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Seccion Médica
Estructura genética deAnopheles darlingiRoot, An. nuneztovari
Gabaldon y An. marajoara Galvao & Damasceno de Colombia
mediante RAPD-PCR

Genetic structure oAnopheles darlingRoot, An. nuneztovarGabaldonand An. marajoara
Galvéo & Damasceno from Colombia using RAPD-PCR

CARMEN ELISA POSSO G, RANULFO GONZALEZ Ot HEIBER CARDENAS H
Y RICARDO TASCON

Resumen.La variacién y estructura genética de poblaciones colombianas de tres vectores de malaria
fue analizada mediante RAPD-PCR. Los andlisis incluyeron poblaciones de los mosquitos de dife-
rentes areas geograficas: (1) Pamadarlingi poblaciones de Medio Atrato, Granada y Tierralta; (2)
paraAn. nuneztovaripoblaciones de Buenaventura, Tieralta 'y Tibd y (3) paranarajoarapobla-

ciones de Fuente de Oro, San Carlos de Guaroa, Yaguara y Clcuta. Se siguieron protocolos similares
de colecta con cebo humano protegido y para la extraccién de ADN. La heterocigosidad esperada de
las tres especies varié de 0,28 a 0,34. Las tasas de migracidén/generacion entre poblaciones de cada
especie, variaron entre 1,7 y 30,4. El AMOVA revel6 poca estructura genética; entre 8,30% y 11,31%
de la variacién fue explicada por diferencia entre las poblaciones de cada especie. En general, las
poblaciones de cada una de estas especies en Colombia presentan apareamientos al azar, con un
mayor flujo de genes dependiendo del grado de separacion geografica. Los valQrgsdle fara

An. darlingiy An. nuneztovarconfirmaron mayor flujo genético entre las poblaciones del Occidente
(Buenaventura, Medio Atrato y Tierralta) y paka. marajoaraentre las poblaciones del Oriente
(Cucuta, Fuente de Oro y San Carlos de Guaroa).

Palabras clave Culicidae. Diversidad genética. Marcadores moleculares. Malaria.

Abstract. The genetic variation and structure of Colombian populations of three malaria vectors were
analyzed by RAPD-PCR. Analysis included mosquito populations from different geographical areas:
(1) ForAn. darlingi populations from Medio Atrato, Granada and Tierralta; (2)Aior nuneztovayi
populationsfrom Buenaventura, Tierralta and Tibu, and (3) Aov. marajoara populations from

Fuente de Oro, San Carlos de Guaroa, Yaguara and Cucuta. Similar collection protocols were followed
for using protected human bait and for DNA extraction. The expected heterozygosity of the three
species varied from 0,28 to 0,34. The migration/generation rates among populations of each species
varied between 1,7 and 30,4. The AMOVA values revealed little genetic structure; between 8,30 and
11,31% of the variation was explained by differences between populations of each species. In gene-
ral, the populations of each of these species in Colombia display random mating, with a greater gene
flow according to degree of geographical separati®T ahd ®ST values forAn. darlingi and An.
nuneztovariconfirmed that the higher genetic flow occurred among western populations (Buenaven-
tura, Medio Atrato, and Tierralta) and fAn. marajoaraamong the eastern populations (Cucuta,
Fuente de Oro, and San Carlos de Guaroa).
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Introduccién Los programas para el control de loshematéfaga y en el comportamiento de
vectores de malaria, requieren un conocipicadura y de reposo post-hematofégico,
; ; - iento exacto de la determinacionsumado a un polimorfismo fenotipico, lo
mayor importancia en salud publica enayongmica de éstos, ya que se registracual dificulta y podria ocasionar orienta-
America Tropical y el mundo, produce tras-ay g||os, diferencias en su ecologiaciones errneas en las medidas de control,
tornos a la salud y puede ocasionar la muergnacidad vectorial y respuesta a las mepor lo cual la importancia de una correcta
sino se trata adecuadamente. En Colombiggas de control. Estudios taxonémicosleterminacion de las especies vectoras es
la malaria representa un grave problemgegistran en Colombia 41 especies déndispensable especialmente en lugares
estimando que 18 millones de personas $gofelinos incluido el subgéneNyssor- donde ocurren especies morfolégicamente
encuentran en riesgo de enfermar o morfiynchus(Suarezt al. 1987), al cual per- similares que difieren en su desarrollo y
por esta causa (OPS/OMS 2000). La malaenecen las principales especies vectorexologia. Esta determinacién taxonémica
ria es transmitida por vectores del géner@rimarios de malaria en nuestro pais. Esse dificulta cuandse presentan comple-
AnophelegFleming 1986) entre los que tos vectores se caracterizan por presentis de especies enmascarados en especies
figuran las especies objeto de estudio. variaciones en la actividad de picadurasomérficas con importancia epidemio-

