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RESUMEN

El mosquito Aedes aegypti presenta una amplia distribucidn, preferentemente en zonas tropicales
y subtropicales del planeta. Es el principal vector de arbovirus que causan serios problemas de
salud publica. Variados estudios, especialmente utilizando genes mitocondriales, han evidenciado
la variabilidad genética interpoblacional de esta especie en el mundo, informacidn relevante a la
hora de mejorar las estrategias de control de mosquitos vectores de importancia médica. El
objetivo de este estudio fue determinar el origen y posibles heteromorfismos genéticos de la
poblacion de Ae. aegypti detectada en la ciudad de Arica el 2016 después de 50 afios de ausencia, y
de los hallazgos posteriores. Se secuenciaron y analizaron los genes mitocondriales COl y ND4 de
21 muestras de Ae. aegypti, adultos y larvas, recolectados en 12 puntos de la ciudad, entre los afios
2016 y 2022 en Arica. El andlisis filogenético de secuencias COI/ND4 concatenadas (1089pb), se
compararon con secuencias de Ae. aegypti de distribucion mundial. Los resultados indicaron que la
mayoria de las muestras de Arica pertenecen al mismo linaje originario de Africa occidental que
circula en América. El resultado del segundo andlisis mostré que 10 de las 12 secuencias de COI
(542pb) se agruparon con las secuencias americanas y se obtuvo un 100% de identidad con las
poblaciones de Bolivia, haplotipo 3 de Colombia y Martinica, excepto dos muestras de Arica 2019
gue agruparon con las secuencias de Rapa Nui, Guatemala, Peru, Polinesia Francesa, Puerto Rico,
Taiwan y Uruguay. Estos resultados sugieren que los hallazgos heterogéneos de Ae. aegypti en
Arica en el periodo estudiado corresponderian a una constante reintroduccién de ejemplares
provenientes de paises vecinos, principalmente desde Bolivia, y su permanente transito terrestre
desde y hacia la regién de Arica con fines comerciales, estrechamente relacionadas al puerto
maritimo de la ciudad. Ante este escenario, Arica y Parinacota se encuentra en una situacién de
riesgo permanente de reingresos, de desarrollo esporddico de Ae. aegypti, asi como también, de la

instalacidn del ciclo de transmisidn de enfermedades transmitidas por este vector.

Palabras clave: Aedes aegypti, Chile, filogenia, genes mitocondriales (COI, ND4), Mosquitos.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is widely distributed, preferring tropical and subtropical areas of the
planet. It is the main vector of arboviruses which cause serious public health problems. Several
genetic studies, including those using mitochondrial genes, have showcased the interpopulation
genetic variability of this species in the world, information that is relevant for improving control
strategies of mosquito vectors of medical concern. The aim of this study was to determine the
origin and possible genetic heteromorphisms of the Ae. aegypti population detected in the city of
Arica in 2016 after 50 years of absence, and subsequent findings. The mitochondrial COl and ND4
genes of 21 samples of Ae. aegypti, adults and larvae, collected in 12 points of the city, between
2016 and 2022 in Arica, were sequenced and analyzed. Phylogenetic analysis of concatenated
COI/ND4 sequences (1089bp) compared with globally distributed Ae. aegypti sequences indicated
that most of the Arica samples belong to the same lineage originating from West Africa now
circulating in America. The result of the second analysis showed that 10 of the 12 COIl sequences
(542bp) clustered with American sequences and 100% identity was obtained with populations from
Bolivia, haplotype 3 from Colombia and Martinique. The two remaining sequences from Arica 2019
clustered with sequences from Rapa Nui, Guatemala, Peru, French Polynesia, Puerto Rico, Taiwan
and Uruguay. These results suggest that the findingof two different lineages of Ae. aegypti in Arica,
in the period studied, represent a constant reintroduction of specimens from neighboring
countries, mainly Bolivia, and their permanent land transit to and from the Arica region for
commercial purposes, closely related to the city's seaport. Given this scenario, Arica and Parinacota
are at permanent risk of reintroductions, sporadic development of Ae. aegypti, as well as the

installation of the transmission cycle of diseases transmitted by this vector.

