontrados en Hawai sugiere que la colonizacion para esta region se dio
desde diferentes regiones (Kotsakiozi et al., 2017) (Usmani-Brown et al., 2009).

En México, al utilizar el gen CytB se encontrd que alta prevalencia para el haplotipo
presente en Brasil, Madagascar y La Reunion. Asi también, se encontraron poblaciones con
haplotipos asiaticos provenientes de Vietnam y Tailandia. Se determind la existencia de
haplotipos nuevos propios para la regiéon de Nuevo Leon y Quintana Roo (Pech-May et al.,
2016).

Las poblaciones de Sudamérica se encuentran relacionadas con las poblaciones del
Sureste de Asia (Kotsakiozi et al., 2017).

Utilizando poblaciones encontradas el Venezuela y Colombia, el analisis del gen ND5
determind que en estos paises se circulan seis haplotipos, dos de los cuales son propios de la
region donde se encontraron. En Caracas (Venezuela) se hall6 el haplotipo H3, presente en
Tailandia, Cambodia, Vietnam y Reunién, y el haplotipo H14 originario del lugar. Otro
haplotipo originario de la region es el H15, propio de La Buitrera (Colombia), en donde también

se encontro el haplotipo H1, que se encuentra presente en distintas regiones de Brasil, como
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Manaus, Represa do Cigano y Sdo Luis. En Buenaventura (Colombia) se encontro el haplotipo
H11 que se comparte con Camertn y la Republica Centroafricana (Navarro et al., 2013).

Al analizar las poblaciones de Brasil utilizando el gen NDS5, se encontré una clara
distincion entre ellas y poblaciones de otros lugares. Asi también se encontrd un haplotipo que
era el mas expandido en toda la region. De acuerdo con analisis para el gen COIL, ND5 y CytB
la poblacion brasilefia tiene un unico origen, relacionado con la region del sureste asiatico. Esta
poblacion tenia un origen diferente a la poblacion de estadounidense (Birungi & Munstermann,
2002; Kotsakiozi et al., 2017; Mousson et al., 2005).

Es de alta importancia el entendimiento del origen filogeografico pues en diversas
poblaciones de A. albopictus, se han encontrado genes carboxilestarasa (CCEs) relacionados
con la resistencia a los insecticidas, dificultando el uso de estas sustancias para el control de
vectores. Estos alelos aparecen en mosquitos en diferentes localidades geograficas que
compartan mismo haplotipo (Grigoraki et al., 2017). Adicionalmente, la capacidad para ser un
vector competente de ciertos virus también varia de acuerdo al origen filogeografico de las
poblaciones (Vega-Rua et al., 2020).

En Ecuador, las enfermedades transmitidas por artrépodos, también conocidas como
arbovirosis o enfermedades arbovirales, representan una importante amenaza para la poblacion.
Dentro de este grupo se encuentran enfermedades tales como el dengue, chikungunya, zika y
fiebre amarilla, transmitidas primordialmente por A. aegypti. Debido a que la poblacion de
vectores estd directamente ligada a con la transmision de estas enfermedades, y dado que otras
alternativas preventivas, tales como programas de vacunacion, son bastante limitadas, es
fundamental el control de las poblaciones de vectores (Ministerio de Salud Publica, 2019).

En concordancia con la importancia epidemiologica expuesta, el monitoreo sobre la
presencia de poblaciones de la especie se vuelve fundamental para el control y prevencion de

enfermedades de importancia epidemioldgica en el pais. A pesar de que se conoce que en
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Ecuador se encuentran presentes poblaciones de A. albopictus, el origen de su introduccién no
fue analizado. La evaluacion de las relaciones filogeograficas de las poblaciones encontradas
brindara una herramienta para el entendimiento y posible prospeccion sobre las relaciones entre
este vector y diversos patdgenos de interés para el pais, por ello, en este estudio se pretende
analizar el origen filogeografico de Aedes albopictus en Ecuador a través del andlisis.
Materiales y Métodos

Recoleccion de muestras

Especimenes de A. albopictus fueron colectados en la ciudad de Guayaquil, cada
mosquito fue catalogado segun el sexo y los tejidos utilizados en la extraccion de ADN de
acuerdo a lo descrito en la Tabla 2.

Tabla 2

Tabla de informacion para los individuos utilizados.

Codigo Sexo Parte
X1 a 3 patas
X4 Q 2 patas
X6 d 2 patas
Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd basandose en el método de Golczer & Arrivillaga
(2008). Se sumergid 3 patas del espécimen en 50 pL de buffer de lisis (0.1 M NaCl, 0.2 M
sacarosa, 0.1 M Tris, 0.05 M EDTA, 0.5% SDS, pH = 8.55). Las muestras fueron incubadas
por 22 horas a temperatura ambiente. Se realiz6 la trituracién mecanica con tijeras esterilizadas
seguidas de la homogenizacion de las patas con un micro-mortero y un pistilo de pléstico

