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I. INTRODUCCION

Aedes aegypti es el artropodo invasor que ha causado la mayor cantidad de muertes humanas a
nivel global (Gloria-Soria et al 2016). Desde el inicio de su dispersion por todos los continentes su
peligrosidad quedo en evidencia transmitiendo enfermedades como la fiebre amarilla y actualmente
sigue afectando a los humanos como el vector primario de arbovirus (enfermedades transmitidas
por artrépodos) que causan fiebre como: Zika, Chikungunya y 4 serotipos de dengue.

El impacto directo a la salud humana a nivel mundial, asi como su fécil crianza en condiciones de
laboratorio ha hecho que Aedes aegypti sea el insecto mas estudiado en todos los aspectos de su
biologia (Clemens 1992, Tabachnik 1991, 1979), los complejos patrones de dispersion realizados
principalmente mediante el vuelo y ovoposicion de las hembras que puede desplazarse hasta
medio kilometro en busca de contenedores de agua (Edman et al 1998), asi como la dispersion
pasiva generada por la actividad humana que favorece el transporte de huevecillos y larvas de una
region a otra en contenedores, ademas, la resistencia desarrollada a los insecticidas que complejiza
el entramado dispersatorio del mosquito lo ha convertido en una especie modelo para la
investigacion en diferentes disciplinas cientificas.

Los cambios observados a nivel de comportamiento estan inducidos por cambios a nivel genético
y en el ambiente, a nivel molecular se han respondido preguntas que aportan al entendimiento del
comportamiento vectorial, la variabilidad genética dentro y entre las poblaciones, la historia
demogréfica y su procedencia migratoria.

El presente proyecto aporta elementos para la comprension de la variabilidad genética y los
procesos evolutivos involucrados en las colonizaciones de Aedes aegypti en El Salvador, las cuales
poseen un interés bioldgico y sanitario intrinseco fundamental para predecir y mitigar epidemias
futuras, la adaptabilidad del mosquito en entornos modificados por humanos sugiere la necesaria
comprension de los factores genéticos que inducen esta cualidad, para ello se empled la
caracterizacion genética en seis poblaciones de Aedes aegypti en El Salvador, con la técnica codigo
de barras o “barcode”, usando para ello el gen mitocondrial Citocromo Oxidasal.

El estudio se realizé6 mediante diferentes fases, la fase de campo enfocada en la obtencién de las
muestras, la fase de laboratorio para la cria, la identificacion taxondémica, los procedimientos de
extraccion de ADN mitocondrial y de amplificacién por PCR, posteriormente se realizd la
secuenciacion de los fragmentos amplificados y el andlisis de los datos mediante programas
informaticos especificos



1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar la variabilidad genética de poblaciones de Aedes aegypti procedentes de

diferentes zonas geogréaficas de El Salvador.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar la variabilidad genética mediante la estimacion de sitios polimorficos, nimero de
haplotipos, diversidad de haplotipos y diversidad de nucle6tidos.

Establecer la relacién entre las poblaciones de Aedes aegypti empleando el analisis
filogenético por el método de vecinos mas cercanos.

Determinar la historia demografica de Aedes aegypti.

Determinar las divergencias genéticas entre las poblaciones mediante indice de fijacion
FST.

Conocer la procedencia migratoria de Aedes aegypti en El salvador a través de
comparaciones genéticas con la base de datos GENBAK.



[1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde hace muchas décadas se realizan grandes esfuerzos para el control vectorial de Aedes
aegypti, el combate que se libra para la erradicacién del mosquito logra algunos resultados pero los
casos de arbovirosis frecuentemente aumentan y disminuyen descontroladamente, las tendencias a
la baja se ven interrumpidas por brotes epidémicos que paralizan al sistema de salud publica en
paises como El Salvador con un sistema de salud precario, el control vectorial demanda la
investigacion permanente del mosquito desde todas los enfoques posibles.

Los repuntes de casos de arbovirus son publicados por el Ministerio de salud a través de sus
boletines epidemioldgicos semanales, tal como se observa en la siguiente grafica:

FIGURA 1. BALANCE DE CASOS DE DENGUE EN LOS ULTIMOS 8 ANOS
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del mes de mayo para el corriente afio los repuntes en los casos indican un brote epidémico
iniciado época seca.  Fuente (MINSAL)

Aedes aegypti ha sido incriminado en numerosos brotes epidémicos de Dengue, Zika y
Chikungunya en El Salvador, sumado a esto en el afio 2015 el pais fue el tercero del continente en
confirmar un incremento inusual en los casos de sindrome de Guillian Barre simultaneamente con
el incremento en los casos de zika (OMS 2016). En estas enfermedades viricas de gran impacto
en la salud humana, es Aedes aegypti el principal transmisor debido a que se encuentra presente en
zonas urbanas, periurbanas y rurales, dada su predileccion por depositar los huevecillos en aguas
limpias que son utilizadas para el consumo humano.

La transmision de los virus esta determinada por factores endégenos inherentes a los elementos
que constituyen el sistema virus-vector tales como la fisiologia, la biologia y genética del virus y
la del propio insecto (Rodhan y Rosen 1997), pero también por elementos externos como los
factores climaticos, geograficos y comerciales que favorecen la variabilidad genética entre
poblaciones del género Aedes. (Campos et al 2012, Caldera et al 2013). La importancia del presente
estudio radica en el entendimiento de como las variables planteadas influyen en la variabilidad
genética del vector y por ende en sus procesos adaptativos y dispersatorio que estan estrechamente
relacionados con la vigilancia sanitaria y esfuerzo de control de brotes epidémicos que se ejecutan.



IV. JUSTIFICACION

Uno de los problemas mas graves de salud pablica que afecta a las Américas es sin duda la creciente
participacion de artropodos hematdfagos como Aedes aegypti en brotes epidémicos de los virus del
Dengue, Zika, Chikungunya, lo cual se combina con dificultades serias para el control vectorial del
mosquito.

La incidencia de enfermedades transmitidas por Aedes aegypti han aumentado de forma
intermitente en las Gltimas décadas en la cual también se han realizado importantes estudios que
han aportado elementos valiosos para la comprension del vector, la variabilidad genética reportada
en Aedes aegypti segun diferencias en perfil climatico de diferentes zonas geogréficas sefiala que
el conocimiento de la variabilidad genética contribuye con el disefio estratégico para el control del
vector (Bracco et al 2007).

El uso de la técnica cddigo de barras, emplea analisis muy importantes para determinar las
diferencias genéticas entre poblaciones, lo cual es de suma importancia biologica, p puesto que
permite mejorar la comprension de los patrones de transmision de virus, adaptacion, dispersion y
desarrollo de resistencia por parte del mosquito Aedes aegypti.

El presente proyecto de grado genera una interaccion entre la academia y el Ministerio de salud,
poniendo a disposicidn informacion que hoy dia resulta indispensable para el disefio integral de
estrategias para el manejo y respuesta ante futuros brotes epidémicos de arbovirus, y al mismo
tiempo demuestra la mejora de las capacidades locales para realizar investigaciones moleculares
que brindan conocimiento fiable para aproximarse a la dinamica biologica propia de un vector tan
complejo como Aedes aegypti y los diferentes virus que transmite.



V. MARCO TEORICO
5.1 ¢(QUE ES UN VECTOR?

Los vectores son organismos Vvivos que pueden transmitir patdgenos infecciosos entre personas o
de animales a personas. Muchos de esos vectores son insectos hematdfagos que ingieren los
microorganismos patogenos junto a la sangre de un portador infectado (persona o animal) y
posteriormente lo transmiten a un nuevo portador una vez replicado el patogeno (OMS2020).

5.2. TAXONOMIA DE Aedes aegypti
Rivas y Zavaleta presentan la siguiente clasificacion taxondmica:
Reino: Animal
Phylum: Artrépoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Familia: Culicidae
Género: Aedes
Especie: aegypti

5.3 CICLO BIOLOGICO DE Aedes aegypti

Pueden identificarse dos fases en el ciclo de vida de Aedes aegypti, la primera fase es acuatica y
presenta tres formas de desarrollo: huevo, larva y pupa; la segunda fase es aérea, emerge el adulto
alado con capacidad de reproducirse y es en este estadio cuando transmite enfermedades. Los
cambios en su desarrollo se acompafian de una serie de cambios morfoldgicos, fisiologicos,
bioguimicos y de comportamiento (Fernandez 2009).

La adaptacion a la vida urbana fue desarrollandose debido a las oportunidades de usar criaderos
con agua estancada que genera la actividad humana y al ser fecundadas las hembras adultas tienen
a disposicion inmediata la proteina sanguinea puede extraer de los humanos y/o mascotas, esto ha
generado habitos antropofagicos y domésticos en los mosquitos (Pratt et al 1976)



Aedes aegypti

Un huevo demora entre 7 y 10 dias en convertirse en un mosquito adulto.

Las crisalidas viven en el agua.

Demoran entre 2 y 3 dias en
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con capacidad para volar. s
- Adulto
&
o ¢
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Figura 2. Ciclo de vida de Aedes aegypti, fuente Centro Nacional para Enfermedades Infecciosas
Emergentes y Zoonoticas

5.4 ROL DE Aedes aegypti COMO VECTOR EN LAS AMERICAS.

En los ultimos afios, en la region de las américas han aparecido nuevos arbovirus que presentan un
reto para los sistemas de salud como el Zika y Chikungunya, sumados a los ya existentes como el
dengue y fiebre amarilla que demandan la mejora del diagnostico clinico de laboratorio, de la
vigilancia epidemioldgica y del control de las poblaciones de mosquitos para prevenir la
transmision de enfermedades y evitar consecuencias graves en la poblacion.