Key words: Aedes aegypti, Chile, phylogeny, mitochondrial genes (COI, ND4), Mosquitoes.



|. FORMULACION GENERAL DE LA INVESTIGACION

Los mosquitos (Diptera: Culicidae) son insectos holometdbolos, que presentan estadios de
desarrollo de huevo, cuatro fases larvales, pupa y adulto. Esta familia se encuentra presente en
regiones templadas y tropicales del mundo, incluidas zonas mas alld del Circulo Polar Artico e
incluye 3.593 especies existentes clasificadas en dos subfamilias y 117 géneros (Harbach et al.
2016). La subfamilia Anophelinae tiene siete géneros (Foster et al. 2017), y Culicinae, que es la
mayor subfamilia de mosquitos, contiene 3.097 especies en 110 géneros, agrupados en 11 tribus.
Esta subfamilia incluye los géneros Aedes Linnaeus, 1762 y Culex Linnaeus, 1758 (Harbach et al.
2016).

El huevo del mosquito es una estructura altamente especializada, adaptada a su disposicion
en el agua, en contenedores sobre el agua, en plantas sobre el agua, o en suelos sujetos a
inundaciones. Como caracteristica de los huevos de la tribu Aedini, la estructura del corion es
diferente y altamente desarrollada, pudiendo experimentar retrasos en la eclosion, diapausa,
pasando un periodo de tiempo significativo separado del agua (Savage & Strickman 2004;
Wilkerson et al. 2021).

Las larvas de los mosquitos ocupan una amplia variedad de habitats acuaticos de aguas
estancadas donde se alimentan de particulas en suspensién. Algunas especies, de los géneros
Toxorhynchites Theobald, 1901, Psorophora Robineau-Desvoidy, 1827 y Culex, presentan larvas
depredadoras obligatorias o facultativas que capturan y se alimentan de los estadios inmaduros de
otros mosquitos mediante cepillos bucales modificados o mandibulas y maxilas de agarre (Augier
et al. 2003). Algunas larvas recurren al carrofieo o al canibalismo cuando escasea el alimento. Las
larvas de la mayoria de los mosquitos obtienen oxigeno de la atmdsfera saliendo a la superficie del
agua (Foster & Walker 2019). Presentan una cabeza globosa con cepillos bucales y antenas
desarrolladas, térax bulboso mas ancho que la cabeza y el abdomen, papilas anales posteriores y
con un par de espiraculos respiratorios en el segmento VIl (subfamilia Anophelinae) o en el
extremo de un siféon alargado (subfamilia Culicinae), cerca del extremo del abdomen. Los
mosquitos se identifican normalmente, y de forma mas fiable, como larvas de ultimo (cuarto)
estadio y adultos (Foster & Walker 2019).

Los culicidos adultos se caracterizan por presentar el cuerpo y sus apéndices alargados y
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delgados con presencia de escamas en el cuerpo y apéndices. Las piezas bucales (mandibulas,
maxilas y labio, entre otras) elongadas y son un atributo caracteristico de la familia (Wood &
Borkent, 1989). Los mosquitos poseen una variedad de mecanismos para sobrevivir a condiciones
adversas, estos mecanismos van desde diapausa, altamente programada y controlada
hormonalmente resultando en el desarrollo de una sola generacion por afio, enlentecimiento del
desarrollo, a mecanismos mixtos. La latencia puede ocurrir en cualquier etapa excepto en la pupa,
siendo de hasta un afio en los huevos de Aedes sp. constituyéndose en el mecanismo de
sobrevivencia mas eficiente para lograr su dispersién (Wilkerson et al. 2021).

Variadas adaptaciones observadas en larvas y adultos se encuentran relacionadas con la
alimentacion. Aunque son flexibles en la seleccion de alimentos las larvas presentan claras
preferencias por algunos alimentos, asi como también en los tipos de fuentes de azlcar y en los
huéspedes seleccionados para la hematofagia, en el caso de los adultos. Sélo la hembra presenta el
habito hematdfago pudiendo absorber el doble de su peso en sangre en el transcurso de unos
minutos, caracteristica que acerca a estos insectos al contacto intimo, por ejemplo, con los
humanos resultando muchas veces en la transmision de enfermedades (Ribeiro 2000; Wilkerson et
al. 2021).