La malaria, una de las enfermedades
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l6gica variable. Tal es el caso Aaophe- geograficas de Colombia donde se conddepartamento del Valle. Pafn. mara-
les albitarsis un complejo conformado tituyen vectores primarios de malaria,joara el municipio de Cucuta {34°N,
por cuatreespeciesAn. albitarsis s.5.An.  considerando en este estudio como pdf230°W) en el Departamento de Norte
deaneorum, An. marajoaralg especieC  blaciones, las localidades donde sele Santander; los municipios Fuente de
aun sin describir) (Wilkersoet al. 1995) efectuaron las colectas. Pé&m. darlingi,  Oro (328'N, 7338°W) y San Carlos de
6 por variaciones citotipicas como es ekl municipio de Tierralta (A0°'N, Guaroa (#3'N, 7315"W) en el Departa-
caso déAn. nuneztovamara la que se re- 76°04°W), Departamento de Coérdoba; eimento del Meta, y el municipio de
portan tres citotipos (A, By C), (Comt municipio de Granada {32'N, 7343" Yaguara (240'N, 7531°W) en el Depar-
al. 1993, 1998). W), Departamento del Meta y el munici-tamento del Huila (Fig. 1).
io de Medio Atrato (B1°N, 7640°W),
% el Departamento del Chocd. Lod.a recoleccion de los mosquitos se reali-
- pecimenes dAn. nuneztovarse co- z6 mediante capturas con cebo humano
el _entendlmlfanto del papel de estos en | ctaron en el municipio de Tierralta; enprotegido. Los i%sectos se llevaron vi-
epidemiologia de enfermedades. Los facy o nicinio de Tibu (B9'N, 7259°'W)  vos al laboratorio de Entomologia de |
tores que conforman la variacion genétic% P ' S 0s al 'aboratorio g€ Entomologia de 1a
n Norte de Santander y el municipio deJniversidad del Valle para la identifica-

en una especie vectora también influye . . . ; . i
en su capacidad y competencia Vectori;[?uenaventura (B4°N, 7P05°W) en el cion de las especies por medio de carac

(Tabachnick y Black IV, 1996).

Para propodsitos taxondmicos, sistemati 3 |2 ze B i foe
cos y de poblaciones, el uso de marcadg,.-
res morfologicos ha sido reforzado y er
muchos casos reemplazado por los ma
cadores de tipo molecular, herramienta
muy Utiles para analizar individuos de
diferentes grupos naturales. La aplicacioip
de técnicas moleculares ha permitidc
nuevas interpretaciones en la sistemétic
de vectores de enfermedades y ha est . J
mulado el descubrimiento y caracteriza: JCORDOBA ./
cién de complejos de especies criptica I D
(Munstermann y Conn 1997). Los paré- i
metros de estructura genética obtenida
a partir de un marcador molecular permi:
ten ademas, determinar variabilidad
genética inter ¢ intrapoblacional y ayu-
dan al entendimiento de la variacion er
el comportamiento hematofagico de las
especies vectoras.

El entendimiento de la variacion genétic
en poblaciones vectoras, ofrece la base pa

12

VENEZUELA

=
OCEANO PACIFICO

Los marcadores moleculares RAPD-PCF
generan informacion que podrian dife-
renciar subespecies 6 especies criptica
aunque con limitaciones, como ser con
siderados un caracter dominante y su ba
reproducibilidad, han sido utilizados
invariablemente por diferentes investiga:
dores de vectores para estudios taxc
némicos, relaciones genéticas entre 4 i BRASIL
poblaciones y para explicar el papel A
epidemioldgico de diferentes poblacio- [~
nes geograﬂc_as de una especie (_F_erren ECUADOR
y Grattapaglia 1998). Para definir el
estatus taxondémico y/o estructura gené
tica en cada una de las siguientes especi
vectorasAn. darlingi, An. nuneztovari y

In
3
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) h ) A An. darlingi.
An. marajoaraen Colombia, se utilizo m An. marajoara
este marcador. Se determin6 dentro d @ An. nuneztovari PERU I
cada una de las especies, su diversidz
genética y flujo de genes entre las pobla|. HE N
ciones estudiadas.
0 1000 2000 3000m
Materiales y Métodos | | I I I |

C_O|eCCién de_mOSqUitOSPaI’a_Cada €Spe- Figura 1. Ubicacidn geogréfica de poblaciones da. darlingi, An. nuneztovary An.
cie se seleccionaron mosquitos de zonasnarajoarade Colombia, analizadas con marcadores RAPD-PCR. (mapa: Torres, 2004)
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teres morfologicos (Faran 1980; Delgaseleccionados para evaluar 64 individuosie 100 pseudoréplicas, como fue descri-
do y Rubio-Palis 1993; Linthicum 1988) de An. darlingi (14 de Tierralta, 24 de to en el andlisis taxonémico.

y preservados individualmente a 220 Medio Atrato y 26 de Granada); diez
en tubos de microcentrifuga de 1,5ml corcebadores fueron empleados para evalu
etanol al 100%. 119 individuos deAn. nuneztovar{42
de Buenaventura, 39 de Tierralta y 38 d%
Tibd). (Possoet al. 2003). ParaAn.