Los brotes de arbovirus transmitidos por Aedes aegypti sobrecargan regularmente los sistemas de
salud, con un escenario epidemioldgico complejo de transmision simultanea de COVID-19, la
deteccidn temprana y la pronta atencion médica a los pacientes con dengue grave u otros arbovirus
han ayudado a reducir drasticamente la tasa de letalidad de las enfermedades. Sin embargo, la
realidad de la posible cocirculacion del dengue y el COVID-19, impone nuevos desafios (OPS
2019)

Aedes aegypti emigrd primero desde Africa a América luego de América a Asia como producto de
la actividad comercial y en el presente se encuentra extendido globalmente en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo (Gloria-Soria2018, Brown et al 2014). Es un vector
competente que fue introducido en américa durante no bien definidos tiempos de la colonizacion
europea y ocasionando reiteradas epidemias de fiebre amarilla que ya se registraban previamente
de forma local en la américa precolombina mediante otros mosquitos vectores autdctonos y en
diversas areas del continente (Salvatella 1996).

Dese hace més de dos siglos afos se relatan casos de epidemias con cuadros diagnosticados como
dengue en el continente, estos episodios epidémicos poseian una frecuencia de 10 o mas afios de
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intervalo que posteriormente se han venido acortando, los esfuerzos por su erradicacion han tenido
éxitos temporales en los que se logré restringir a pequefias areas seguido de reinfestaciones en
paises con erradicacion concluida (Salvatella 1996, Monteiro et al. 2014).La resistencia
desarrollada por el mosquito frente a los insecticidas junto al agravamiento de la transmision del
dengue en sus cuatro serotipos y el aparecimiento de otros virus de impacto global sumado a la
precariedad econémica a nivel regional, ocasiono que Aedes aegypti se constituyera en tema en la
primera convencion sanitaria internacional de las republicas americanas celebrada en Washington
en 1902 y desde entonces se ha mantenido en la atencion sanitaria internacional, la OPS en 1947
efectud el lanzamiento de la campafia continental de erradicacion de Aedes aegypti, basada en
fumigaciones masivas, ejerciendo asi una enorme presion sobre el vector cuya plasticidad genética
y gran capacidad de adaptacion y adaptabilidad lo han vuelto resistente, de tal manera que la
situacién se ha agravado y cada afio se registran millones de casos de enfermedades transmitidas
por el mosquito.

5.5 VARIABILIDAD GENETICA

Los individuos de una misma especie no son idénticos. Si bien, son reconocibles como
pertenecientes a la misma especie, existen muchas diferencias en su forma, funcion y
comportamiento, de modo que en cada una de las caracteristicas que sea posible identificar de un
organismo existiran variaciones dentro de la especie.

La variabilidad genética permite medir la tendencia de los genotipos de una poblacion a
diferenciarse, en sentido amplio es el componente mas basico de la biodiversidad y se define como
las variaciones heredables que ocurren en cada organismo entre los individuos de una poblacion y
entre las poblaciones de una especie (Pifiero et al. 2008).

El conocimiento de la diversidad genética de una especie tan importante en el area sanitaria como
Aedes aegypti contribuye al disefio de estrategias mas efectivas para el control vectorial y fortalece
la comprension de la historia evolutiva de las poblaciones del mosquito, su adaptacién ambiental,
dispersion, la propagacion de cepas resistentes a los insecticidas, los cambios en sus
comportamientos ecoldgicos y la epidemiologia de la enfermedad (Hiragi et al 2009).

Una de alternativas viables para el estudio de la variabilidad genética del Aedes aegypti se realiza
a través del ADN mitocondrial el cual posee numerosas ventajas para el estudio de las relaciones
evolutivas, ya que su longitud es mucho menor que el ADN hallado en los cromosomas del nucleo,
es abundante, tiene una mayor tasa de evolucién, posee una gran variacion intraespecifica y es de
herencia uniparenteral ( Scarpassa et al 2008), la adaptabilidad del mosquito esta ligada a genética
y el estudio de la misma aporta herramientas valiosas para el entendimiento de la biologia del
vector.



La variabilidad genética puede emplearse con diferentes objetivos:

- Evaluar la capacidad de respuesta de las poblaciones y especies ante los cambios
ambientales naturales o provocados por las actividades humanas conscientes o
inconscientes.

- Evaluar los riesgos de la perdida de especies, poblaciones y recursos genéticos disminuyen
nuestra capacidad de sobrevivir como sociedad y como especie.

- Conocer lo riqueza genética de la nacion y su distribucién geogréfica.

- Planear estrategias de aprovechamiento y conservacion de poblaciones, especies y recursos
gen éticos

- Entender la forma, la velocidad, y las causas de la perdida de la diversidad genética.

- Evaluar los riesgos de introduccion de enfermedades, plagas, especies invasoras, variedades
mejoradas y modificadas genéticamente sobre las poblaciones, especies nativas y recursos
genéticos de plantas y humanos.

5.6 ESTRUCTURA GENETICA DE LAS POBLACIONES

Las poblaciones naturales pueden estar definidas como un grupo de individuos que comparten los
mismos genes, son los proceso asociados al nacimiento, muerte, reproduccion y dispersion los que
determinan la estructura genética de una poblacién natural (Slatkin 1994), sin embargo existen los
factores extrinsecos que componen la naturaleza biofisica del entorno, por ello en las poblaciones
naturales se espera que exista una estructura genética debido a las barreras de dispersion que
previenen los cruces aleatorios, asi como también en las otras poblaciones no existe una estructura
genética debido a un flujo continuo de genes.

5.7 FACTORES QUE DETERMINAN LA ESTRUCTURA GENETICA
5.7.1 DERIVA GENETICA

La deriva genética ocurre en poblaciones relativamente pequefias donde algunos alelos pueden
cambiar su frecuencia simplemente debido al azar. La mayoria de los organismos son diploides,
debido a que tienen dos ejemplares de cada gen. Los gametos de estos organismos portan solo uno
de los dos ejemplares (alelos) de cada gen. El que un gameto lleve un alelo u otro, es una cuestion
de azar, por lo que la formacidn de gametos y su consiguiente unién para formar los cigotos de la
siguiente generacidn solo puede describirse como un proceso probabilistico (Galtier et al. 2000).

En cada generacion esperamos una fluctuacion al azar de las frecuencias alélicas en las
poblaciones. Si en algiin momento durante esta conducta fluctuante uno de los alelos no llega a
transmitirse a la siguiente generacién, entonces este alelo se habrd perdido para siempre. El
resultado de la Deriva suele ser la pérdida de variabilidad genética, siendo un proceso que
contrarresta la entrada de variabilidad genética por mutaciones. Es necesario mencionar que la
deriva genética tiende a formar una poblacion homocigotica, ademas se tiende a eliminar los
genotipos heterocigoticos (Galtier et al. 2000).



5.7.2 SELECCION NATURAL

Es la fuerza creativa que lleva al proceso de adaptacion de los organismos al compaginar cambios
en su entorno fisico y bioldgico. La seleccion natural resulta en una ‘“descendencia con
modificacion”, mientras el genotipo provee la parte heredable, la seleccion actua sobre el fenotipo
(forma visible), esto incluye el desarrollo, morfologia y comportamiento. La idea de la seleccion
natural como un proceso fundamental de los cambios evolutivos fue iniciada por Charles Darwin
y Alfred Russel Wallace (Ayala y Kiger 1984) e implica que las poblaciones naturales estén
constituidas por un pool genético con algunas variantes poco frecuentes (Futuyma 1986). El
entorno es crucial para la seleccion natural, dado que sus limites son los que determinan que
caracteres son los beneficiosos y dentro de ello, los cambios tanto en espacio y tiempo traen consigo
modificaciones en los caracteres de los organismos.

5.7.3 MUTACION

Ocasionalmente pueden llegar a producirse errores en la replicacion del ADN, estos cambios son
denominados mutaciones. Una mutacion es un cambio estable y heredable en el material genético
dependiendo del tipo de mutacion. Las mutaciones alteran la secuencia del ADN y por tanto
introducen nuevas variantes. Muchas de estas variantes pueden ser eliminadas, pero
ocasionalmente algunas de estas variantes pueden tener éxito e incorporarse en todos los individuos
de la especie (Aranguren et al. 2005).

La mutacién es un factor que aumenta la diversidad genética. Una alta tasa de mutacion implica un
mayor potencial de adaptacion en el caso de un cambio ambiental, pues permite explorar mas
variantes genéticas, aumentando la probabilidad de obtener la variante adecuada necesaria para
adaptarse al ambiente. A su vez, una alta tasa de mutacion aumenta el nimero de mutaciones
perjudiciales o deletéreas de los individuos, haciendolos menos adaptados, y aumentando la
probabilidad de extincion de la especie. Las mutaciones no tienen ninguna direccidn respecto a la
adaptacion, son como un cambio al azar.

Este cambio puede producir una falta de significado, y por eso la mayoria de las mutaciones son
deletéreas. Pero a veces, ciertos cambios pueden introducir nuevos significados, permitiendo
nuevas funciones (Aranguren et al. 2005).