previamente esterilizado. Cada pistilo se lavd con 50 pL de buffer de lisis. Las muestras fueron
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incubadas a 65 °C por 10 minutos, tras lo cual se afadié 100 pL mas de buffer de lisis. Se
incubaron nuevamente a 65 °C por 50 minutos mas. Después, se afiadié 14 pL de acetato de
potasio (8 M) a 4 °C. Las muestras se incubaron a 4 °C por 1 hora. Posteriormente, las muestras
fueron centrifugadas a 12225 g por 15 minutos, el sobrenadante se transfirié a tubos limpios.
Se afiadi6 200 pL de etanol (99.8% pureza) a 4 °C y se incub6 por 5 min a temperatura ambiente.
Después se centrifugd las muestras nuevamente a 12225 g por 15 minutos, y se descarto el
sobrenadante. El pellet fue lavado con 100 pL de etanol (70% pureza) a 4 °C. Tras lo cual, se
centrifugo las muestras a 12225 g por 5 min, se descarto el sobrenadante y se lavo el pellet con
100 pL de etanol (99.8% pureza) a 4 °C. Se anadi6é 1 pL de Promega RNase A Solution. Las
muestras se centrifugaron a 12225 g por 15 min, y se descart6 el sobrenadante. Se escurri6 el
exceso de etanol con el tubo inclinado sobre membranas estériles por 20 horas. El pellet de
DNA se resuspendid en 25 pL de agua de grado molecular. EIl DNA se guard6 a -20 °C hasta
su uso.
PCR

Se utilizd el forward primer CI-J-1632(5’-TGATCAAATTTATAAT-3’), y reverse
primer CI-N-2197(5’-GGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3’) (Kambhampati & Smith,
1995). La mezcla de reaccion se realizd con volumen final de 25 pL para la cual se utilizo el
kit de abm® Precision™ DNA Polymerase (PCR) (Cat. GO78). Para la mezcla de reaccion se
utilizo 5 pL de 5X PCR buffer, 3 mM de MgSO4, 0.2 mM de dNTPs, 1 pL de Taq Polimerasa
(5 U/uL) y 5 uL de 5X GC Enhancer buffer. Se utiliz6 4 pL de templado de ADN junto con
0.4 uM de cada primer.

El perfil de temperatura se basé en el trabajo de Kambhampati & Smith (1995). Se
efectu6 una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min, seguido por 35 ciclos de

amplificacion compuestos por una etapa de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min, una etapa
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de hibridacion a 37 °C durante 2 min, y una etapa de extension a 72 °C durante 2 min, seguidos
de un paso de extension final de 72 °C durante 7 min.

Se evalu6 el tamano de los productos de PCR en un gel de agarosa al 1.2% en buffer
TAE 1x, revelado con SafeView™ Classic. Se utilizo Invitrogen TrackIt™ 1 Kb Plus DNA
Ladder como buffer de carga y marcador molecular respectivamente. Las muestras fueron
corridas a 100 V durante 45 minutos, y las bandas fueron visualizadas en un transiluminador
UV.

Los amplicones obtenidos fueron secuenciados con secuenciacién Sanger de primera
generacion por la empresa Macrogen.
Analisis filogenético

Para el andlisis filogenético se utilizaron secuencias de DNA obtenidas de GenBank de
diversos autores detallados en la Tabla 3.

Tabla 3

Codigo de secuencias de region COI

Region n Codigo Referencia

Australia 1 KU495082 (Batovska et al., 2016)

AJ971003, AJ971014 (Mousson et al., 2005)

Brasil 4 KP211400 (Paiva et al., 2014)
IX456417 (Freitas et al., 2014)
AJ971006, AJ971019,

Camboya 1 (Mousson et al., 2005)
AJ970993

KX981866 - KX981869, (Guo & Zheng, 2016aa, 2016e,
China 87 KX886284 - KX886301, 2016ab, 2016al, 2016f, 2016bd,

KX886303 - KX886341, 2016bc, 2016bb, 20169, 2016au,
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Region n Codigo Referencia
KY378914 - KY378934, 2016z, 2016as, 2016v, 2016af,
KY378936 - KY378938 20160, 2016r, 2016p, 2016t,
2016x, 20161, 2016b, 2016n,
20164, 2016ah, 2016az, 20164j,
2016ax, 2016d, 2016av, 2016bg,
2016aq, 2016m, 2016am,
2016be, 2016s, 2016h, 2016¢,
201620, 2016w, 2016ap, 2016bi,
2016y, 2016ae, 2016ay, 2016ak,
2016k, 2016ba, 2016j, 2016u,
2016aw, 2016ai, 2016ad,
2016ag, 2016ar, 2016g, 20161,
2016an, 2016at, 2016bj, 2016bf,
2016bh, 2016ac)
(Ruiling, Peien, et al., 2018)
KP877563 - KP877575 (Hoyos-Lopez et al., 2015)
Colombia 19
MN997606 - MN997611  (Acosta et al., 2020)
Corea del Sur 38 MGS871365 - MG871402  (Lee et al., 2020)
Costa Rica 5 AB907796 - AB907800  (Futami et al., 2015)
Croacia 4 HQ906848 - HQ906851  (Zitko et al., 2011)
AJ971005 (Mousson et al., 2005)
EEUU 4 MN509207 (Dhupar et al., 2019)

MK372913 - MK372914 (McKenzie et al., 2019)
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Referencia

(Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus cytochrome c oxidase
subunit I (COI) gene, partial
cds; mitochondrial. Accession

No. MF101840,2017)

POR ADN MITOCONDRIAL
Region n Codigo
MF101840
Ecuador 52

0OK266899 - OK266949

(Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27303
haplotype HI cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266942, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27308
haplotype HI cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266943, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27418
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.