5? estructura genética de las poblacio-
nes de cada una de las especies, se estudio
ediante el célculo de heterocigosidad,
s estadisticos E las tasas de migra-
: TR cion/generacion y el analisis molecular
rzgr;ajjoaéa, S€ evzlzuzro?: 99 md(;wd(l)Jos de varianza (AMOVA). Para el célculo de
nacional de Agricultura Tropical, CIAT ( e Cucuta, e Fuente de Oro Ya heterocigosidad se utilizaron dos meé-
L : San Carlos de Guaroa y 12 de Yaguard) . - :
(An. darlingiy An. nuneztovai y el la- todos: el tradicional de raiz cuadrada de
boratorio del Instituto de Inmunologia Analisis de los fragmentos RAPD-PCR. la frecuencia del genotipo “recesivo”,
de la Universidad del ValleAf. mara- Andlisis taxonémico.Mediante un ana- asumiendo Hardy-Weinberg (Apostel
joara). Para la extraccion del ADN se uti- : al. 1996) y el método de Lynch y Milligan

Extraccion de ADN y condiciones del
RAPD-PCR. Se realiz6 en los laborato-
rios de Biotecnologia del Centro Inter-

liz6 el método de Coeet al. (1982) con lisis independiente, para cada especie ??[994). Para realizar este calculo, se asu-
IV y Du Teau 1997). Con el propésito denerada con el programa RAPDPLOT deamplificadas por RAPD-PCR segregan
lograr patrones de bandas bien definida " fraccion de emparejamientdd) me- como alelos dominantes; segundo, que
dante la férmula\/lp— NJ IN. dondeN los genotipos en los loci RAPD estan en
zaron las condiciones del RAPD-PCR s el numero total_dé\BemT’ areiamiento
para cada uno de las especies, obtenieghtre los individuod v B (taﬁto Jara las Rlentidad en estado entre alelos domi-
y P nantes amplificados y cuarto, la iden-
1ng/pl de ADN, Buffer PCR 1X, 2,5mM W[ i
de MgCl, 0,2mM de oligonucledtidos y mero total de “loci (fragmentqs) del es- Utilizando los cuatro supuestos, se esti-
LI(FdIO' De esta matriz se deriv6 otra de
con agua destilada ultrafiltrada. P& ngagflar% (rla;m'v;) Il\laeiCl;n?)lofrugnag?—:l\?EIdF?en el locus en la poblacion.
marajoaralas condiciones variaron, uti- prog 9
. " dendrograma con el método UPGMA .generacion entre las poblaciones de cada
gigglli\godseyMgCSJiJOc'ilem'quSo?illl"r?g?;sa Con el propdsito de analizar la consisvector estudiado, se calculd el estadisti-
ultrafiltrada. Los productos de amolifi- Cada una de las especies soportaba la res la proporcion entre la varianza obser-
cacién se .visuaplizaron en geleps déaci()n fenética entre las posibles taxa, seada (9) de la frecuencia de un alelo en-
pseudoréplicas, utilizando el programeen la poblacion total. Este estadistico
gg c(i:(ce)rﬁz:r;t;roao%to%l\./(ld%js:;)r.]tléoEng: Iﬁfm;{APDBOOT 1.0 (Black IV 1996). Con toma los valores extremos de cero (0)
o de 100 matrices para cada especie, queiencias genéticas idénticas y uno (1)
una muestra del fagh digerido con la fueron leidas por PHYLIP 3.5C Cada ma-cuando la poblacién tiene fijados alelos
A ~ riz del juego fue colapsada utilizando eldiferentes, reflejando diferenciacion
;egg;?%céggsdgé()Izst%rpc?dn&io?ﬂ:cgﬁﬁ_ Igoritmo de Neighbor para generar urpoblacional completa. Los calculos se
P cuales, por medio de la opcidén consensutilizadas en el analisis de agrupamien-
Srggl%cr)]edse deéldblgn(géssugém\ll)igb;iszgﬁl)isgstricto y regla de la mayoria, se obtuto, mediante el programa RAPDFST 4.01
de cada especie. por generacionNm) entre poblaciones
(Stratagene). fue estimada de FWright, Theta @) y
Seleccién de oligonucledtidos polimér- cas entre las poblaciones de cada una
ficos. Se utilizaron cebadores de Operonras eSpecies fﬂeron Ianalizadas con Lé| ol islas, mediante la formubtdm = (1-
P ’ P %ST)/4FST El valor deNm es el producto
seleccion de los oligonucleétidos poli-A i d dai de dat t
moérficos se hizo a partir de 70 y 5407 Partir de cada Juego de datos especilicinante grande y la tasa de migracion
tovari, respectivamente. Paf. mara- t@ncia (1-S) (similitud de Nei 19723, = . . . o
joara se utilizaron los cuatro cebadores?Nys/(N, + Ng), dondeN, es el nimero La distancia genética entre los individuos
para la especie C del complefn. Ccomparten en comufl, es el nimero de midié también como una distancia mé-
albitarsiss.l. (Wilkerson 1995). Para des-fragmentos del individué\ y N, el nu- trica euclidiana con base en el nimero
la produccion de un proceso de amplifi-valores fueron corregidos por el factor dede bandas compartidas. Los archivos se
cacion confiable, se emplearon controlynch y Milligan (1994). La consisten- crearon con el programa AMOVA-PREP
positivos (la misma muestra de ADN ende cada especie, soportaba las relacionézado Unicamente con marcadores do-
todos los geles), para cada poblacion gstimadas entre las poblaciones, tambiéminantes como los RAPDs. Con el

las modificaciones de Pat Romans (BlaclgenvO una matriz de distancia (1-M) 9 mi6: primero, que las regiones genémicas