5.7.4 FLUJO GENETICO

El flujo genético se define como la transferencia de material genético entre poblaciones dado por
el movimiento de individuos o de sus gametos (Avise y Hamrick 1996). El impacto del flujo de
genes estd determinado por la capacidad de dispersion de la especie, asi como por barreras
geogréficas y estructura poblacional (Orell et al. 1999). El flujo génico es un componente principal
de la estructura poblacional porque determina hasta qué punto cada poblacion local de una especie
es una unidad evolutiva independiente.



Para (Slatkin 1994) si existe una gran cantidad de flujo génico entre poblaciones locales, entonces
todas las poblaciones evolucionan juntas; pero si hay poco flujo genético cada poblacion
evoluciona en forma casi independiente

5.8 MARCADORES MOLECULARES

Se denomina a los marcadores moleculares como secuencias o fragmentos de ADN que permiten
identificar o diferenciar genotipos que pueden ser genes, segmentos de ADN cuya codificacion no
se conoce (Lopez 2002), estos se basan fundamentalmente en el andlisis de las diferencias en
pequefias secuencias del ADN entre individuos.

Los marcadores moleculares corresponden a cualquier gen o caracter cuya expresion permite un
efecto cuantificable u observable (Nuez y Carrillo 2000), estos ofrecen la posibilidad de estudiar
organismos que presenten rasgos de interés, pueden definirse, ademas, como porciones especificas
de ADN formadas por secuencias cortas que se repiten, ya que el nimero de repeticiones en estos
marcadores es altamente variable entre los individuos, son efectivos para fines de caracterizacion.
Existen varias técnicas para identificar marcadores de ADN las cuales se pueden agrupar en tres
categorias: marcadores por hibridacion, marcadores por amplificacion y los marcadores mixtos que
combinan ambas técnicas (Pica et al 2002).

Las técnicas empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a distintos tipos de marcadores,
los cuales pueden ser de caracter dominante o codominante, estas regiones del ADN que presentan
variaciones en su secuencia nucleotidica, se consideran herramientas Utiles que sirven de base al
andlisis de la diversidad bioldgica y la identificacion de especies, cepas hibridas, recursos
genéticos, identificacion de paternidad, mapeo genético, biologia evolutiva, ecologia molecular,
genética de la conservacion etc.
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5.9 METODOS PARA EL ANALISIS DE LA VARIABLIDAD GENETICA

En los estudios referentes a la variabilidad genética existen numerosos estadisticos que han sido
propuestos a fin de cuantificar y comprenderla en términos méas exactos, cada estadistico aprecia
diferentes aspectos de la variabilidad genética, suelen utilizarse varios de forma complementaria,
los mas empleados son la riqueza alélica, el polimorfismo, la heterocigocidad observada y la
heterocigocidad esperada (Gonzalez 2011).

Riqueza alélica: es el numero promedio de alelos por locus cuantifica el nimero total de alelos por
locus y cuantifica el nimero total de alelos diferentes detectados en cada uno de los locus de una
poblacién.

El polimorfismo o la proporcion de loci polimérficos (P): es una medida del nimero de loci variable
en una poblacion y se calcula dividiendo el niamero de loci polimérficos de ésta entre el nimero
total de loci analizados (Sosa et al 2002).

Heterocigocidad observada: se calculan dividiendo el nimero de heterocigotos en un locus entre el
namero total de individuos muestreados. Estima la probabilidad d organismos con cruzamientos al
azar de que dos alelos escogidos en una poblacidn sean diferentes, sin embargo, no refleja bien la
cantidad de variacion genética en las poblaciones de organismos que se reproducen asexualmente
o0 por fecundacion (Franckham et al 2009).

Heterocigocidad esperada: de define como la media de los valores obtenidos para cada locus en
dicha poblacion. Cuando las poblaciones estan en equilibrio Hardy-Wiemberg, la heterocigocidad
puede ser calculada a partir dela frecuencia alélica, por lo tanto, la heterocigocidad esperada
cuantifica la igualdad o equitativita de las frecuencias alélicas en los Loci. La comparacion entre
la heterocigosis observada y la heterocigosis esperada permite evaluar la estructura genética de las
poblaciones.

Neighbor-Joining (NJ) o método de vecinos mas cercanos: El algoritmo NJ fue creado por Saitou
& Nei 1987 y consiste en generar un Gnico “arbol filogenético” final, el cual, segun los autores, no
necesariamente sera el “arbol verdadero”. En el paso inicial, se unen los dos neighbors (secuencias)
que tengan la menor distancia genética. Luego, este par inicial se considera como una sola entidad,
y se busca el siguiente terminal que tenga la menor distancia genética con este. El procedimiento
continua hasta unir todos los terminales al “arbol filogenético” (Saitou & Nei 1987). En el caso de
secuencias de ADN, la distancia genética entre dos terminales se calcula en base al nimero total
de sustituciones de bases nitrogenadas, es decir en el nimero de bases nitrogenadas que son
diferentes en estas dos secuencias. Para seleccionar los terminales que tengan menor distancia
genética, lo que en la practica es escoger las secuencias mas parecidas, s necesario construir una
matriz estandar de distancias entre todas las posibles combinaciones de terminales. Entonces se
construye el “arbol filogenético” agregando terminales tomando como informacion los valores de
la matriz de distancias (Saitou & Nei 1987).

Prueba Tajima o valor D: Es una estadistica de prueba poblacional creada y nombrada en honor al
investigador japonés Fumio Tajima, el valor D se calcula como la diferencia entre dos medidas de
diversidad genética: el nimero medio de diferencias por pares y el nimero de sitios segregantes,
cada uno escalado de modo que se espera que se espera que sean iguales en una poblacion de
tamafio constante en evolucién neutral (Tajima 1989).
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Una D Tajima negativa significa un exceso de polimorfismos de baja frecuencia en relacion con la
expectativa, lo que indica una expansion del tamafio de la poblacion (por ejemplo, después de un
cuello de botella o un barrido selectivo). Una D positiva de Tajima significa niveles bajos de
polimorfismos de baja y alta frecuencia lo que indica una disminucion en el tamafio de la poblacion
y/o una seleccion equilibrada.

Los valores D pueden interpretarse de la siguiente manera:
D=0: la variacién observada es igual a la variacion esperada; la poblacién evoluciona segun el
equilibrio de mutacién-deriva, sin evidencia de seleccion.

D < 0: alelos raros abundantes (exceso de alelos raros); barrido selectivo reciente, expansion de la
poblacién después de un cuello de botella reciente, vinculacién a un gen de barrido.

D>0: Alelos raros escasos (falta de alelos raros); seleccion equilibrada y contraccion repentina de
la poblacion.

Andlisis Molecular de la Varianza: La diversidad gendmica, expresada en las diferencias entre
haplotipos moleculares de un conjunto de individuos, puede dividirse en componentes de
variabilidad entre y dentro de algun factor de clasificacion de los individuos. Para tal particion de
varianzas, se usa analisis molecular de la varianza (AMOVA), el cual se construye a partir de las
distancias multivariadas entre pares de haplotipos (Bruno et al 2019).

Sirve para estudiar la variacion molecular dentro de una especie:

- Se basa en un modelo jerarquico anidado.

- Diferencias con el ANOVA: puede contener diferentes suposiciones evolutivas sin
modificar la estructura basica del analisis: la hipotesis utiliza métodos de permutacion que
no requieren suposicion de una distribucién normal.

- Niveles jerarquicos de la diversidad genética estudiada por medio del AMOVA: continentes
gue contengan niveles jerarquicos menores, regiones geograficas dentro de un continente,
zonas dentro de una region, poblaciones dentro de una region, individuos dentro de una
poblacion.

indice de fijacion FST: indice de fijacion. Reduccion de la heterocigocidad en una subpoblacion
debido a los cruzamientos NO al azar, con respecto a la poblacion total, al ser una correlacion varia
de -1 a+1 (Wright 1965).

5.10 METODO DNA BARCODE O CODIGO DE BARRAS

En 2003 los investigadores de la Universidad Guelp en Ontario, Canada propusieron el cédigo de
barras genético o DNA Barcode, como una técnica para identificar especies, un barcode se puede
considerar como una secuencia corta de DNA, de una localidad uniforme del genoma usada para
identificar especies (Medina y Huete 2008).

La regién del gen que esta siendo utilizada como Barcode estandar para casi todos los grupos de
animales es una region de 648 pares de bases del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidas sub unidad
1 (CO1). Esta probado que COQL1 es altamente efectivo en la identificacién de muchos grupos de
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animales., uno de los principales objetivos de DNA Barcode es la estandarizacion, es decir, que
esta técnica pueda ser utilizada para la identificacion de especies por muchos investigadores , lo
que permitird acelerar la construccion de una biblioteca de secuencias de ADN que sea accesible y
consistente, de esta manera cualquier investigador en cualquier parte del mundo sera capaz de
identificar rapidamente de una forma confiable a que especies pertenece un espécimen dado.

Se escogi6 un gen mitocondrial debido a algunas de sus caracteristicas:

- Una célula posee méas copias de ADN mitocondrial que de ADN nuclear, lo que permite
recuperar el ADN con més éxito en muestras pequefias o degradadas.

- Hay mayor diferencia en la secuencia de ADN entre especies diferentes.