Accession No. OK266901, 2021,
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Region

Codigo

Referencia

Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27419
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266902, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27420
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266903, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27421
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266904, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27422
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI) gene,

partial  cds;  mitochondrial.
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Region

Codigo

Referencia

Accession No. OK266905, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27423
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266906, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27424
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266907, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27425
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266908, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27426
haplotype H2 cytochrome c¢

oxidase subunit 1 (COXI1) gene,

22



ORIGEN FILOGEOGRAFICO DE Aedes albopictus (SKUSE) EN ECUADOR INFERIDO

POR ADN MITOCONDRIAL

Region

Codigo

Referencia

partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266909, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27427
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266910, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27309
haplotype HI1 cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266944, 2021;
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27428
haplotype H2 cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266911, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27429

haplotype H2 cytochrome c
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Region n Codigo Referencia

oxidase subunit I (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266912, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27430
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266913, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27431
haplotype H2 cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266914, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27432
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266915, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes

albopictus voucher ECU27433
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Region

Codigo

Referencia

haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit I (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266916, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27434
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266917, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27435
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266918, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27436
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266919, 2021,

Nucleotide [Internet]. Aedes
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Region

Codigo

Referencia

albopictus voucher ECU27437
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit I (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266920, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27310
haplotype HI1 cytochrome c¢
oxidase subunit I (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266946, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27438
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit I (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266921, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27439
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.

Accession No. OK266922, 2021,
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Region

Codigo

Referencia

Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27440
haplotype H2 cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266923, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27441
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266924, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27442
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266925, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27444
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI) gene,

partial  cds;  mitochondrial.
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Region

Codigo

Referencia

Accession No. OK266926, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27462
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266927, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27463
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266928, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27464
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266929, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27465
haplotype H2 cytochrome c¢

oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
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Region

Codigo

Referencia

partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266930, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27311
haplotype HI1 cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266947, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27466
haplotype H2 cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266931, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27467
haplotype H2 cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266932, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27468

haplotype HI1 cytochrome c
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Region n Codigo Referencia

oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266933, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27469
haplotype HI cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266934, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27470
haplotype HI cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266935, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27471
haplotype HI cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266936, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes

albopictus voucher ECU27472
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Region

Codigo

Referencia

haplotype HI cytochrome c¢
oxidase subunit I (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266937, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27473
haplotype HI1 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266938, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27474
haplotype HI cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266939, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27475
haplotype HI cytochrome c
oxidase subunit 1 (COXI) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266940, 2021,

Nucleotide [Internet]. Aedes
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Region

Codigo

Referencia

albopictus voucher ECU27313
haplotype HI1 cytochrome c
oxidase subunit I (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266945, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27476
haplotype HI1 cytochrome c¢
oxidase subunit I (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266941, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27314
haplotype HI1 cytochrome c¢
oxidase subunit I (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266948, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27316
haplotype HI1 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.

Accession No. OK266949, 2021,
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Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27416
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266899, 2021,
Nucleotide [Internet]. Aedes
albopictus voucher ECU27417
haplotype H2 cytochrome c¢
oxidase subunit 1 (COXI1) gene,
partial  cds;  mitochondrial.
Accession No. OK266900, 2021)

Espafia 8 KU319443 - KU319450  (Brustolin et al., 2015)

Francia 2 AJ971008, AJ971009 (Mousson et al., 2005)

Georgia 4 MG198597 - MG198600 (E. V. Shaikevich et al., 2018)

Hawai 1 AJ971011 (Mousson et al., 2005)

MK284525 (Panda et al., 2018)
India 3 KC970275 (Shinde & Thete, 2013)
MK736660 (Barik et al., 2019)

(Elena Shaikevich & Talbalaghi,

Italia 14 JX679373 - JX679386
2013)

Japon 1 AB690835 (Kuwata et al., 2012)

Libano 1 JX912500 (Haddad et al., 2012)
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Region n Codigo Referencia
AJ971007 (Mousson et al., 2005)
Madagascar 70

JN406664 - IN406732

(Raharimalala et al., 2012)

MF 148249 - MF148261

MF148263 - MF148276,

(Adilah-Amrannudin et al.,

Malasia 55 MF148278 - MF148293,
2017)

MF 148295 - MF148297

MF148299 - MF148303
Marruecos 3 KU522419 - KU522421  (Bennouna et al., 2016)
Panama 1 AB907801 (Futami et al., 2015)
Republica

4 KC979137 - KC979143  (Kamgang et al., 2013)

Centroafricana

AJ971012, AJ971013 (Mousson et al., 2005)
Reunion 12

IN406654 - IN406663 (Raharimalala et al., 2012)

HF536717, LN808745 -  (Prioteasa et al., 2012, 2015a,
Rumania 3

LN808746 2015b)

MG198595 - MG198596,
Rusia 7 MG198601 - MG198602, (E. V. Shaikevich et al., 2018)

MG198604 - MG198606
Tailandia 1 AJ971015 (Mousson et al., 2005)
Timor Oriental 25 KF042861 - KF042885 (Beebe et al., 2013)
Turquia 3 JQ412504 - JQ412506 (Oter et al., 2013)
Vietnam 2 AJ971010 (Mousson et al., 2005)
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Se realiz6 un alineamiento (n=431) multiple y por pares con el software MacVector
(ver. 18.1.5) en donde la penalidad para la apertura de gaps fue de 15, asi como la penalidad
para extension de gaps fue de 6.66.