;Iack IV (1995) esta matriz se estima de
consistentes y reproducibles se estandar]

A8 equilibrio Hardy-Weinberg; tercero, la

do paraAn. darlingiy An. nuneztovari . g

bandas ausentes ¢ presentes), gl tidad en estado entre alelos nulos.
1U de taq polimerasa, ajustados a 25 Mo qj(i), la frecuencia de alelos nulas
lizando 5ng/ul de ADN, Buffer PCR 1X 3.5C (Felsenstein 1993) y se gener6é uPRara analizar las tasas de migracién por
ajustados a 25 pl con agua destilad’}aenda con la cual el dataset RAPD deco F de Wright (1951). El estadisticq F
agarosa al 1,5% de acuerdo con el métcg_ealizaron tres analisis bootstrap de 10@e las poblaciones y su varianza maxima
aproximadamente. En cada gel se utiIiZgstos se generaron los respectivos juega@siando todas las poblaciones tienen fre-
enzima Pstl como referencia para la de;
ficacion. Las bandas se visualizaron cof/€90 de dendrogramas a partir de loflevaron a cabo a partir de las matrices
registraron en un equipo Eagleye I ieron los respectivos arboles consens@Black IV 1997). La tasa de migracion

Analisis genético.Las distancias genéti- @%mh y Milligan. ‘asumiendo un modelo
Technologies®, (Alameda California). La

grama RAPDDIST 1.0 (Black IV 1997). de un tamafio de poblaciohl)(poten-
cebadores paran. darlingiy An. nunez- €9S RAPD se generé una matriz de dis(m) potencialmente pequefia.
que produjeron marcadores diagnésticode fragmentos que los individudsy B~ de las poblaciones de cada especie se
cartar artefactos de la técnica y verificaimero de fragmentos del individuo B. Lostotal de bandas polimorficas y el numero
les negativos (muestra sin ADN) ycia con la cual el juego de datos RAPDL.01 (Miller 1998) disefiado para ser uti-
especie. Seis oligonucledtidos fuerorfue evaluada por medio de un bootstraprograma WINAMOVA, version 1.5
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Tabla 1. Oligonucleotidos RAPD polimérficos en poblaciones colombiana#\mepheles del cambio en la importancia vectora de
darlingi, An. nuneztovary An. marajoara. estas dos especies en la zona amazoénica
de Brasil.

Especie Oligo- Bandas Rango de Rango de
nucleétidos Polimérficas Frecuencias (%) Tamafo (Pb)  E| anédlisis taxondmico realizado con
RAPDPLOT entre los individuos y su res-

An. darlingi A05 11 26,6-84,4 116,5-1702,2 gl >
A13 7 43,7-85.9 400,7- 823.1  Pectivo “Bootstrapping”, para cada una
BO5 6 43,8-67,2 1104,6-1904,4 de las tres especies, determind que la cons-
B12 g ii’fgg’i 232'3'1232‘3 titucion genética promedio de los indi-
B14 ,1-89, 7- , : ; ;
Wo9 ° 6.3.57.8 457.4.1052 1 viduos de las diferentes poblaciones no
varié con respecto a la de la poblacion
An. nuneztovark A05 5 12,1-91,7 622,4-1464,0 total, es decir que no se encuentran sub-
A17 7 15,4-56,2 553,0-1430,8 divididas en unidades que difieran
E03 6 13,7-58,8 482,9-1782,3  genéticamente (Chakraborty y Leimar
LO2 8 32,6-64,9 747,4-17785  Toaoy A padtie de los “loci” RAPD-PCR
MO4 4 37,2-85,3 969,4-1460,7 ). A partir de los "loci il
M09 ) 6,8-67,7 626,9-1333,5 de cada especie no se observo una clara
NO8 6 17,4-59,8 396,3-1508,8 separacion genética entre las poblaciones
sg g 21?? ’;_673 72 é}g 211111223} ' g y se mostraron claramente conespecificas
710 9 27'3.59.0 479.7-13701 (Conglomerados no presentados). En los
dendrogramas consenso resultantes de
An. marajoara AO1 13 11,0-84,5 670,0-2650,0 cada especie, las ramas formadas conte-
gig 161 177'83-7841‘03 328,8-5%878 nian individuos de diferentes poblacio-
bo1 12 8,6.94.5 530.0.2395.0 €S de cada especie, y por otro lado no