La mayoria de las especies de mosquitos de importancia médica, se han adaptado a
desarrollar sus actividades bioldgicas cerca de los humanos y han empleado, por ejemplo, las
migraciones humanas para colonizar nuevos territorios (Medlock et al. 2015). Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762), Aedes albopictus (Skuse 1894), Culex pipiens (Linnaeus 1758) y Culex
quinquefasciatus (Say 1863) son los ejemplos mas claros de especies que, mediante la intervencion
humana, han establecido una distribucion mundial (Wilkerson et al. 2021). La adaptacion a los
ambientes antrépicos conduce, casi invariablemente, a la preferencia por la fuente de sangre mas
disponible, los humanos (Lwande et al., 2020). Algunas especies de mosquitos son invasores de
relevancia médica, debido a su conexién con la transmision de patégenos causantes de
enfermedades a los humanos y los animales (Lounibos 2002; Wilkerson et al. 2021). Los patdégenos
originarios de huéspedes no humanos (generalmente otros primates) ingresan luego en el ciclo de
transmisién humano-mosquito, pudiendo tener importantes consecuencias para la salud publica
(Gloria-Soria et al. 2016). Las infecciones viricas transmitidas por mosquitos son responsables de un

grado significativo de morbilidad y mortalidad en todo el mundo debido a las graves enfermedades
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gue causan (Suesdek 2019; Wu et al. 2019; Trammell & Goodman 2021).

El mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera: Culicidae: Aedini) (Figuras 1 y 2) se
caracteriza por vivir cerca al ser humano, ya sea dentro de los domicilios o en sus alrededores,
siendo los principales sitios de cria los depdsitos de agua limpia, asociados al uso humano (Lwande
et al., 2020). Posterior al consumo de sangre, los huevos son colocados por la hembra de manera
individual, por encima del nivel del agua en las paredes del recipiente o estanque. A partir de esto
el huevo completa su desarrollo embrionario en 48 horas si se presentan las condiciones de

temperatura y humedad relativa éptimas (Wilkerson et al. 2021).

Figura 1. Adulto hembra de Aedes Figura 2. Larva de 4° estadio de Aedes

aegypti, vista lateral aegypti en vista lateral.

Vi
/]
,'// // Vil \

Aedes aegypti se distribuye, en gran parte de los ecosistemas tropicales y subtropicales del
planeta, siendo, en estos ambientes, el principal vector de arbovirus causantes de enfermedades
tales como: fiebre amarilla, dengue, zika y chikungunya que afectan al hombre (Souza-Neto et al.
2019; lwamura et al. 2020). Se trata de una especie originaria del Africa subsahariana que
abandoné este continente, durante los siglos XV y XVI, debido al traslado de esclavos hacia Europa
y América (Brown et al. 2014). En su continente de origen, Ae. aegypti se comportaba como una
especie silvestre, asociada a los huecos en los troncos de los darboles, que se alimentaba
preferentemente de primates donde coevolucionaron, junto a los virus, antes de expandir su

distribucién a gran parte del planeta (Lounibos 1981; Powell 2018). Después de 400-550 afios de
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presencia en el “Nuevo Mundo” se ha adaptado a distintas condiciones medioambientales y se
transformé en una especie exclusivamente antropofilica (Brown et al., 2014). La rapida expansion,
desde su salida desde Africa Oeste, ha sido ampliamente documentada, estimadndose que
alrededor de 1800 invadié la region Mediterranea (Schaffner & Mathis, 2014) y, via Canal de Suez,
Asia en 1870 (Carey, 1971), para posteriormente llegar a Australia (1887) (Powell et al., 2018). En la
actualidad y durante el préximo siglo, se espera que Ae. aegypti continle ampliando su
distribucién impulsada en parte por el cambio climatico global, a medida que los habitats que antes
eran inhdspitos se vuelvan favorables (Laporta et al., 2023), tal como el aumento de la distribucién
de Aedes aegypti proyectado por Alanis et. al, 2017 para Chile, indicando que podria llegar hasta
Valdivia.