Se examind la divergencia molecular de las secuencias problemas con el software Mega
X (Kumar et al., 2018). Asi también, se generd un arbol filogenético. por Neighbour-Joining
(NJ) siguiendo el modelo de Tajima-Nei. Se utilizdé el método bootstrap como prueba de
filogenia con 500 réplicas. Se generd un arbol de maxima parsimonia (MP) utilizando todos los
gaps, con el método SPR. Se generd también un arbol de maxima verosimilitud (ML) con el
método de Tamura-Nei, utilizando todos los gaps, aplicando con el algoritmo heuristico del
intercambio del vecino mas cercano.

Se utiliz6 una porcidn representativa del total de secuencias analizadas (n=113) que
contenia las secuencias obtenidas junto con las descritas en la Tabla 4 y con las secuencias
KU187005, MT323222, MK985387, MK985386 como grupo externo.

Tabla 4

Codigo de secuencias utilizadas en la generacion de drboles filogenéticos por NJ, MP y ML..

MF101840 0OK266949 0OK266933 0K266932 0OK266931
KP877563 KP877564 KP877565 KP877566 KP877567
KP877568 KP877569 KP877570 KP877571 KP877572
KP877573 KP877574 KP877575 MN997606 MN997607
MN997608 MN997609 MN997610 MN997611 AB907800
AB907799 AB907798 AB907797 AB907796 KP211400
JX456417 AJ971014 AJ971003 JQ412506 JQ412505
JQ412504 KU495082 MG8&71402 MG8&71392 MG871391
AB690835 JX912500 AJ971008 AJ971009 AB907801
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AJ971011 HF536717 LN808745 LN808746 AJ971015
KU522419 KU522420 KU522421 MG198595 MG198601
MG198602 MG198604 MG198606 HQ906848 HQ906849
AJ971013 JN406655 KU319443 KU319444 KU319450
JX679373 JX679374 MG198597 MG198598 MG198599
MG198600 AJ971006 MF148249 MF148255 MF 148284
MF 148285 MF148291 KF042861 KF042876 KF042877
AJ971007 JN406665 JN406682 JN406691 JN406695
JN406729 MK284525 KC970275 KX886287 KX886288
KX886307 KX886309 KX886318 KX886322 KX886340
KX981866 KX981867 KX981869 KY378917 KY378931
KY378938 MN509207 MK372913 MK372914 AJ971005
AJ971010 KC979143 KC979142 KC979141 KC979140

Se determino los polimorfismos, la diversidad nucleotidica con el método de Nei (n) y

de Jukes-Cantor (JC), haplotipos y diversidad haplotidica de las muestras problema con el

software DNAsp (ver. 6.12.03), con el que se removid los sitios no variables, asi como no se

consider? los sitios con gaps. Adicionalmente, se calculo el coeficiente de la prueba de Tajima

y los haplotipos de las secuencias utilizadas.

La red de haplotipos y el mapa geografico para los haplotipos de la matriz global fue

generada con el software PopArt con el método TCS.
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Resultados
Se obtuvo productos de PCR de un tamafio aproximado de 550 pb de acuerdo al gel de
agarosa en la Figura 1.

Figura 1

Gel de agarosa para amplicones de muestras analizadas, junto con una muestra de A. aegypti
utilizada para comprobar una correcta extraccion de ADN. El control (+) corresponde con un

amplicon de COI obtenido previamente.

Control (-)
A. aegypti
Control (+)

— < ©
e ol =

1500 pb

500 pb

100 pb

Se secuenci6 el gen COI de 3 especimenes de A. albopictus. Se obtuvieron distintos
fragmentos de 571 pb a 576 pb. Se obtuvo un alineamiento final de 523 pb, en donde se
encontraron 5 sitios polimorficos (Figura 2) en las posiciones 45, 50, 54, 439 y 470, de los
cuales, ninguno fueron sitios informativos. Entre estos polimorfismos se determind que el sitio
54 correspondia a un cambio sindénimo, mientras que los otros cuatro sitios correspondian a
cambios no sinénimos. Se obtuvo un coeficiente de n=0.00637 y JC=0.00641. Se calculé un
contenido total de G+C para las muestras problemas de 0.349.