fueron significativamente diferentes para
* Ver Possoet al. 2003 un gran nimero de loci. Estos resultados
implican que en Colombia no se regis-
tran hasta el presente, complejos en nin-
(Excoffier et al. 1992), se realizé el ana- En todos los casos y para cada espec@itina de las tres especies analizadas.
lisis de varianza molecular (AMOVA) con analizada, las diferencias en la frecuena  4jisis genético. A pesar de la
el cual se estimaron los componentes deias de bandas entre y dentro de IOEonespecifidad observada, al computar
las varianzas internas y se calcularon losligonucledtidos evaluados para cadg,g distancias genéticas de Nei entre las
valores de las estadisticag €on el tér- poblacion, indicaron que aunque los i”'poblaciones (analisis con el programa
mino analogab . El valor ded_ estima dividuos pertenecen a la misma pOblaRAPDDIST), la frecuencia de alelos de

el grado de estructura de la poblacion. cion, presentaron diferencias en el patrog, poblaciones de cada una de las espe-
RAPD.

Resultados y Discusion cies,' analizadas por separado, fue
. Los cuatro cebadores que produjerogonsistentemente diferente para un gran
Analisis de los fragmentos RAPD-PCR.  marcadores diagnésticos para la especi@imero de loci ya que el boostrap que
Los seis oligonucledtidos polimorficos ¢ ge| complejoan. albitarsiss. I. en los  soporta las ramas derivadas fue mayor que
paraAn. darlingi produjeron 46 bandas {rapajos de Wilkersoet al (1995), fue- €l 90% (Fig. 3), es decir que a pesar de no
con frecuencias que oscilaron entre 6,3 yon reproducidos con éxito en este estuser especies claramente estructuradas,
85,90/9- Para estaplecer este rango de frgio y permitieron establecer que enexiste una diferenciacion genética, ex-
cuencias se consideré el criterio de rescolombia, esta presente UnicameAte plicada por un gradiente de separacion
triccion de Lynch y Milligan (1994), que marajoarg descartando las otras tres esgeogréfica. ErAn. darlingiy An. nunez-
permite realizar estimados no sesgadosecies del complejoAf. albitarsiss.s., tovari, el arbol consenso estricto deter-
de los parametros genéticos. La banda dgn. daeneoruny An. albitarsissp. B). miné un mayor parecido (genético) entre
mayor tamafio molecular present6 1904,£ste resultado adquiere mas importancibas dos poblaciones del Occidente, mien-
pares de bases y la de menor tamafio re; se tiene en cuenta gA@. marajoara tras que erAn. marajoarala rama deri-
gistr6 116,5 pb (Tabla 1). Parn. presente también en el noreste de laada relacioné a las poblaciones del
nuneztovarilos 10 cebadores que resul-amazonia en Brasil, después de considesriente (Figs. 3a y 3b). EAn darlingi
taron polimorficos produjeron 65 bandasrarse como especie vectora de menor inMedio Atrato (Chocé) y Tierralta (Cor-
cuyas frecuencias oscilaron entre 6,8% Wortancia en la zona, se convirti6 erdoba) conformaron un agrupamiento
91,7%. La banda de mayor tamafiasector principalde malaria, presentando significativamente separado de Granada
molecular present6 1782,3 pares de baademas abundancia poblacional superigiMeta) (Fig. 3a). ParAn. nuneztovaria
ses y la de menor tamafio registrd 396,3| vector considerado primario en lamayor relacion genética se observé entre
(Tabla 1). El patron de amplificacion ge-zona,An Darlingi (Connet al.2002). De las poblaciones de Buenaventura (Valle)
nerado por uno de los oligonucleotidosacuerdo con estos resultados se hace ng-Tierralta, claramente diferenciada de
del estudio (M09), se presenta en la figucesario realizar un andlisis poblacionalTibti (N. De Santander) (Fig. 3b). P
ra 2. ParaAn. marajoaralos cuatro de estas especies en Colombia, en zonasarajoarala rama derivada agrupé a las
cebadores diagnosticos de la especie §onde se encuentren simpatricamente poblaciones de Culcuta y Meta, diferen-
deAn. albitarsiss. |. produjeron 42 ban- estudiar en ellas, el efecto de factores taziada significativamente de la poblacion
das polimorficas, con frecuencias entrdes como: migracién humana y/o cam-de Yaguara (Huila), (Fig. 3c). Los anélisis
7,8y 94,5% y tamafios moleculares entrios en el uso del suelo, mencionadogenéticos siguientes soportan estas
530,0 y 2650,0 pares de bases (Tabla 1por Connet al. (2002) como causantes pbservaciones.
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La heterocigosidad promedio esperad
calculada para cada vector con el métod
estimado de la raiz de la frecuencia d cialclaib Mic
homocigotos “recesivos” (Tabla 2), indi-
€O para las poblaciones da. darlingiy

An. nuneztovarun alto polimorfismo

genético de loci-RAPD, con valores simi-|
lares para cada poblacién de cada vecto
una heterocigosidad total de 0,3718 en i
caso deAn. darlingi y 0,3434 paran. -
nuneztovari. ParaAn. marajoara se ob-
tuvo un polimorfismo genético menor que
oscilo entre 0,2511 y 0,2797 para las pd
blaciones y un valor total de 0,2935,
indicando con este resultado una variab
lidad genética menor, muy probablemen
te por la utilizacion de oligonucle6tidos
gue definen bandas diagnésticas, hacié
dose necesario la evaluacion de otro
oligos que generen otras bandas polimé
ficas. El hecho de obtener en todos lo

c_asos, valores similares de hetero_c'goﬁigura 2. Patrones RAPD generados con el cebador M09 y ADAndgpheles nuneztovaen
sidad para cada una de las poblacioneges poblaciones colombianas: Buenaventura (a), Tierralta (b) y TibG (c ); M: marcador de
indica que la heterocigosidad obtenidaamario molecular Pst1

para cada subpoblacién, puede represen-
tar la heterocigosidad de la poblacion
general y validan la efectividad del mues
treo de las poblaciones de mosquitos.