Aedes aegypti vector del virus del dengue causa una de las enfermedades con tasas de inci-
dencia mas altas en la salud publica mundial y particularmente en las Américas (Collao et al., 2015;
Wu et al.,, 2019). Ademas, el Dengue es la segunda enfermedad vectorial mas mortal después de la
Malaria (Duefies et al., 2017), siendo ambas transmitidas por mosquitos. El Dengue esta presente
en mas de 100 paises y su incidencia se ha incrementado sostenidamente en los Ultimos 50 afios
(Guzman & Harris, 2015; Roy et al., 2021). El mosquito Ae. aegypti es el principal vector de los cua-
tro serotipos del dengue (DENV1-4) (Hosseini et al., 2018). En todo el mundo, aproximadamente
2500 millones de personas estan en riesgo de contraer esta enfermedad y se estima que se produ-
cen mas de 400 millones de casos nuevos de dengue (FD) cada afio (Roy et al., 2021), 500.000 de
ellos de la forma mas grave de la enfermedad conocida como dengue Hemorragico, la cual presen-
ta una tasa de mortalidad de hasta al 5% (Wilder-Smith et al., 2019). Hasta el momento hay entre
dos y tres vacunas de buena efectividad, las mas conocidas Sanofi-Pasteur y Takeda 003, la primera
con una efectividad de 83% para hospitalizaciones, indicada para paises endémicos donde existen
contactos previos con Dengue y la segunda con una efectividad del 61% para contagio y 84% para
hospitalizaciones (Reyes-Cadenga, 2020), sin embargo, estas aun no son utilizadas de forma masi-
va. Esto ultimo, sumado a que no existen farmacos especificos, el control de vectores y la vigilancia
entomoldgica siguen siendo las principales estrategias en la lucha contra el virus del dengue
(Jeiczon et al., 2015; Roy et al., 2021).

En América del Sur, la distribucidn histdrica de Ae. aegypti abarco gran parte del continente,

encontrdndose también presente, hasta el afio 1961, en el norte de Chile, entre las ciudades de
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Arica (18928’S / 70°2180) y Caldera (27203’S / 70°49’0). Ese mismo afio la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) declaré al pais libre de la especie (San Martin et al., 2010). Hasta
1961, en gran parte de las ciudades y poblados del norte de Chile se registraba una alta infestacién
domiciliaria llegando, por ejemplo, al 45,2% en la localidad de Taltal (Region de Antofagasta)
(Neghme et al.,, 1953). Por lo anterior, y en todo el continente, se implementaron diversas
estrategias de control, preferentemente quimicas, para luchar contra este vector. Sin embargo, en
1980 casi todos los paises de Sudamérica habian sido reinfestados, excepto Chile (Carbajo et al.,
2019; Rubio et al., 2020). Ahora bien, inesperadamente, dado que la principal preocupacién de las
autoridades de la salud era el norte de Chile continental, en el afilo 2000 se detectd el ingreso, por
primera vez, de Ae. aegypti en Rapa Nui. Dos afios después, el 13 de marzo de 2002, se confirmé el
primer caso autdctono de dengue en la Isla (Olea, 2003), el que podria haberse producido a partir
de viajeros infectados provenientes de la Polinesia, ya que en Tahiti y Hawai, circuld el virus en el
afno 2001 (Caceres et al., 2008; Canals et al., 2012). Posteriormente, en abril del 2016, se confirma
la reintroduccidon de Ae. aegypti en Chile continental en la ciudad de Arica, Region de Arica y
Parinacota (Gonzalez et al., 2016).

La Regidn de Arica y Parinacota al ser una region bifronteriza y mantener una constante e
importante interaccidn con sus paises vecinos, principalmente a través de la actividad comercial
terrestre-maritima, y un elevado flujo de camiones que transitan con su carga desde y hacia el
puerto maritimo de Arica. La regién presenta una multiplicidad de culturas y costumbres en su
variada poblacién, que se concentra en un 98% en la ciudad de Arica y el resto en las comunas

rurales, como Camarones, Putre y General Lagos (Luebert &Pliscoff, 2006).