Figura 2

Sitios polimorficos para gen COl de los especimenes.
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18 28 38 48 58 68
PROB_COIGYEL_R TATAATCTAATTCTTACTCCTCATCCTTTTATTATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATC
PROB_COIGYEATI_ TATAATGTAATTCTTACTCCTCATCCTTTTATTATAATTTTTTTAATAGAAATCCCTATC
PROB_COICGYEGTI1_ TATAATCTAATTCTTACTCCTCATCCTTTTATTATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATC

78 88 98 168 118 128
PROB_COIGYEL_R ATAATTGCAGCATTTGCAAACTCACTAGTACCCTTAATACTAGCGAGCCCCTCGATATAGLT
PROB_COIGYEATI1_ ATAATTGCAGGATTTGCGAAACTCACTAGTACCCTTAATACTAGCGAGCCCCTCATATACGCT
PROB_COIGYEGTI1_ ATAATTGCAGCATTTGCAAACTCACTAGTACCCTTAATACTAGCGAGCCCCTGATATAGLT

R R R R R R

138 148 158 168 178 188
PROB_COIGYEL_R TTTCCTCCAATAAATAATATAAGTTTTTCGAATATTACCCCCCTCTTTAACACTGCTECTT
PROB_COIGYEATI_ TTTCCTCCAATAAATAATATAAGTTTTTCAATATTACCCCCCTCTTTAACACTGCTECTT
PROB_COIGYEGTI1_ TTTCCTCCAATAAATAATATAAGTTTTTCGAATATTACCCCCCTCTTTAACACTGCTECTT

198 280 218 2208 238 248
PROB_COIGYEL1_R TCTAGTTCTATAGTAGAAAACGCAGCTGCAACAGCETCGAACGETTTATCCTCCTCTTTICT
PROB_COIGYEATI1_ TCTAGTTCTATAGTAGAAAACGCAGCTGCAACAGGCTCGAACGETTTATCCTCCTCTTICT
PROB_COIGYEGTI1_ TCTAGTTCTATAGTAGAAAACGCAGCTGCAACAGCETCGAACGETTTATCCTCCTCTTICT

258 268 278 288 298 388
PROB_COIGYEL1_R TCTGCGAACAGCTCATGCTCGCCGGCTTCAGTTCATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCE
PROB_COIGYEATI_ TCTGGAACAGCTCATGCTGCGGCTTCAGTTCATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCE
PROB_COIGYEGT1_ TCTGCAACAGCTCATGCTGCGGCTTCAGTTCATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCE

318 328 338 348 358 368
PROB_COIGYEL_R GCAATCTCATCTATTTTAGCAGCAGTAAATTTTATTACAACTCTAATTAATATACCGATCA
PROB_COIGYEATL_ GCAATCTCATCTATTTTAGCAGCAGTAAATTTTATTACAACTCTAATTAATATACCGATCA
PROB_COIGYEGTI1_ GCAATCTCATCTATTTTAGCAGCAGTAAATTTTATTACAACTCTAATTAATATACCGATCA

R R R R R ]

378 380 398 488 418 428
PROB_COIGYEL1_R GCTGGTATTACTCTTCGATCCACTACCTTTATTTCTCTCGATCAGTAGTAATTACAGCTATT
PROB_COIGYEATI_ GCTGGTATTACTCTTCGATCCACTACCTTTATTTCTCTCATCAGTAGTAATTACAGCTATT
PROB_COIGYEGTI1_ GCTGGTATTACTCTTGATCCACTACCTTTATTTGTCTCGATCAGTAGTAATTACAGCTATT

438 448 458 460 478 480
PROB_COIGYEL_R TTATTACTTCTTTCTCTACCCGTATTAGCCCCAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGA
PROB_COIGYEATI1_ TTATTACTTCTTTCTCTATCCGTATTAGCCGCAGCTATTACTATATTATAAACAGACCGA
PROB_COIGYEGTI1_ TTATTACTTCTTTCTCTACCCGTATTAGCCCCAGCTATTACTATATTATTAACAGACCCGA

498 588 518 528
PROB_COIGYEL_R AATTTAAATACATCTTTTTTTCGATCCAATTGCAGGGGCACGACC
PROB_COIGYEATI_ AATTTAAATACATCTTTTTTTGATCCAATTGCGAGGGGGAGACC
PROB_COIGYEGTI1_ AATTTAAATACATCTTTTTTTCGATCCAATTGCAGGGGCACGACC

Se encontré que los individuos pertenecian a 2 haplotipos, con una diversidad de 0.667.
Los haplotipos de cada individuo junto con la distancia entre pares entre las secuencias se
encuentran descritos en la Tabla 5.

Tabla 5.

Haplotipos para las muestras analizadas junto con indice de distancia calculado entre

muestras.
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Individuo Haplotipo Distancia con X1 Distancia con X4
COIGYEI H1 - -
COIGYE4 H2 0.00964151 -
COIGYE®6 Hl 0.00 0.0096415183

Para la matriz completa, que incluye a aquellas secuencias obtenidas por otros autores,
se encontraron 135 sitios variables, de los cuales 95 representaban sitios informativos. Se
calculd un total de 85 haplotipos, con una diversidad de 0.813. Se determiné que = 0.01705 y
JC=0.01855. Se obtuvo un valor de -2.25911 para la prueba de Tajima.