-
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Los valores de heterocigosidad obteni
dos con el método de Lynch y Milligan
(Tabla 2), indicaron también la existen- GRANADA
cia de poblaciones heterogéneasAae
darlingi y An. nuneztovarcon un alto An. dar/jngj
nivel de polimorfismo. Aunque parn. — MEDIO ATRATO
marajoara se obtuvo un menor valor
(0,2936) estos niveles de polimorfismo 98.8
indican que existe un flujo genético den-
tro y entre las poblaciones, el cual permi L TIERRALTA
te la expresion de un rango de caracterg
y comportamientos que aunque variableg
confirman caracteristicas que definen I b
especie de cada uno de estos vectores| 100.0

—— TIERRALTA

Comparar estos resultados de heteroc BUENAVENTURA
gosidad (Tabla 2), con los obtenidos po An. nuneztovari

otros investigadores, implica una com; ’
paracién con trabajos en los que Ig
heterocigosidad se haya obtenido a pa .
tir de este mismo tipo de marcador TIBU
molecular pues carece de sentido la con
paracién con heterocigosidades obtenj . .

das a partir de marcadores bioquimicos — CUCUTA
siempre menores. Para evitar comparaci 100.0 —
nes innecesarias, vale la pena enfocar eg
discusion en la implicacién de calcular
esta heterocigosidad con base en un mg
cador de tipo dominante de acuerdo co
lo expuesto por Yaat al. (1999) quienes
implican la viabilidad de utilizar este YAGUARA
marcador dominante para calcular est

parametro de diversidad genetica poblag;y 14 3. Arboles consenso para poblaciones colombianas denaydarlingi, b) An.

C|_0n3|y al obtener parAedes aegyptl nuneztovariy c) An. marajoara basado en el analisis de loci polimérficos RAPD-PCR. El
Linnaeus, 1762, una heterocigosidathgmero en las ramas, indica el nimero de veces que la topologia fue consistente. Fig. 3b
mayor con datos RFLPs que con datosmada de Posset al. 2003.

. L F DEOROYSAN
An. marajoara CARLOS GUAROA
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AFLPs y datos similares a los obtenidogoblaciones de Buenaventura y Tierraltablaciones de estos tres vectores en Co-
por Apostolet al (1996) para la misma que entre cada una de estas dos pobl®mbia y es muy probable que estas tasas
especie con marcadores RAPDs. ciones y la de Tib donde el nimero deéle migrantes por generacion estén aso-
: ot migrantes por generacién fue relativaciadas con la presencia o ausencia de
Alinque 105 cosfiiontos A€ correlacioh d@eNte menor. Pan. marajoardue mas  barreras geograficas (cordilleras) entre s
Pearson para todas las poblaciones corfilto €l nimero efectivo de migrantes pof€giones en las cuales se ubican las dife-
binadas a través de los loci RAPD fuerordeneracion entre las poblaciones defentes localidades, mas que por un aisla-
altOS, |OS promedios estimados pm Oriente, Fuente de Oro-San Carlos d@lento geogratho_ por distancia. De Igual
darlingi y An. nuneztovarfueron varia- Guaroa y Cicuta. Comparados con lo§10do. los analisis de componentes de
bles, siendo ligeramente menores para  Otros dos vectores estudiados los migranarianza de los AMOVAS indicaron poca
nuneztovaricon el estadistico de Wright tes por generacién entre pares de pobl4lferencia entre las poblaciones de cada
gue con el estadistico de Theta y Lynchciones de\n. marajoarafueron menores, Yna de las eospeues, ya cgue unicamente
Milligan. También paraAn. marajoara probablemente subestimados por la uti€Ntre el 8,43% y el 11,31% de la varia-

se obtuvieron promedios menores con dizacién de cebadores diagnésticos.  ¢1On €s atribuible a varianza entre las
estadistico de Wright lo que indica un poblaciones, mientras que el resto de la

: : : ._Lo anterior confirmd la existencia de unvariaci6 . indivi
grado relativamente bajo de dlferenma—f variacion se presento entre los individuos

cién de las tres poblaciones de este vectdfuio genético diferencial entre las po-de cada poblacion (Tabla 4). Este resul-

Tabla 2. Céalculo de la heterocigosidad promedio esperada en poblaciones colombidmras de