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La situacion de América en cuanto a circulacién de arbovirosis se ha mantenido en alza
desde 2019, el 2023 fue el afio de mayor registro de casos, con un total de 4.569.464.
Recientemente la Organizacién Panamericana de la Salud alerta sobre el aumento exponencial de
casos de dengue en América, con un total de casos notificados, entre las primeras 17 semanas
epidemioldgicas del 2024, tres veces mayor en comparacion al mismo periodo del 2023, durante
estas mismas semanas Brasil presentd casi 5 millones de casos notificados, Argentina 315.000 y

Perd con alrededor de 155.000 casos, en Bolivia se reportaron alrededor de 25.000 (OPS 2024). A
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nivel nacional, a la misma fecha, se han confirmado 137 casos de dengue importados y 97
autéctonos de la Isla de Pascua (OPS 2024). Lo anteriormente sefalado, se traduce en un
panorama epidemioldgico internacional, que refleja una situacion de riesgo permanente para Chile
de transmision autdéctona en la Regidon de Arica y Parinacota, principalmente de dengue,
enfermedad presente tanto en Bolivia como en Peru, paises que tienen un elevado contacto
cultural y comercial con la regidén. El actual flujo migratorio que experimenta la ciudad de Arica,
parte del cual escapa a los mecanismos regulares de control, incrementa la posibilidad de ingreso
de personas capaces de introducir alguna de las arbovirosis antes citadas, con el consiguiente
riesgo de desencadenar un ciclo de transmisidn vectorial de la enfermedad especifica del caso.

Desde el reingreso de Aedes aegypti a Chile continental y segin los datos obtenidos del
analisis de muestras recibidas de la Regién de Arica y Parinacota, en el Laboratorio de Entomologia
del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), se han detectado hallazgos urbanos de Ae. aegypti en
la ciudad de Arica, circunscritos al intervalo entre los meses de octubre a abril, durante los afos
2016, 2018, 2019, 2020, 2021 y 2022. En relacién con esta informacién y la deteccién de Ae.
aegypti en la ciudad de Arica, enmarcada en un area de hiperaridez, clima costero desértico
nuboso y con una alta interaccidén poblacional comercial con los paises limitrofes, surgen algunas
preguntas: {Cual es el origen de la poblacion de Ae. aegypti detectada el aflo 2016 en la Region de
Arica y Parinacota a mas de 50 afios de su erradicacién?, ¢Son las poblaciones de Ae. aegypti,
detectadas entre los afios 2016 al 2022, correspondientes a multiples introducciones o al
establecimiento de una poblacién adaptada a las condiciones bidticas de la Regién?

En Chile, debido a su reciente reintroduccién, la estructura genética de la poblacion, la
filogeografia y la biologia del vector Ae. aegypti son desconocidas. Sin embargo, dada la
importancia sanitaria del conocimiento de distintos atributos bioldgicos y genéticos relacionados
con el origen, la relacién filogenética, linajes, estructura de la poblacién, dindmica de la poblacidn,
asi como la competencia del vector dentro de las poblaciones, son fundamentales para mejorar las
estrategias de vigilancia y control de mosquitos contribuyendo a predecir la progresiva dispersion y

reinvasion en las dreas de riesgo del pais.

1. HIPOTESIS
H1: La deteccidén del vector Aedes aegypti en la ciudad de Arica, desde el ano 2016 vy
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posteriores, corresponde a un evento Unico de introduccion desde una region de un pais limitrofe
en donde existen registros de su presencia, donde los hallazgos periédicos detectados en los meses
de verano de los anos siguientes, corresponden a remanentes de la poblacién original ingresada en
el afio 2016.

H2: La poblacién de Aedes aegypti en Arica, representa multiples eventos de re-

introduccion, en distintos afios, desde areas aledarias.

IV. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Determinar el origen de la poblaciéon del mosquito Aedes aegypti detectada en la ciudad
de Arica durante el afio 2016, y afios posteriores, y si ésta corresponde a un Unico evento

de introduccién o introducciones sucesivas.

2. Objetivos especificos
® Obtener datos genéticos poblacionales de Ae. aegypti de la region de Arica y Parinacota y

complementarlos con la informacion disponible en el GenBank de poblaciones de paises
fronterizos.

e Determinar si existe variabilidad genética entre las poblaciones de Ae. aegypti detectadas
en los afos 2016 al 2022.

e Evaluar silas poblaciones identificadas en los diferentes afios corresponden a una o

multiples introducciones o al establecimiento de una poblacién en la ciudad de Arica.



V. CAPITULO 1

Aedes aegypti (Linnaeus) (Diptera: Culicidae) en la Regidn de Arica y Parinacota,

Chile: origen de la poblacion y su establecimiento en una zona de hiperaridez.