- Hay poca diferencia en la secuencia de ADN de ejemplares de la misma especie. La
variacion intraespecifica en el ADN mitocondrial es baja en la mayoria de las especies
animales.

- Hay ausencia de intrones, que son ADN no codificante. En animales, los genes
mitocondriales raramente contienen intrones. EI ADN mitocondrial es generalmente
transcrito directamente, en cambio, la amplificacion de las regiones codificantes de genes
nucleares es limitada a menudo por los intrones, que pueden ser muy largos (Paiz y Huete
2008).
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VI ANTECEDENTES

- Ladiversidad genética de Aedes aegypti ha sido estudiada a nivel global, se ha determinado
su origen Africa donde coexiste con la variante selvética Aedes formosus, ambos presentan
poblaciones muy estructuradas y las dos subespecies coexisten tanto en Africa Oriental
(Kenia) como en Africa Occidental (Senegal). En entornos rurales/forestales (Distrito de
Rabai de Kenia) las dos subespecies siguen siendo genéticamente distintas, mientras que
en entornos urbanos se introgresan (Soria et al 2016).

- Losdatos genéticos respaldan firmemente la hip6tesis de que las rutas comerciales humanas
movieron primero a Ae. aegypti fuera de Africa hacia America, seguido de una invasion
posterior desde el America hacia el Sudeste Asiatico y el Pacifico. Estos patrones de
domesticacién e invasion son relevantes para muchas especies en todo el mundo, ya que las
fuerzas antropogénicas impactan cada vez mas en los procesos evolutivos (Brown et al
2014).

- Lavariante ancestral de Ae. aegypti dependian de los bosques, la historia de esta poblacion
es consistente con los efectos de la fragmentacion y expansion de los bosques impulsada
por el cambio climéatico del Pleistoceno, ademas, el movimiento humano histérico a través
del continente puede haber facilitado su reciente expansion y mezcla. Al aumentar la
diversidad genética y formar nuevas combinaciones alélicas, La divergencia y la mezcla
historica dentro de Africa podrian haber proporcionado el potencial de adaptacion necesario
para la propagacion mundial exitosa de Ae. Aegypti (Bennet et al 2016).

- Siete haplotipos mitocondriales fueron detectados en el analisis y filogenético y se
identificé dos clados bien respaldados en Monterrey, México (Gorrochotegui et al 2000).

- Los patrones genéticos en las poblaciones actuales de Ae. aegypti en Brasil son mas
consistentes con una erradicacion completa de la especie en el pasado reciente seguida de
una recolonizacion, en lugar de la posibilidad alternativa de expansion a partir de focos
residuales de refugio. Es probable que hayan tenido lugar al menos dos colonizaciones, una
de los paises del norte de America del Sur (por ejemplo, Venezuela) que fundé el grupo del
noroeste y otra del Caribe que fundo el grupo del sureste (Monteiro et al 2014).

- Las poblaciones del este de Argentina mostraron un haplotipo prevalente, también
predominante en Brasil y Paraguay. La red de haplotipos construida a partir de distancias
genéticas mostro tres grupos bien diferenciados. Dos de ellos exhibieron una distribucion
espacial bien definida y las poblaciones de estos grupos presentaron un patron de
aislamiento por distancia (Duefias 2009).

- El analisis de las secuencias de mtDNA revelo la existencia de dos linajes genéticos en
Bolivia, un linaje dominante recuperado en todo el pais y el segundo restringido a
localidades rurales en el sur de Bolivia. El analisis filogenético indic6 que este linaje
minoritario estaba relacionado con Ae. especimenes de aegypti. (Paupy et al 2012)

- Pera tiene grandes diferencias ecoldgicas entre los lados este y oeste de los Andes, esto se
correlaciono con la variabilidad genética de tres poblaciones y los resultados sugieren
sugiere la introduccion de al menos dos linajes de Ae. aegypti en Peru (Costa da silva et al
2005).

En Lima circulan las dos variantes genéticas producto del elevado comercio que existe entre
la ciudad vy las regiones del Pert (Caceres y Leon 2007).

- Un estudio realizado en Colombia indica que las diferencias observadas en cuanto a la
estructura y composicion genética de las poblaciones de Ae. aegypti de Sincelejo y
Guaranda sugieren divergencia genética entre ellas lo que podrian estar relacionadas con
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las condiciones ambientales, la heterogeneidad del hébitat, la presion selectiva ejercida con
insecticidas y la limitada migracion humana (Caldera et al 2013).

Se detectaron siete haplotipos en toda Venezuela y estos se clasificaron en dos clados
(Herrera 'y Rojas 2006).

En EIl salvador se han identificado dos poblaciones genéticamente divergentes usando
marcadores AFLP (Joyce et al 2018).
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VII. METODOLOGIA.
La determinacion de las diferencias genéticas entre las poblaciones de Aedes aegypti en este
estudio se realizd por medio de la técnica cddigo de barras segin el siguiente esquema
metodoldgico, mismo que se describe en los subcapitulos siguientes.

- Muestreos de campo.

- Extraccion y cuantificacion del ADN mitocondrial

- Amplificacién del ADN por PCR con cebadores especificos CO1

- Secuenciacién de los productos de PCR

- Andlisis de los datos mediante softwares especificos.
7.1 MUESTREOS DE CAMPO

Las muestras de Aedes aegypti que se utilizaron en el presente estudio fueron adultos
correspondientes a larvas colectadas en 5 localidades de los siguientes 4 departamentos: San
Vicente, Cabafias, Santa Ana, La Union (de este Gltimo departamento se muestrearon dos
municipios) (ver figura 1). La captura de larvas se realizd con el apoyo técnico y logistico del
personal de unidades Vectorizadas del Ministerio de Salud, cruz roja y contactos locales, se elabor6
una base de datos con georreferencias (ver anexo 1); en cada municipio se realizaron colectas en
al menos 3 puntos distintos de la zona de colecta (ver tabla 1) para las localidades de Jiquilisco y
San Salvador se descargaron las secuencias previamente cargadas por (Joyce et al 2018) de la base
de datos en ebold, siendo 14 y 10 secuencias respectivamente.

TABLA 1. DESCRIPCION DE LOS SITIOS DE COLECTA

DEPARTAMENTO MUNICIPIO COLONIA/CANTON
Santa Ana Santa Ana Col. El Palmar

Col. Altos de el palmar
Cton. El ranchador
San Vicente San Vicente Cton. Rio frio

Cton. Valle nuevo
Crio. La galera

Crio. El junquillal

Cabanas Sensuntepeque Col. Parque cabarias
Col.Palestina
Col. Quintero
La Union La Union Bo. Concepcidn
Bo. San Antonio
Col. Beltran
Santa rosa de lima Bo. Las delicias
Col. Altos del estadio
San Salvador San Salvador Col. La fosa
Bo. San Jacinto
Usulutéan Jiquilisco Col. Las flores siembras

Col.Las flores
Las larvas fueron colectadas en colonias de zonas urbanas y caserios de zonas rurales.

Las larvas colectadas fueron transportadas hasta el Laboratorio de Entomologia de Vectores en
CENSALUD de la Universidad de El Salvador. Estas fueron colocadas en bandejas con agua y
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alimentadas con comida comercial para gato. Los adultos fueron trasladados dentro de jaulas
mosquitero donde quedaron confinados y posteriormente fueron congelados en refrigerador
durante 3 minutos para inmovilizarlos e identificarlos taxondémicamente en el microscopio
estereoscopico. Una vez identificados se colocaron en etanol reactivo dentro de tubos eppendorf
debidamente rotulados con codigo distrital y almacenados en congelador a -20 °C hasta su
utilizacién en la extraccion de ADN (ver anexo 2), se elabor6 una base de datos en Excel con los
detalles de las muestras a utilizar en el estudio.

<-_->SITIOS DE OBTENCION DE MUESTRAS

Departamentos Municipios

Santa Ana Santa Ana

San Salvador San Salvador, san
Jacinto

San Vicente San Vicente

Cabafias Sensuntepeque

Usulutan Jiquilisco

La Unién La Unidn, Santa Rosa 0 2 ) 0Km
de Lima T T S

Figura 3. Mapa con los departamentos de estudio
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7.2 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE DNA GENOMICO.

La extraccion de ADN mitocondrial se realiz6 en el laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela
de Biologia de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica; a partir del cuerpo completo de
cada individuo por medio del kit de Extraccién PureLink™ Genomic DNA, luego de la extraccion
se realizo electroforesis en un gel de agarosa al 1% para evaluar la calidad de las bandas de ADN,
finalmente, las muestras fueron almacenadas a -20°C. (ver anexo 3, 4y 5).

7.3 AMPLIFICACION DE DNA MITOCONDRIAL.

La amplificacion de fragmentos de ADN mitocondrial de interés, se realiz por medio de la técnica
de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), en la Escuela de Biologia de la Universidad de
El Salvador y segun metodologia descrita por (Zamora-Delgado et al 2015) (anexo 6)

Se amplifico una region del DNA mitocondrial de aproximadamente 650 pares de bases
denominado “barcode” o codigo de barra, correspondiente al gen mitocondrial Citocromo Oxidasa
1 (CO1) con los oligonucle6tidos MTNF / MTNR.