Al comparar los valores F(Tabla 3) en- A ; .
I%Frllngl, An. nuneztovary An. marajoaracon marcadores RAPD-PCR.

tre grupos de pares de poblaciones pa

cada especie, se confirmé una menor va- By Heterocigosidad Esperada
riabilidad genética entre las poblaciones Poblacion Estimado de Lynch y
occidentales dén. darlingiy An. nunez- Especie Departamento Municipio raiz de la Milligan
tovari, y las poblaciones orientalesAle. frecuencia“aa” (LyM)
marajoara al presentar valores méas ba- Meta Granada 03518 03722
jos de F, comparados con los valores . . Choco Medio Atrato 0,3507 0,3729
entre estas poblaciones y las poblacio- M- danng Cérdoba Tierralta 0,3555 0,3785
nes localizadas geograficamente en el Todas 0,3718 0,3935
oriente u occidente, respectivamente Valle Buenaventura 0,3217 0,3168
para cada especie. Lo anterior se reflejo An. Cordoba Tierralta 0,3274 0,3219
en las tasas de migracion por generacion nuneztovari*  N. de Santander Tiba 0,3304 0,3266
entre las poblaciones de cada especie. En Todas 0,3434 0,3565
el caso deAn. darlingi indicaron un N. de Santander Culcuta 0,2511 0,2690
mayor flujo genético entre las poblacio- Meta Fsuecmelde(?ro 0.2797 0.2693
nes occidentales de Tierralta y Medio An. marajoara 'Gl?;r?)sa © ' ‘

Atrato con los tres tipos de estadisticos Huila Yaguara 0,2794 0,2970
F.. (Tabla 3). Par@én. nuneztovayilos Todas 0,2856 0,2395

valores deNm fueron mayores entre las , Datos basados en Possbal 2003

Tabla 3. Estimados de Ey N, con marcadores RAPD-PCR entre poblacionedmledarlingi, An. nuneztovari y An. marajoadge Colombia.

FST Nm
Especie Poblaciones

(municipios) Wright Theta () LyM Wright Theta () LyM
Tierralta-Medio Atrato 0,029 0,023 0,008 8,5 10,8 30,4
An. darlingi Tierralta-Granada 0,049 0,090 0,071 4,3 2,5 3,3
Medio Atrato-Granada 0,049 0,074 0,065 4,9 3,1 3,6
Tierralta-Granada-M.Atrato 0,060 0,068 0,057 3,9 3,4 4,2
Buenaventura-Tierralta 0,024 0,039 0,035 10,1 6,2 6,8
An. nuneztovati Buenaventura-Tibu 0,054 0,091 0,086 4.4 2,5 2,7
Tierralta-Tibu 0,051 0,085 0,081 4.7 2,7 2,8
B/ventura-Tierralta-Tibu 0,058 0,072 0,079 4.1 3,,2 2.9
FdeOro/S.C.Guaroa-Cucuta 0,021 0,038 0,032 11,6 6,3 7,5
An. marajoara Fde Oro/S.C.Guaroa-Huila 0,053 0,140 0,127 4,5 15 1,7
Clcuta-Yaguara 0,059 0,166 0,147 4.0 1,3 1,5
Fde Oro/S.C.Guaroa- 0,051 0,083 0,119 4,6 2,8 1,8

Yaguara- Cucuta

* Datos basados en Possbal. 2003
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Tabla 4. Valores del andlisis molecular de varianza (AMOVA) para tres poblaciones colombiadas darlingi, An. nuneztovaly An.
marajoara.

Especie Fuente de Suma de Media de Varianza explicada P
P Variacion Cuadrados SS Cuadrados MS P
Entre poblaciones 55,739 111,477 8,43% <0,001
An. darlingi .
Dentro de Poblaciones 19,508 1190,014 91,57% <0,001
Entre poblaciones 280,022 140,011 11,31% <0,001
An. nuneztovart
Dentro de Poblaciones 2683,927 23,137 88,69% <0,001
Entre poblaciones 49,825 24,913 8,36% <0,001
An. marajoara Dentro de Poblaciones 646,033 6,730 91,64% <0,001

* Datos basados en Possbal. 2003

tado indico queAn. darlingi An. nunez- Los cuatro cebadores que produjeron Species Diagnostic Protocol PCR and
tovariy An. marajoarade Colombia pre- marcadores diagnésticos para la especie Other Nucleic Acid Methods, Human
sentan poca subdivision geogréafica entr€ deAnopheles albitarsis.l. en los tra- Press, Totowa, NY, p. 39-55.
poblaciones de la respectiva especie. LBajos de Wilkersoret al. (1995) fueron BLACKIV, W.C. 1996. Tutorial of RAPDFST
diferencia observada es comparable coreproducidos con éxito en este estudio, éoll Prggfgm- DSP?“m?”tOfM'CrObm'OQY-
apareamientos al azar, con un flujo deeportando con esto la presencia en Cqs, olorado State University.