CAROLINA REYES!, JORGE FERNANDEZ!, ANDRES CASTILLO!, MARIELA GUAJARDO!, LARA
VALDERRAMA?, LORENA LLANOS?, XIMENA MUNOZ?2, CHRISTIAN R. GONZALEZ?

1 Subdepartamento de Gendmica y Genética Molecular, Instituto de Salud Publica de Chile,
Santiago, Chile.

2 Laboratorio de Salud Ambiental. Secretaria Regional Ministerial de Salud Regién de Arica y
Parinacota, Chile.

3 Instituto de Entomologia, Universidad Metropolitana de Ciencias de la Educacién, Facultad de

Ciencias Basicas, Santiago, Chile.

Resumen

El mosquito Aedes aegypti presenta una amplia distribucion, preferentemente en zonas tropicales
y subtropicales del planeta. Es el principal vector de arbovirus que causan serios problemas de
salud publica. Variados estudios, especialmente utilizando genes mitocondriales, han evidenciado
la variabilidad genética interpoblacional de esta especie en el mundo, informacidn relevante a la
hora de mejorar las estrategias de control de mosquitos vectores de importancia médica. El
objetivo de este estudio fue determinar el origen y posibles heteromorfismos genéticos de la
poblacién de Ae. aegypti detectada en la ciudad de Arica el 2016 después de 50 afios de ausencia, y
de los hallazgos posteriores. Se secuenciaron y analizaron los genes mitocondriales COl y ND4 de
21 muestras de Ae. aegypti, adultos y larvas, recolectados en 12 puntos de la ciudad, entre los afios
2016 y 2022 en Arica. El analisis filogenético de secuencias COI/ND4 concatenadas (1089pb), se
compararon con secuencias de Ae. aegypti de distribucion mundial indicaron que la mayoria de las
muestras de Arica pertenecen al mismo linaje originario de Africa occidental que circula en
América. El resultado del segundo andlisis mostré que 10 de las 12 secuencias de COI (542pb) se

agruparon con las secuencias americanas y se obtuvo un 100% de identidad con las poblaciones de
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Bolivia, haplotipo 3 de Colombia y Martinica, excepto dos muestras de Arica 2019 que agruparon
con las secuencias de Rapa Nui, Guatemala, Perd, Polinesia Francesa, Puerto Rico, Taiwdn y
Uruguay. Estos resultados sugieren que los hallazgos heterogéneos de Ae. aegypti en Arica en el
periodo estudiado corresponderian a una constante reintroduccién de ejemplares provenientes de
paises vecinos, principalmente desde Bolivia, y su permanente transito terrestre desde y hacia la
region de Arica con fines comerciales, estrechamente relacionadas al puerto maritimo de la ciudad.
Ante este escenario, Arica y Parinacota se encuentra en una situacidn riesgo permanente de
reingresos, desarrollo esporadico de Ae. aegypti, asi como también, de la instalacién del ciclo de

transmisién de enfermedades transmitidas por este vector.

Palabras clave: Chile, Filogenia, Genes COIl y ND4, Haplotipos, Mosquitos.

Introduccion

Algunas especies de mosquitos se comportan como insectos invasores de gran relevancia,
en salud publica, debido a su conexién con la transmisidn de patégenos causantes de
enfermedades a los humanos y los animales (Lounibos, 2002; Pérez, 2018). La mayoria de las
especies de mosquitos de importancia médica se han adaptado a desarrollar sus actividades
bioldgicas cerca de los humanos y han empleado las migraciones humanas, entre otros factores,
para colonizar nuevos territorios. La adaptacidn a los habitats humanos conduce, casi
invariablemente, a la preferencia por la fuente de sangre mas disponible, los humanos (Medlock et
al., 2015). Los patdgenos originarios de huéspedes no humanos (generalmente otros primates),
ingresan luego en el ciclo de transmisién humano-mosquito pudiendo tener importantes
consecuencias para la salud publica (Gloria-Soria et al., 2016).