La PCR se realizé por medio de un kit comercial Takara R001; en dos pasos; en un tubo eppendorf
de 1.5, donde se adicionan secuencialmente los siguientes reactivos mezcla master para PCR: 13
ul mas 7 ul de agua ultra pura, 1 ul de cebador “forward™ 1 ul de cebador “reverse” y 3 ul de las
muestras de DNA para un volumen de 25 ul por muestra, estas cantidades se multiplicaron por la
cantidad reacciones a amplificar, se prepar6 una solucion madre con volumen total, posteriormente
se prepararon las alicuotas de mezcla en tubos eppendorf 0.5 ul y se adiciono el ADN.

El contenido se agito en vortex y se llevé al termociclador automatico para realizar las reacciones
de desnaturalizacion, hibridacion y elongacion segun la programacion siguiente: 1 min a 95°C y
luego 35 ciclos consecutivos de 94°C (1 min), 55°C (1 min) y 72°C (1 min), seguido por 7 min a
72°C; para un total d 2 a 3 horas de duracion (ver anexo 7).

7.4 VISUALIZACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR DE ADN MITOCONDRIAL
Posterior a la PCR, fue necesario confirmar la amplificacién de los fragmentos COI del ADN
mitocondrial.

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2% preparado con un tampén de corrida
TBE 0.5X, el gel se colored con reactivo fluorescente gel-red® Biotim, para evidenciar bandas, se
corrieron diez carriles simultaneamente en un gel, en cada pocillo se sembré una mezcla que
contenia 5 ul de ADN amplificado producto de la PCR y 1 ul de colorante de carga 6x (Fisher
Scientific International, Inc., Hampton, Nueva Hampshire). El control negativo consistio en 5 ul
de la mezcla master de PCR (sin ADN) y 1 ul del colorante de carga. El carril con la escalera de
ADN de 1000 pb (New England Biolabs®, Inc., Ipswich, MA) contenia 1 ul de escalera de ADN,
4 ul H20O ultra pura y 1 ul de colorante de carga (anexo 8).
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La corrida tuvo una duracion aproximada de 30 minutos a 102 voltios, ocho carriles contenian
muestras del estudio, uno contenia el control negativo y el tltimo corria una escalera de DNA 1000
pares de bases para la comparacién, con el fin de visualizar y confirmar la amplificacién del
fragmento de aproximadamente 650 pares de bases, concluido el tiempo de corrida, el gel se
visualizdé con un transiluminador de geles marca MiniBIS modelo 16 mm para confirmar la
amplificacion del fragmento COL. Finalmente, las muestras positivas a los fragmentos COI de 650
pb, fueron almacenadas a -20°C para su posterior secuenciacién (ver anexo 5y 6).

7.5 SECUENCIACION DE LOS PRODUCTOS DE LA PCR.

Los fragmentos de aproximadamente 650 pb o codigo de barras del gen mitocondrial COl, producto
de la amplificacién en PCR y previamente almacenados a -20°C, fueron enviados via FEDEX al
laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de California, Berkeley, para la secuenciacion
en un equipo Applied biosystems 3130 genetic analyzer segun los principios descritos por Sanger
1967.

7.6 EDICION Y ALINEAMIENTO: Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante el
software Geneius prime para editar y determinar las secuencias consenso, posteriormente fueron
alineadas en el software MEGA.

7.7 IDENTIFICACION TAXONOMICA: Las secuencias fueron comparadas con el récord de
secuencias Barcode de Ae. aegypti presentes en la base de datos Ebold y GenBank.

7.8 DIVERSIDAD GENETICA: Posteriormente se calculd la longitud de la secuencia, sitios
conservados, sitios de parsimonia informativa, sitios polimorficos, cantidad de haplotipos,
diversidad haplotipica, promedio del namero de diferencias, diversidad nucleotidica estimada y la
diferenciacion genética entre haplotipos de las poblaciones utilizando el programa DNAsp.

7.9 HISTORIA DEMOGRAFICA (D). de las localidades se obtuvo usando el software DNAsp.

7.10 RED DE HAPLOTIPOS: La red de haplotipos y su distribucion geogréafica se obtuvo con el
programa Pop ART siguiendo el método propuesto por (Clement et al 2000).

7.11 ESTRUCTURA GENETICA: Con la prueba AMOVA se determind el grado de
diferenciacion entre poblaciones, se obtuvo una matriz que representa las interacciones entre las
poblaciones en una escala de distancias, se calcularon los porcentajes de variacion de los
componentes de varianza, utilizando los softwares Arlequin y R Studio, con el objetivo de
determinar la interaccidn entre factores se ejecutd un analisis de diferenciacion entre pares de
localidades.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 EDICION Y ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS

Las secuencias complementarias individuales fueron verificadas base por base usando el software
Geneius. una vez editadas y consolidadas las secuencias consenso individuales de cada localidad,
fueron alineadas entre si, posteriormente se eliminaron las bases de los extremos incompletos y se
obtuvieron alineamientos maltiples.

8.2 IDENTIFICACION TAXONOMICA: Se obtuvo la identificacion taxondmica ingresando
secuencia por secuencia en la base de datos global: BoldSystem, del total de 73 secuencias 71
fueron identificadas como Aedes aegypti y 2 Aedes albopictus que se usaron como secuencias
control identificadas dentro de la localidad de cabafias.

8.3 SITIOS POLIMORFICOS

Una vez realizado el alineamiento maltiple en el software MEGA, la region genética de estudio
presento una longitud de 1-476 pares de bases, siendo estos 476 los sitios sometidos al analisis en
el software DNAsp, los valores obtenidos en el analisis de la diferenciacion genética se presentan
en la siguiente tabla:

identificaron 408 sitios monomorficos o regiones conservadas y 68 sitios polimérficos donde se
observé variabilidad (tabla 2). El analisis lanzo como resultado 70 mutaciones observadas y 66
sitios de parsimonia informativa en los cuales se observan al menos dos residuos que aparecen al
menos dos veces cada uno de ellos

Tabla 2. VALORES DE DIFERENCIACION GENETICA

Longitud de la Sitios conservados Sitios Sitios de parsimonia
secuencia variables informativa
476 408 68 66

Los sitios variables sefialan la cantidad de polimorfismos en el alineamiento y los sitios
informativos son los que aportan informacién importante para la construccion de arboles
filogenéticos bajo el modelo de maxima parsimonia.
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8.4 DIVERSIDAD GENETICA

Se calculd la diversidad genética de las 6 poblaciones de estudio, por localidad y de forma global
usando el software DNAsp, como se muestra en la Tabla.2, donde N SEQ es la cantidad de
secuencias por localidad, asi como el dato global (73), el niimero de sitios polimaérficos (S),

de las 6 localidades el valor mas alto se encontr6 en Cabafias con 64 sitios polimorficos y la menor
en Jiquilisco con 10. La lista de haplotipos global fue de h=13, en cuanto a la cantidad de haplotipos
por localidad se observaron 3 en Santa Ana (SA), 5 San Vicente (SV), 4 Cabafias (CB), 6 en la
Union (LU), 3 para Jiquilisco (JC) y 5 para San Salvador (SS). La diversidad haplotipica (hd) por
localidad se observa con valores altos en La Union hd=0.88889 y San salvador con hd=0.86667
(este valor representa la probabilidad de que dos haplotipos seleccionados al azar sean diferentes).

En cuanto a diversidad nucleotidica (Pi) los valores mas alto y el méas bajo se encontraron en las
localidades de Cabafias Pi=0.05451 y San Vicente con Pi= 0.00719 respectivamente, este indice
estima la probabilidad de que dos nucle6tidos homologos seleccionados al azar sean diferentes.

TABLA 3. INDICADORES DE LA DIVERSIDAD GENETICA

N SEQ S h Hd K Pi
SA 18 11 3 0.45098 | 4.35948 | 0.00916
SV 12 11 5 0.66667 | 3.42424 | 0.00719
CB 9 64 4 0.69444 | 25.94444 | 0.05451
LU 10 11 6 0.88889 | 5.48889 | 0.01153
iC 14 10 3 0.53846 | 4.45055 | 0.00935
SS 10 16 5 0.86667 | 7.17778 | 0.00935
GLOBAL |73 68 13 0.71005 | 8.27473 | 0.01738

Resumen de los valores que indican la diversidad genética, las columnas expresan los valores de:
S=sitios polimorficos, h=haplotipos, Hd=diversidad haplotipica, K= promedio del nimero de
diferencias, Pi= diversidad nucleotidica.
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8.5 IDENTIFICACION Y FRECUENCIA RELATIVA DE HAPLOTIPOS

De todas las localidades se obtuvieron un total de 13 haplotipos para el gen CO1, se observaron

tanto, haplotipos predominantes para todas las localidades, como haplotipos privados que aparecen
restringidos en poblaciones especificas.

Se identificaron 13 haplotipos para las 7 localidades, observandose 2 haplotipos dominantes (tabla

4). Los haplotipos 1 y 3 aparecen fijados en las 6 poblaciones seguido del haplotipos 2 fijado en 4
poblaciones.

También se observan haplotipos privados, que aparecen fijados exclusivamente en poblaciones
especificas, tal fue el caso de los haplotipos 5, 6 y 7 que se encontraron en la localidad de La Unidn,
haplotipos 8 en Santa Ana, haplotipos 9,10,11 en la localidad de San Salvador, haplotipos 12 y 13
en San Vicente (tabla 4). Los dos haplotipos con mayor frecuencia los sefialan como ancestros
(figura 3). La identificacion de haplotipos y su confirmacion taxondmica en la base de datos
GenBank indica que el haplotipos 4 corresponde a secuencias identificadas en ebold y genbank
como Aedes albopictus una especie muy cercana a Aedes aegypti.