Los arboles generados por los diferentes algoritmos se observan en la
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Figura 3,
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COLROVIRA KP877574 1
CCOLROVIRA KP877575.1
COLROVIRA KP877573 1
COLROVIRA KP877572.1
COLROVIRA KP877569 1
CCOLROVIRA KP877568 1
CCOLROVIRA KP77567 1
COLROVIRA KP877566. 1
CCOLROVIRA KP877563 1
COLROVIRA KPST7571.1

COLCHOCO MN9G7610.1 H3

VIETNAM AJ971010.1
THAILAND AJ9T1015.1
CCOLCHOCO MN997606.1
BRSAOLUIS AX71014.1

BROBRADEMARIASAOLORENCO KP211400 1
ROMANIA HF536717 1
ROMANIA LN80S745.1
ROMANIA LN80S746. 1

PANAMA AB9OT801 1
CRICA AB907800 1 H1
ECUADOR MF101840.1

USA MNS09207.1
'SKOREA MG871391.1

s E CAFRICANR KC979142 1 I

1

r IN40BB9S 1
« L MADAGASCAR JN406729 1
LEBANON X912500.1
HAWAIAXT1011.1

EAST 1
EAST 1
EASTTIMOR KFOAZ876 1
(| VITTATUS KU187005 1
% L VITTATUS MT223222.1
[~ AEGYPTI MK985387 1 Outgroup

Figura4y = coreucesss

Figura 5.
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Figura 3

Arbol filogenético generado por NJ integrando secuencias obtenidas de GenBank.

HAWAI AJ971011.1
USAAJS71005.1
FRANGE AJ971009.1
FRANCE AJ971008.1
LEBANON JX912500.1
PROB COIGYET R
PROB COIGYEST1 R
ECUADOR MF101840.1

TURKEY JQ412506.1
TURKEY JQ412505.1
TURKEY JQ412504.1
SKOREA MG871392.1
SKOREA MG871391.1
JAPAN AB690835.1
PANAMA AB907801.1
MOROCCO KU522419.1
MOROCCO KU522420.1
MOROCCO KU522421.1
SPAIN KU319443.1

ITALIA JX679373.1
MADAGASCAR AJ971007.1
MADAGASCAR JN406682.1
USAMN509207.1
CROATIA HQ906848.1
USAMK372913.1

PROB COIGYE4T1 R
USAMK372914.1
BROBRADEMARIASAOLORENCO KP211400.1

COLANTOQUIAVIGIADELFUERTE MN997609.1
COLANTOQUIAMURINDO MN997608.1

COLCHOCO HINg97606.1
INDIA KC970275.1
MALAYSIA MF148284.1
MALAYSIA MF148285.1
COLCHOCO HINg97607.1
REUNION JN406655.1
BRRECIFE JX456417.1
SKOREA MG871402.1
CHINA KY378931.1
RUSSIA MG198595.2
RUSSIA MG198601.2
RUSSIA MG198602.2
RUSSIA MG198604.2
RUSSIA MG198606.2
GEORGIA MG198597.2
GEORGIA MG1985982
GEORGIA MG198599.2
GEORGIA MG198600.2
MALAYSIA MF148249.1
CHINA KX886340.1
Australia KU495082.1
T MALAYSIA MF148255.1
11— CHINA KX886318.1
REUNION AJ971013.1
42 — MADAGASCAR JN406695.1
’—[ MADAGASCAR JN406729.1
5 — SPAIN KU319444.1
SPAIN KU319450.1
3|~ MADAGASCAR JN406691.1
s L CHINA KX886288.1
ITALIA JX679374.1
o’:_E MALAYSIA MF148291.1

CHINA KX886322.1
o L[ CHINA KX886309.1
34 L CAFRICANR KC979142.1
44 — CHINA KX981866.1
2 [ L CHINA KX981869.1
CHINA KX981867.1
CHINAKY378917.1
EASTTIMOR KF042861.1
EASTTIMOR KF042877.1
EASTTIMOR KF042876.1
VITTATUS KU187005.1

[ VADAGASCAR JN406665.1
oL CHINAKX886307.1
21 CHINA KY378938.1
INDIA MK284525.1
[~ CHINA KX886267.1
1s L CAFRICANR KC979142.1
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Figura 4

Arbol filogenético generado por MP integrando secuencias obtenidas de GenBank.

CCOLROVIRA KP877574 1
CCOLROVIRA KP877575.1
COLROVIRA KPS77573 1

COLROVIRA KP877565 1

COLROVIRA KP877570 1

COLCHOCO MN997610.1 H3
cou 1
COLANTOQUAVIGIADELFUERTE MN967609 1
[ECUADOR OK266931 1

[ECUADOR OK266932 1

INDIA MK284525 1

(CHINA KX886307 1

CROATIA HQ906849 1

CAFRICANR KC979141.1

1

VIETNAM AJ971010.1

THAILAND AJ9T1015.1

CCOLCHOCO MN997606.1

BRSAOLUIS AX71014.1
AN71003 1

CAFRICANR KC979143 1

CHINA KY378938 1

CHINA KX886318 1

MALAYSIA MF 146249 1 I

CAFRICANR KC979140 1

PROB COIGYE4T1 R I H2

USAMK372913 1

CRICA AB907600 1 H1
ECUADOR MF101840 1
USAMNS09207.1
'SKOREA MG871391 1
TALIA JXB79373 1
REUNION AJ971013 1
SPAIN KU319443 1
ECUADOR OK206933 1
MOROCCO KUS22421.1