. . L . ACK IV, W. C.; ANTOLIN, M. 1997.
genes suficiente para mantener un gradembia de Gnicament&n. marajoara El Tutorial of RAPDBOOT 1.0 Program.

puede depender del grado de separaci¢ que las otras dos especi@s.farlingi State University.

geogréfica entre sus poblaciones. Esto 85 An. nuneztovajiconforman indepen- BLACK IV, W. C.; DU TEAU, N. M. 1997.
posiblemente algo diferente a como lajientemente, una sola poblacién. RAPD-PCR and SSCP analysis for insect
plantean Lounibos y Conn (2000) los cua- L i i L. population genetic studieEn Molecular
les citan aislamientos geograficos porL0s analisis de distancia genética entre pjology of Insect Disease Vectors: A
distancia en poblaciones da. albima- individuos de las poblaciones de. methods manuaEdited by J. M. Cramp-

nus de Guatemala (De Méridat al. darlingi, indicaron subdivision geogra-  ton, C. B. Beard and C. Louis. Chapman
1999). ParaAn. nuneztovarConnet al. fica entre las del occidente (Medio Atrato & Hall. 362-363pp.

(1998) reportaron valores dg gue aun- Y Tierralta) y la poblacion del oriente COEN, E. S.; STRACHA, T.; DOVER, G.
que obtenidos con otro tipo de marcadotGranada). Par&n. nuneztovasugieren 1982. Dynamics of concerted evolution of
molecular, indican también variacionesevidencia de separacién geografica en- 'bosomal DNA and histone gene families

en las frecuencias génicas entre y dentige las poblaciones occidentales (Buena- E‘égi%?:g%%ﬁﬁg? ,‘f,ﬁi?escjf;?%%,‘g o
de poblaciones de Bolivia, Brasil y Ve-venturay Tierralta), con la del nororiente /- 1[37_35. oy

nezuela, coincidentes con los resultadolibd). ENAn. marajoarase presenté una conn. J.: WILKERSON, R. C.: NAZARE,
obtenidos para los vectores analizadogiayor relacion genética entre las pobla- - SEGURA, O.; DE SOUZA, R. T. L.;
en este estudio. ciones orientales de Cucuta, Fuente de SCHLICHTING, C. D.: WIRTZ, R. A.:

L, - Oro y San Carlos de Guaroa. POVOA, M. M. 2002. Emergence 0 a new
También Conret al (1999), utilizando un neotropical malaria vector facilitated by

marcador codominante, demostraron ufEn general, para cada uno de estas tres | oo migration and changes in land use
aislamiento significativo por distancia en-especies vectoras de malaria en Colombia  The American Journal of Tropical Medici-
tre poblaciones dan. darlingide Bolivia, se registraron diferencias intrapoblacio- ne and Hygiene 66(1): 18-22.
Brasil y Venezuela, debido a la restricciomales que podrian indicar apareamientoSONN, J. E.; ROSA-FREITAS, M. G.; LUZ,
de flujo genético a un nivel local, sugirien-g| azar, con un flujo de genes suficiente L. B.; MOMEN, H. 1999. Molecular
bosaer fenolipos. disitives para factoreb2ra mantener n bajo grado de estructu- POBUEon geRetics of the primary
gue afectan su capacidad vectorial. En es ?'On genética, el cggl puede,d_epender darlingi using mtDNA. Journal of the
estudio no se observé una marcada restrige! 9rado de separacion geografica entre  American Mosquito Control Association
cion al flujo genético, incluso entre pobla-'2S Poblaciones de cada especie. COI{I?\IM\)]: 4&?;&7;&'_ S COCKBURN
dlones Seogreicanini separades prla jerara caca ot tcchnina D
ser atribuido también a que la informaciénAPOSTOL, B. L.; BLACK IV W.C. ; REI- thrr]]:zl?loe\?;?ggﬁloryﬂa‘{lia\(gic?tﬁniggiles
fue obtenida con un marcador dominante TER, P.; MILLER B. R. 1996. Population CONN. J.- RANGEL. Y.: SEAWRIGHT. J. A
(RAPD). genetics with RAPD-PCR markers: The 1993. A new c’yt('),type oAnoph’eI-es-

_ breeding structure @fedes aegyphn Puer- nuneztovarifrom western Venezuela and
Conclusiones BLX?:I(RIR(/).VHVeE?dlltSB;QE&P3é5R_33'?H it Colombia. Journal of the American Mosqui-
. —_ » W G - with arpitrary to Control Association 9(3): 294-301.
Las poblaciones dén. darlingi y An. primers: Approach with care. Insect CHAKRABORTY, R.; LEIMA(R?O. 1987. Ge-
nuneztovarpresentaron en Colombia un  Molecular Biology2 (1):1-6. netic variation within a subdivided population.
alto polimorfismo genético de loci BLACK IV, W. C. 1995. Statistical analysis of In: Population genetics and fishery mana-
RAPD-PCR, mientras que para las pobla- arbitrary primed PCR patterns in molecular  gement. N. Ryman y F. Ulter (Eds) Was-
ciones deAn. marajoara el polimor- taxonomic studies. En Clapp JP (ed.), hington Sea Gant Program. University of
fismo fue menor. Methods in Molecular Biology, vol 50: Washington Press. Pp. 87-120.
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