TABLA 4. FRECUENCIA DE LOS HAPLOTIPOS POR DEPARTAMENTOS

HAPLOTIPOS SA sV cB LU JC SS  #DE SECUENCIAS
1 13 7 5 3 4 2 34
2 1 1 1 1 4
3 4 1 1 2 9 3 20
4 2 2
5 2 2
6 1 1
7 1 1
8 1 1
9 2 2
10 2 2
11 1 1
12 2 2
13 1 1
TOTAL 73

Los haplotipos 1y 3 presentan elevada frecuencia, seguidos del haplotipo 2 que aparece con una
secuencia en 4 poblaciones y el resto de haplotipos son predominantemente privados.
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8.6 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS HAPLOTIPOS

Mapa elaborado en ArcGis con la division departamental donde también se sefialan los sitios de
estudio y los haplotipos reportados para cada departamento.

Figura 4.
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Los haplotipos 1 y 3 permanece fijos en las 7 localidades, 1 haplotipo fijo en 4 localidades, pero
con menor numero de secuencias y los 10 restantes que son privados
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8.7 RED DE HAPLOTIPOS

Mapa elaborado en el programa Pop Art, donde se observan los haplotipos 1 y 3 que presentan la
mayor frecuencia relativa y se consideran como ancestros evolutivos, el haplotipo 4 perteneciente
a Aedes albopictus que fue usado como control indica la enorme distancia existente entre las dos
especies.

Figura 5.

hap_4

hap_13

Los circulos més pequefios indica aquellos haplotipos que presentan menor frecuencia y
aparecen privados en localidades especificas, la linea entre uno y otro sefiala los eventos
mutacionales que les han ido distanciando genéticamente.
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8.8 ARBOLES FILOGENETICOS

Mediante arboles filogenéticos se evaluaron las coincidencias y diferencias entre las poblaciones
de organismos. Los arboles indican que cuantos mas caracteres muestran en comdn dos organismos
y estdn més cercanos dentro del arbol, presumiblemente estan mas unidos evolutivamente.

El &rbol filogenético que se muestra en la figura 4, se obtuvo usando el software Archaeopterix de
la suite Mafft. Pueden observarse, las secuencias control identificadas como Aedes albopictus y
concuerda con el haplotipo 4 referenciado a esta misma especie en la figura 3. En las secuencias
identificadas como Aedes aegypti se observan dos grupos genéticamente distintos.

Figura 6. ARBOL FILOGENETICO Y DISTANCIAS GENETICAS ENTRE POBLACIONES
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3A. Arbol filogenético de secuencias basado el método de Neighbourg Joining con sus relaciones
haplotipicas y la dominancia de los haplotipos 1y 3.

3B Arbol filogenético con las distancias poblacionales por localidades
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7.9 HISTORIA DEMOGRAFICA

La Prueba genética poblacional Tajima o valor D se calculd en el software DNAsp, los valores
obtenidos se especifican en la tabla 5.

Tabla 5. VALORES DE TAJIMA POR DEPARTAMENTO DE ESTUDIO

POBLACIONES D

Santa Ana 1.32559
San Vicente -0.24935
Cabanas 0.43494
La Unidn 1.84318
Jiquilisco 1.61718
San Salvador 1.24574
Global -1.42611

Los resultados negativos para la poblacién de San Vicente contrastan con los de los otros 5
departamentos que fueron mayoritariamente positivos, el valor D global negativo representa el
comportamiento global de las poblaciones que indica una tendencia a la expansion.
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7.10

ESTRUCTURA GENETICA MEDIANTE PRUEBA AMOVA.

Con la prueba AMOVA se pudo determinar la variacion molecular dentro de las poblaciones
e identificar cuales se encuentran mas diferenciadas, tal como se muestra en la tabla 6, los
porcentajes de variacion de los componentes de varianza indican mayor variabilidad dentro
de las poblaciones que entre ellas.
Para determinar la interaccion entre factores se ejecutdé un analisis de diferenciacion entre
pares de localidades.

VALORES DE VARIANZA POBLACIONAL

Tabla 6.
fuente de | Grados de | suma de | componentes de | Porcentaje de la variacion
variacion libertad cuadrados la varianza
entre 140 104.590 0.72474 17.12014
poblaciones
dentro de las|5 491.190 3.50850 82.87986
poblaciones
Total 145 595.781 4.23324 100

El porcentaje de la variacion indica mayor porcentaje de diferenciacion dentro de las poblaciones

y menor porcentaje entre ellas.
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7.11 MATRIZ DE LAS INTERACCIONES ENTRE POBLACIONES

Matriz de las interacciones entre poblaciones generada en el software R conformados por la
particion de la matriz de distancia usados para calcular el Anélisis Molecular de la Varianza
(AMOVA). En el eje X se define la escala de distancias y en el eje Y las 6 poblaciones en estudio
(Figura 6). La letra x sobre las cuadriculas indican ausencia de significancia estadistica y los colores
mas vivos sefialan los valores FST mas altos.

Figura 7.
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En la escala de distancias genéticas se muestran en color rojo los valores bajos de FST y en azul
los valores altos de FST con una probabilidad: p > 0.05
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El indice de fijacion Fst permite cuantificar la reduccion de la heterocigocidad en una
subpoblacion debido a los cruzamientos NO al azar, con respecto a la poblacion total, el rango
es de 0 a 1, donde los valores de 0 a 0.05 indican una diferenciacion pequefia, de 0.05 a 0.15

7.12 INDICE DE FIJACION FST

moderada, de 0.15 a 0.25 grande y >0.25 muy grande.

Las relaciones con mayor significancia estadistica fueron entre las localidades de: Jiquilisco-
San Vicente, Cabafias -Jiquilisco, La Union -San Vicente, Cabafias-La Unidn, con p valores

menores a 0.05 (tabla 7).

Tabla 7. TABLA DE VALORES FST

FST SA

SA 0

SV 0.00171 0

CB 0.18043 0.16559 0

LU 0.17181 0.26618 0.16459 0

JC 0.28730 0.40135 0.23246 0.01350 0

SS 0.11831 0.15997 0.12517 0.04762 0.14711

En esta tabla se correlaciona el indice de fijacion FST y el valor de significancia .
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IX DISCUSION

Se us6 el ADN mitocondrial para determinar la variabilidad genética de Aedes aegypti en El
Salvador, los resultados obtenidos reportan una baja variabilidad interpoblacional lo cual puede
interpretarse como un elevado flujo de genes, cabe destacar que este vector se declar6 erradicado
de El Salvador en 1960 pero fue reintroducido en 1965 (Soper 1967) y en 1982 ocasiono una fuerte
epidemia de Dengue (OPS 1989).

La presion por seleccion con insecticidas y el desarrollo de resistencia, son factores que interviene
en la variabilidad genética del mosquito, puesto que, la presion por seleccion desencadena cambios
genotipicos en las poblaciones (Ayala y Moreno, 2011). En este sentido, (Ocampo & Wesson 2004)
sefialan que, las campafas de control de vectores podrian constituir una de las principales causas
de heterogeneidad en las poblaciones del mosquito, lo que no concuerda con la baja variabilidad
genética encontrada en este estudio.

El alto flujo genético podria verse influenciado por la dispersion activa del vector, dado que las
hembras gravidas de Aedes aegypti distribuyen sus huevos en varios sitios de oviposicion y se han
registrado distancias de 580 (45) y 840 metros (46), e incluso se ha demostrado que una hembra
gravida puede volar hasta 3 km para encontrar un lugar adecuado donde depositar sus huevos
(OPS1995, Montero 2009), de manera que tanto variables antropogenicas como ambientales y la
propia dindmica ecoldgica del vector podrian favorecer el intercambio estable de genes entre
poblaciones, puesto que, estd demostrado que la migracion de este vector en el mundo ha sido
pasiva y estrechamente dependiente de la migracién humana, lo cual exacerba el intercambio de
genes entre poblaciones del mosquito (Nelson 1986), ademas, la intervencién antropogeénica en la
ecologia del vector, se manifiesta desde los criaderos, las operaciones comerciales entre territorios
y de los medios de transporte empleados (Scarpassa et al 2008).

El flujo de genes se evidencia en los resultados de los valores FST cercanos a 0 que indican que
las poblaciones son bastante homogéneas genéticamente, lo que concuerda con los resultados del
valor P interpoblacional (tabla 7), y la topologia de los arboles filogenéticos generados, donde se
evidencia un intercambio de genes de forma estable. Sin embargo, se detectd una poblacion con
datos particulares. Los sitios polimérficos observados en la poblacion de Cabafas estdn muy por
encima de los valores de las otras 5 poblaciones (tabla 3), esto debido a que las dos secuencias
control identificadas como Aedes albopictus se colectaron y se incluyeron en el clister de dicha
localidad, al ser una especie diferente a la del estudio los valores de sitios polimérficos se vieron
sensiblemente afectados.