CHINA KY378931.1
—LE CHINA KX886287 1
15 CAFRICANR KC979142 1

1

r 406695 1
« L MADAGASCAR JN406729 1
LEBANON /X912500.1
HAWAIAXT1011.1
FRANCE AJS71009 1
USAAS71005 1
FRANCE AJ971008 1
SKOREA MG8T71402 1

RUSSIAMG198601 2
RUSSIA MG1986022
RUSSIA MG198604 2
GEORGIAMG198599.2
GEORGIAMG198598 2
GEORGIAMG198507 2
GEORGIAMG1986002
EAST 1
EAST 1
EASTTW 1
| ITTATUS Ku187005.1
% L VITTATUS MT323222 1
| AEGYPTI MKo8s387 1 Outgroup
10 L AEGYPTI MK985386 1
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Figura 5

Arbol filogenético generado por ML integrando secuencias obtenidas de GenBank.

MADAGASCAR JN406695.1
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La red de haplotipos generada se observa en la

Figura 6, mientras que en la

Figura 7 se puede observar el mapa de Ecuador, Colombia, Costa Rica y Panama con

los diferentes haplotipos encontrados en la region.

Figura 6

Red de haplotipos generada a partir de la matriz completa. El diametro de cada vértice es

proporcional a la cantidad de secuencuencias que corresponden al haplotipo.
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Mapa geografico de la region nortoeste de América del Sur con haplotipos presentes.
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Discusion

De acuerdo al analisis de los distintos arboles filogenéticos, la secuencia COIGYEI y
COIGYESb se encuentran relacionadas de manera muy cercana con las secuencias de Ecuador,
obtenidas de GenBank, mientras que a secuencia COIGYE4 se encuentra relacionada diferentes
secuencias de EEUU, las cuales se encuentran a una distancia de 600 km entre si. Debido a la
cercania geografica de los puntos que figuran como secuencias mas cercanas, es posible que la
divergencia en lo observado en las figuras sea despreciable para esta secuencia.

Dentro del andlisis para los haplotipos se encontré que las muestras problema
pertenecian a dos diferentes haplotipos. Al contrastar estos haplotipos con las muestras de
Ecuador disponibles en GenBank se determind que en el territorio ecuatoriano circulan tres
diferentes haplotipos: H1, H2 y H3. El haplotipo HI se encuentra presente en poblaciones en
la provincia de Guayas, en la ciudad de Guayaquil, y en la provincia de Orellana, en la ciudad

de Puerto Francisco de Orellana.
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El haplotipo H1, es el haplotipo més abundante a nivel mundial, conformado por
secuencias de paises asiaticos como Corea del Sur y China, o paises cuya poblacion posea
origenes asiaticos como Madagascar, Italia y EEUU. Esto también es evidenciado en los
diferentes arboles generados donde se genero un clado con la mayoria de las secuencias
pertenecientes a este haplotipo. Las secuencias ecuatorianas que conforman el haplotipo H1
revelan una relacion cercana con individuos de China y Madagascar, a pesar de que no
comparten el mismo haplotipo. Esto podria indicar que el haplotipo H1 posee un origen asiatico.

La presencia del haplotipo HI en la ciudad de Guayaquil, podria estar relacionada a la
presencia de un importante puerto maritimo en la misma, que recibe constantemente
importaciones y turistas desde diversos puntos del mundo. Durante 2016-2019, el arribo de
embarcaciones tenia como origen principal Liberia, Barbados y otras islas caribefias (Ministerio
de Transporte y Obras Publicas, 2017, 2018, 2019, 2020), locaciones de los cuales no se dispone
secuencias. Las secuencias disponibles no son lo suficientemente cercanas o con intercambios
importantes para determinar un posible intercambio por via maritima directa.

Dentro del transporte maritimo es importante el andlisis del rol que cumple el canal de
Panama en el comercio. En este pais se presenta el haplotipo H1, sin embargo, el arbol generado
por ML indicaria que la secuencia de Panama no se encuentra relacionada de manera cercana
con las secuencias ecuatorianas y el ancestro inmediato de la poblacién perteneciente a este
haplotipo se encuentra en Espafia. No hay evidencia que indique que la introduccion al pais se
haya dado debido a la relacion comercial con Panama y sea necesario profundizar en la cantidad
de barcos que llegan al pais y hayan atravesado dicho espacio.

La ciudad de Guayaquil y Puerto Francisco de Orellana comparten el mismo haplotipo
HI, es posible que la introduccion de la especie se haya debido a la movilidad humana y
comercio interno del pais, asi como también puede que se haya dado multiples eventos de

introduccion del mismo haplotipo.
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De acuerdo con el andlisis de los arboles filogenéticos, la relacion de la ancestralidad
entre la poblacion de Guayaquil y la de Puerto Francisco de Orellana indica que la poblacion
originaria estaria en Guayaquil, de la cual se deriva la poblacion presente en Puerto Francisco
de Orellana. Adicionalmente, la secuencia ecuatoriana mds antigua reportada, que fue
recolectada en Guayaquil, es el ancestro directo de la secuencia correspondiente con la
poblacion de Puerto Francisco de Orellana.