En este estudio se identificaron 13 haplotipos, un nimero mayor a los 10 haplotipos reportados en
un estudio previo en El Salvador por (Joyce et al 2018), en Colombia se identificaron 10 haplotipos
(Caldera et al 2013) y en Washington DC 8 haplotipos por (Gloria-Soria et al 2018), la frecuencia
relativa de los haplotipos y la red de haplotipos generada, indica alta dominancia de los haplotipos
1y 3 (figura 3), es posible que estos se reintrodujeran al pais en la década de los afios 60 y podrian
considerarse como ancestros desde los cuales se han ido originando nuevos haplotipos que
aparecen privados para otras poblaciones. En el caso de los departamentos de La Unién y San
Salvador son las poblaciones que presentaron las cantidades mas altas de haplotipos, 6 y 5
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respectivamente, siendo haplotipos privados en su mayoria, esto se correlaciona con valores de
diversidad genética altos observados en dichas poblaciones (tabla 3).

Llama la atencion los valores para el departamento de La Unidn, la localidad que mayor haplotipos
presenta, los datos de diversidad particularmente altos, y los valores FST cono significancia
estadistica en relacion a otras poblaciones, los cuales podrian explicarse por la colecta de muestras
que se realiz6 en dos ciudades del departamento, santa Rosa de Lima y La Unidn, asi como las
condiciones particulares de departamento fronterizo con alto flujo comercial, la presencia de un
puerto y un ferrocarril que fue construido hace méas de cien afios, la actividad pesquera propia de
esta zona costera son factores que podrian haber propiciado el transporte pasivo de huevecillos
desde distintas regiones y por ende incorporar genes distintos al pais

Los resultados de la prueba AMOVA, indican un bajo porcentaje de variacion entre las poblaciones
del 17.12% y un porcentaje alto de variacion observada dentro de las poblaciones con 82.87% y
los porcentajes son sensibles a la alta frecuencia de los haplotipos H1, H2 y H3; esto se ve
reforzado por los valores de FST cercanos O que indican niveles bajos de diferenciacion genética
y sugieren la ausencia de linajes definidos en El Salvador, estos resultados contrastan con otros
estudios realizados con ADNmt, puesto que la variabilidad genética de Aedes aegypti ha sido
reportada en diferentes estudios para el continente americano, hay dos linajes mitocondriales de
Aedes aegypti en las Américas, uno relacionado con haplotipos del oeste africano en Senegal y el
otro con haplotipos de africa oriental en Uganda y asiaticos (Bracco et al 2007), dichos linajes
estdn en proceso evolutivo de diferenciacion genética que se ve influenciado por factores
climaticos, poblacionales, presion selectiva y patrones migratorios de las poblaciones (Caldera et
al 2013). En Bolivia (Paupy et al 2012) identicaron dos linajes, uno dominante recuperado en todo
el pais y el segundo restringido a localidades rurales en el sur, mientras que (Costa da silva et al
2005) correlacionaron la variabilidad genética de tres poblaciones de Peru y los resultados sugieren
la introduccidn de al menos dos linajes de Aedes Aegypti. En Las poblaciones del este de Argentina
se obtuvo un haplotipo prevalente, también predominante en Brasil y Paraguay. La red de
haplotipos construida a partir de distancias genéticas mostro tres grupos bien diferenciados. Dos
de ellos exhibieron una distribucién espacial bien definida y las poblaciones de estos grupos
presentaron un patron de aislamiento por distancia (Duefias 2009), también esto pudo evidenciarse
en Monterrey, México donde Siete haplotipos mitocondriales fueron detectados en el analisis y
filogenético y se identificd dos clados bien respaldados (Gorrochotegui et al 2000).

Los valores mencionados para el caso salvadorefio son indicadores del elevado flujo genético el
cual actua como una fuerza que mantiene la cohesion entre las poblaciones de una especie (Pifiero
et al 2008), por ende, mientras mas alto el flujo genético la variabilidad entre poblaciones
disminuira. Los resultados obtenidos, podrian considerarse como una estrategia adaptativa a la
presidn selectiva con insecticidas, donde las poblaciones tiendan a la homogeneidad frente a un
mismo estimulo de presion en un territorio geografico reducido y bien interconectado, lo que estaria
en concordancia con el valor de Tajima global negativo (-1.42) que indica que la poblacién de
Aedes aegypti en EIl Salvador se encuentra en franca expansion debido a un reciente cuello de
botella posiblemente vinculado a la presion por seleccidn, esto ademas, podria explicar el elevado
namero de haplotipos privados (tabla 3) como un posible indicador de una abundancia alélica rara,
lo que esta directamente vinculado con la perdida de genes y un D de Tajima negativo, indicando
a una disminucién de la variabilidad genética entre las poblaciones.

Los valores obtenidos para prueba de Tajima permiten detectar procesos que afectaron a la muestra
en el pasado; por ejemplo, cambios en el tamafio de la poblacion, estructuracion poblacional,
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seleccién natural y recombinacion de genes (Pifiero 2008). En este sentido, el valor negativo de
Tajima encontrado y los bajos valores de FST también confirman la presencia de flujo genético
entre las poblaciones, donde todos los individuos tienen altas probabilidades de cruzarse de forma
aleatoria y por ende sus genes pueden migrar de una poblacion a otra. Estos resultados explican la
baja variabilidad encontrada y sugieren que para la poblacion de Aedes. aegypti en El Salvador no
se generan islas genéticas.

En el caso particular de San Vicente puede observarse en los resultados de la prueba Tajima, con
valores negativos, indicando que esta poblacion estd en una reciente expansién poblacional
(Tajima, 1989) (Fu, 1997) (de Brito et al 2002) indicando un proceso de fijacion de nuevos alelos.
Esta poblacion pudo haber atravesado un cuello de botella recientemente viendose afectada debido
a fumigaciones o abatizaciones, o bien por cambios en la disposicion de criaderos, de temperatura
y pluviosidad en la zona.
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X CONCLUSIONES

El marcador molecular CO1 fue Gtil para la identificacién taxondmica de Aedes aegypti y
Aedes albopictus.

Los indicadores de diversidad genética arrojan dos poblaciones con valores considerables,
siendo San Salvador con 16 sitios polimérficos, 5 haplotipos y una diversidad haplotipica
de 0.86667 y La Union con 11 sitios polimorficos 6 haplotipos y diversidad haplotipica de
0.88889 las localidades que mayor riqueza génica presentan.

La red de haplotipos generada usando indica la predominancia de dos haplotipos (1 y 2)
que adoptan posiciones como haplotipos ancestros.

Los analisis filogenéticos indican la presencia de flujo genético entre las poblaciones y dos
grupos genéticamente distintos entre las localidades estudiadas.

Los valores obtenidos para el analisis de historia demogréfica indican que las poblaciones
pasaron recientemente por un cuello de botella y se encuentran en un proceso de expansion
demogréfica.

Los analisis moleculares de la varianza (AMOVA) arrojan valores que indican mayor
variabilidad dentro de las poblaciones (17.12%) que entre ellas (82.87%).

Los valores de FST que resultaron con significancia estadistica sefialan a La Unidbn como
una localidad genéticamente distinta, esto se ve reforzada por la cantidad de haplotipos
privados, asi como su diversidad haplotipica refuerzan.

La baja variabilidad genética en el fragmento col de las poblaciones evaluadas no sugieren
un obstaculo para las estrategias de control vectorial de Aedes aegypti, por lo que las
diferencias en los resultados de estrategias de control vectorial no deberian verse afectadas
por la variabilidad genética

X1 RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer estudios de variabilidad genética con otros marcadores moleculares.

Realizar estudios genéticos con colectas de temporada seca y temporada lluviosa para
determinar la variabilidad genética de acuerdo al clima.

Desarrollar estudios genéticos tomando en cuenta sitios con altos indices epidemioldgicos
y bajos indices epidemioldgicos que permitan correlacionar la transmision vectorial con la
variabilidad genética.

Realizar estudios donde se incluyan marcadores moleculares y marcadores fisiologicos para
correlacionar la diversidad genética con la resistencia a tratamientos quimicos.

Realizar estudios morfometrico y correlacionar los resultados con la variacion genética.
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X1 ANEXOS

ANEXO 1: Base de datos georreferenciados de los individuos utilizados en este estudio.

MUNICIPIO COL./CTON CASERIO FECHA DE CC
Santa Ana  Col.Altos del palmar 5-12-2018
Santa Ana  Col.Altos del palmar 5-12-2018
Santa Ana  Col.Altos del palmar 5-12-2018
Santa Ana  Col.Altos del palmar 5-12-2018
Santa Ana  Col.Altos del palmar 5-12-2018
SantaAna  Col.Altos del palmar 5-12-2018
SantaAna  Col.Altos del palmar 5-12-2018
Santa Ana  Col.Altos del palmar 5-12-2018
Santa Ana  Col.Altos del palmar 5-12-2018
Santa Ana  Col.Altos del palmar 5-12-2018
Santa Ana  Col.El Palma Pje.Bolivia 12-12-2018
Santa Ana  Col.El Palma Pje.Bolivia 12-12-2018
Santa Ana  Col.El Palma Pje.Bolivia 12-12-2018
Santa Ana  Col.El Palma Pje.Bolivia 12-12-2018
Santa Ana  Col.El Palma Pje.Bolivia 12-12-2018
SantaAna  Col.El Palma Calle.37 12-12-2018
Santa Ana  Cton.El Ranchador 5-12-2018
SantaAna  Cton.El Ranchador 5-12-2018
San Vicente Cton.Rio Frio 19-3-2019
San Vicente Cton.Rio Frio 20/03/19
San Vicente Cton.Rio Frio 20/03/19
San Vicente Cton.Rio Frio 20/03/19
San Vicente Cton.Rio Frio 20/03/19
San Vicente Crio.Valle Nuevo, san Frai21-3-2019

San Vicente
San Vicente
San Vicente
San Vicente
San Vicente
San Vicente

Crio.Valle Nuevo, san Frai 21-3-2019
Crio.Valle Nuevo, san Frai 21-3-2019
Crio.Junquillal,San Franci<21-3-2019
Crio.Junquillal,San Franci<22-3-2019
Crio.La Galera,San Francis 22-3-2019
Crio.La Galera,San Francis 22-3-2019

Sensutepeqt parque Cabafias
Sensuntepecparque Cabafias
SensuntepecParque Cabafias
SensuntepecCol.Palestina
SensuntepecCol.Quintero
SensuntepecCol.Quintero
SensuntepecCol.Quintero
SensuntepecCol.Quintero
Sensusntepe Col.Quintero

La Unién B.San Antonio

La Unién B.Concepcion

La Unién B.Concepcion

La Unién Col. Beltran

La Unién Col. Beltran

La Unidén SRL,C.altos del estadio
La Unidén SRL,C.altos del estadio
La Unién SRL,B.Las Delicias
La Unién SRL,B.Las Delicias
La Unién SRL,B.Las Delicias
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco  Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco Las flores
Jiquilisco  Las flores

San Salvador La fosa
San Salvador La fosa
San Salvador La fosa
San Salvador La fosa
San Salvador La fosa
San Salvador La fosa
San Salvador La fosa
San Salvador La fosa

San Salvador San Jacinto
San Salvador San Jacinto

19/3/2019
19/03/19
19-3-2019
22-3-2019
22-3-2019
22-3-2019
26-3-2019
26-3-2019
26/3/2019
8-3-2019
8-3-2019
8-3-2019
13-3-2019
13-3-2019
15-3-2019
13-3-2019
14-32019
14-32019
14-32019
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
5/6/2014
9/5/2014
9/5/2014
9/5/2014
9/5/2014
9/5/2014
9/5/2014
9/5/2014
9/5/2014
16/5/2014
16/5/2014

CODIGO
2.02.10.00.1
2.02.10.00.2
2.02.10.00.3
2.02.10.00.4
2.02.10.00.5
2.02.10.00.6
2.02.10.00.7
2.02.10.00.9
2.02.10.00.10
2.02.10.00.12
2.02.10.00.22
2.02.10.00.23
2.02.10.00.24
2.02.10.00.25
2.02.10.00.28
2.02.10.00.30
2.02.10.00.31
2.02.10.00.32
2.10.10.22.44
2.10.10.22.46
2.10.10.22.48
2.10.10.22.49
2.10.10.22.50
2.10.10.02.53
2.10.10.02.56
2.10.10.02.58
2.10.10.02.59
2.10.10.02.66
2.10.10.02.68
2.10.10.02.75
2.09.6.00.76
2.09.6.00.78
2.09.6.00.83
2.09.6.00.93
2.09.6.00.99
2.09.6.00.100
2.09.6.00.104
2.09.6.00.105
2.09.6.00.106
2.14.08.00.122
2.14.08.00.125
2.14.08.00.132
2.14.08.00.134
2.14.08.00.135
2.14.08.00.149
2.14.08.00.156
2.14.08.00.158
2.14.08.00.160
2.14.08.00.161

NO.EPPEND(SECUENCIA

39

1SA1
2SA2
3SA3
4SA4
5SAS
6 SA6
7SA7
9SA9
10 SA 10
12 SA 12
22 SA 22
23 SA23
24 SA24
25 SA25
28 SA 28
30 SA30
31SA31
32SA32
44 SV 44
46 SV 46
48 SV 48
49 SV 49
50 SV 50
53 SV 53
56 SV 56
58 SV 58
59 SV 59
66 SV 66
68 SV 68
75 SV 75
76 CB 76
78 CB78
83 CB 83
93 CB 93
99 CB 99
100 CB 100
104 CB 104
105 CB 105
106 CB106
122 LU 122
125 LU 125
132 LU 132
134 LU 134
135 LU 135
149 LU 149
156 LU 156
158 LU 158
160 LU 160
161 LU 161
Jc1
Jjc2
Jjca
Jc7
Jjcs
Jjco
Jcia
Jc1s
Jjci7
Jjc20
Jjc21
Jjc22
Jjc23
JjC24
Ss1
SS3
Ss4
SS5
SS9
S$S10
SS11
SS16
$525
5526

latitud N
13°58°06"
13°58°06"
13°58°06"
13°58°06
13°58°06
13°58°06"
13°58°06°
13°58°06
13°58°06"
13°58°06"
13°58°42
13°58°42
13°58°42
13°58'42"
13°58'42"
13°58°42"
14°00°54"
14°00°54"
13°36"12"
13°36°12"
13°36'12"
13°36'12"
13°36'12"
13°36'12"
13°36'12"
13°3612"
13°36°11"
13°36'11"
13°36°11°
13°36'11"
13°52°48
13°52°48
13°52°48"
13°52°27°
13°53°06"
13°53°06
13°53°06
13°53°06"
13°53°06"
13°20°08°
13°20°08
13°20°08°
13°20°00°
13°20°00°
13°38°01°
13°38°01"
13°37°53"
13°37°53"
13°37°53"
13°19'33.88"N
13°19'32.11"N
13°19'32.11"N
13°20'8.87"N

13°20'8.87"N

13°20'8.87"N

13°19'37.89"N
13°19'37.89"N
13°19'37.89"N
13°19'37.51"N
13°19'37.54"N
13°19'37.54"N
13°19'37.54"N
13°19'37.54"N
13°43'14.42"N
13°43'14.42"N
13°43'14.70"N
13°43'14.70"N
13°43'14.87"N
13°43'13.69"N
13°43'13.69"N
13°43'14.03"N
13°41'3.32"N

13°41'3.32"N

Zz22zZz22Z2z22222Z22222Z2222ssssssssssss222222222222222222

longitud W
89°327'W
89°327'W
89°327'W
89°327°'W
89°327°'W
89°327°'W
89°327'W
89°327°'W
89°327°'W
89°327°'W
89°34°00"W
89°34°00°"W
89°34°00"W
89°34°00"W
89°34°00"W
89°34°00°W
89°36'27"W
89°36"27"W
88°36'12"W
88°36'12"W
88°36'12"W
88°36'12"W
88°36'12"W
88°39'33"W
88°39'33"W
88°39'33"W
88°38'06"W
88°38'06"W
88°38'06"W
88°38°06"W
88°37°46"W
88°37°46"W
88°37°46"W
88°37'36"W
88°37'50"W
88°37'50°'W
88°37'50°'W
88°37'50°'W
88°37'50"W
87°50'58"W
87°50'58"W
87°50°58"W
87°50°52"W
87°50°'52"W
87°53'26"W
87°53'26"W
87°53'03"W
87°53'03"W
87°53'03"W
-88°34'18.50"
-88°34'16.48"
88°34'16.48"t
-88°34'21.86"
-88°34'21.86"
-88°34'21.86"
88°34'12.80"t
88°34'12.80"t
88°34'12.80"t
88°34'6.99"E
88°34'6.96"E
88°34'6.96"E
88°34'6.96"E
88°34'6.96"E
89°11'55.67"t
89°11'55.67"t
89°11'56.97"t
89°11'56.97"t
89°11'55.42"E
89°11'56.24"t
89°11'56.24"t
89°11'52.76"t
89°10'48.41"t
89°10'48.41"t



Anexo 2: Colecta de larvas de Aedes aegypti en Col. Beltran, La Union.
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Anexo 3:Extraccion de ADN mitocondrial en el laboratorio de biologia celular y molecular
de la escuela de biologia.

41



TN
i,
- -

- =
e . .
= .
X -

Anexo 4: Cuantificacion del ADN extraido mediante electroforesis.
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anexo 5: bandas de ADN vistas al transiluminador ultravioleta
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Anexo 6: Amplificacion del fragmento CO1 en el laboratorio de biologia celular y molecular
de la escuela de biologia.




Anexo 7: Termociclador durante la amplificacion del fragmento COL1.
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Anexo 8: Visualizacion de los fragmentos CO1 amplificados en un transiluminador
ultravioleta.
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	Posterior a la PCR, fue necesario confirmar la amplificación de los fragmentos COI del ADN mitocondrial.
	Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2% preparado con un tampón de corrida TBE 0.5X, el gel se coloreó con reactivo fluorescente gel-red® Biotim, para evidenciar bandas, se corrieron diez carriles simultáneamente en un gel, en ca...
	La corrida tuvo una duración aproximada de 30 minutos a 102 voltios, ocho carriles contenían muestras del estudio, uno contenía el control negativo y el último corría una escalera de DNA 1000 pares de bases para la comparación, con el fin de visualiz...
	 Paiz y Huete 2008, DNA Barcode, una alternativa para identificar especies del Complejo Midas Cichlidae en Nicaragua, Centro de Biologia Molecular, Universidad    Centroamericana https://doi.org/10.5377/encuentro.v0i81.3630.