El haplotipo H2 se deriva directamente de H1. De acuerdo con el arbol generado por
ML, la secuencia que conforma este haplotipo tinico se posee un ancestro comun con secuencias
pertenecientes de EEUU, una de las cuales forma parte del haplotipo H1, corroborando su
cercania. Considerando la relacion determinada en los diferentes arboles generados, existe la
posibilidad de que el haplotipo H2 tenga un origen en EEUU, asi como también es posible que
la mutacion sea propia del territorio ecuatoriano.

El haplotipo H3, se ve compartido entre secuencias de Ecuador, Colombia y Malasia,
con una importante diferencia de 4 pasos evolutivos hasta H1. De acuerdo con el arbol generado
por ML, las secuencias de Colombia y Ecuador se encuentran relacionadas entre si, sin
embargo, aquellas pertenecientes a Malasia no poseen una relacion cercana, siendo estas mas
proximas a otras secuencias asiaticas. La presencia de este haplotipo en Malasia podria ser
consecuencia de la alta tasa de mutaciones reportadas para esta poblaciones (Naim et al., 2020),
dando que eventos de mutacioén independientes produjeran un mismo haplotipo.

Debido a la cercania geografica con Colombia, y los puntos en los que se reporta el
haplotipo H3 cercanos a la parroquia Lita, en la provincia de Imbabura, es posible que este haya
sido introducido por actividades comerciales y movilidad humana. El ingreso de carga desde
Colombia al territorio nacional representa el principal intercambio de mercaderia a través de

carreteras para Ecuador (Tabla 6).
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Tabla 6

Ingreso de carga desde Colombia por carretera.

Afio Ingreso (ton) Valor del total (%) Referencia
369 418 56.0 (Comunidad Andina,
2016
2018)
531400 60.2 (Comunidad Andina,
2017
2018)
523273 54.2 (Comunidad Andina,
2018
2019)
469 654 51.7 (Comunidad Andina,
2019
2020)

Dentro del analisis del arbol filogenético por NJ se encontr6é que las poblaciones de A.
vittatus y A. aegypti utilizadas como grupo externo no se han separado por todo del arbol,
mientras que, en el analisis por MP y ML las poblaciones de 4. aegypti tienen una divergencia
lo suficientemente alta como para separar a las poblaciones, a pesar de que 4. vittatus sigue
relacionandose con poblaciones de A. albopictus de China. Es posible que esto se deba a que el
marcador COI para las especies de A. vittatus no proporcione suficiente informacion para
estudios de caracter filogenético y la distincion entre esta especie y 4. albopictus, tal como fue
reportado para A. cogilli por Diez-Fernandez et al. (2018).

Es importante notar que tal como indicé Mousson et al. (2005), el gen COI no es el mas
Optimo para los andlisis genéticos con de A. albopictus debido a su baja variabilidad, y a pesar
de que el gen ND5 y CytB podria aumentar la informacion sobre el origen de la introduccion

de las poblaciones de 4. albopictus en Ecuador, por lo que es posible que exista mas eventos
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de introduccion que los reportados con el andlisis del gen COI, o que a su vez, sean rastreables
con mayor precision a su origen. El haplotipo H1 fue el més abundante a nivel mundial, sin
embargo, debido a la baja variabilidad de el gen COI para esta especie, es necesario la
validacion con futuros estudios que evalten la diversidad genética de las poblaciones de las
distintas regiones estudiadas.

El resultado de la prueba de Tajima determina que la poblacién se encuentra en
expansion, por lo que es posible que la divergencia encontrada con otros genes aporte mayor
informacion sobre eventos de introduccion.

Conclusiones

El andlisis molecular de los individuos determin6 la presencia de dos haplotipos
diferenciables. Al contrastar con aquellas muestras obtenidas de GenBank se encontré que en
el territorio nacional circulan tres poblaciones de Aedes albopictus.

Los resultados indican que las poblaciones que conforman al haplotipo HI y H3 se
formaron debido a eventos de introducciéon independientes.

El haplotipo H1 se encuentra en dos ciudades ecuatorianas, Guayaquil y Puerto
Francisco de Orellana. Este haplotipo tiene origenes asiaticos y se encuentra esparcido a gran
escala a través del mundo. La relacion de ancestralidad indica que la poblacion de Guayaquil
fue el origen para la poblacion de Puerto Francisco de Orellana.

El haplotipo H3 se encuentra localizado en la parroquia Lita, y su introduccion
seguramente se dio por transporte terrestre desde Colombia, debido a las relaciones de
ancestralidad, asi como cercania geografica.

El haplotipo H2 es exclusivo del pais, revelado por primera vez por uno de los
individuos analizados durante este estudio. Este haplotipo se encuentra relacionado con el
haplotipo H1 y es altamente probable que se haya formado debido a una mutacioén ocurrida en

la poblacion de HI.
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Se necesita contrastar los resultados obtenidos con diferentes genes que garanticen
mayor informacion evolutiva debido y puedan determinar mejor las relaciones filogenéticas
para describir eventos de introduccion con mayor exactitud.
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