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) se distribuye, preferentemente, en gran parte de los
ecosistemas tropicales y subtropicales del planeta siendo, en estos ambientes, el principal vector
de los arbovirus causantes de enfermedades tales como Fiebre Amarilla, Dengue, Zika vy
Chikungunya que afectan al hombre (Souza-Neto et al., 2019; lwamura et al., 2020). Se trata de
una especie originaria del Africa subsahariana que abandond este continente, durante los siglos XV
y XVI, debido al traslado de esclavos hacia Europa y América (Brown et al., 2014). En su continente

de origen, Ae. aegypti se comportaba como una especie silvestre, que se alimentaba
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preferentemente de primates donde coevolucionaron, junto a los virus, antes de expandir su
distribucién a gran parte del planeta (Lounibos, 1981; Powell, 2018). Después de 400-550 afios de
presencia en el “Nuevo Mundo” se adaptd a diversas condiciones medioambientales
transformdndose en una especie principalmente antropofilica (Brown et al., 2014; Lwande et al.,
2020). La rapida expansién, de su salida desde Africa Oeste, ha sido bien documentada,
estimandose que alrededor de 1800 invadio la regién Mediterranea (Schaffner & Mathis, 2014) vy,
via Canal de Suez, Asia (1870) (Carey, 1971), para posteriormente llegar a Australia (1887) (Powell
et al., 2018). Hoy en dia su distribucidn se encuentra en estrecha asociacion a los habitats humanos
en la mayoria de los ecosistemas tropicales y subtropicales. Sin embargo, la especie también se ha
detectado en zonas semidridas como Arizona, donde se ha introducido a pesar de que la aridez
puede ser un factor limitante clave (Walker et al., 2011).

El virus del dengue es el agente causal de uno de los principales problemas de salud publica
en los paises tropicales y subtropicales del planeta y es la segunda enfermedad vectorial mas
mortal después de la Malaria (Kularatne & Dalugama, 2022). Esta enfermedad estd presente en
mas de 100 paises y su incidencia se ha incrementado sostenidamente en los ultimos 50 afios
(Guzman & Harris, 2015; Hosseini et al., 2018; Martinez de Cuellar, 2021).

Aedes aegypti es el principal vector de los cuatro serotipos del dengue (DENV1-4) (Hosseini
et al., 2018). En todo el mundo, aproximadamente, 2.500 millones de personas estan en riesgo de
contraer esta enfermedad. Se estima que se producen mas de 400 millones de casos nuevos de
dengue (FD) cada afio (Roy et al., 2021), incluyendo hasta 500.000 casos de la forma mds grave de
la enfermedad, el Dengue Hemorragico, la cual presenta una tasa de mortalidad de hasta al 5%
(Wilder-Smith et al., 2019). Hasta el momento, aunque se dispone de dos vacunas para la
prevencion del dengue estas no son de uso masivo (Reyes-Cadenga, 2020), sumado a que no hay
farmacos especificos para el tratamiento de esta enfermedad, el control vectorial y la vigilancia
entomoldgica siguen siendo las principales estrategias en la lucha contra el virus del dengue
(Jeiczon et al., 2015).

En América del Sur, la distribucidn histdrica de Ae. aegypti abarco gran parte del continente,
encontrdndose también presente, hasta el afio 1961, en el norte de Chile, entre las ciudades de
Arica (18°28'28"S / 70°17'52"0) y Caldera (27°8'32.28"S / 70°41'1"0), cuando la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) declard al pais libre de la especie (San Martin et al., 2010). En gran
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parte de las ciudades y poblados del norte de Chile, se registraba una alta infestacion domiciliaria
llegando, por ejemplo, al 45,2% en la localidad de Taltal (Regiéon de Antofagasta) (Neghme et al.,
1953). Por lo anterior, y en todo el continente, se implementaron diversas estrategias de control,
preferentemente quimicas, para luchar contra este vector. Sin embargo, en 1980 casi todos los
paises de Sudamérica habian sido reinfestados, excepto Chile (Carbajo et al., 2019; Rubio et al.,
2020). Ahora bien, inesperadamente, dado que la principal preocupacién de las autoridades de la
salud era el norte de Chile continental, en el afio 2000 se detectd el ingreso, por primera vez, en
Rapa Nui. Dos afios después, el 13 de marzo de 2002, se confirmd el primer caso autéctono de
dengue en la isla (Olea, 2003), el que podria haberse producido a partir de viajeros infectados
provenientes de la Polinesia, ya que en Tahiti y Hawai, circuld el virus en el afio 2001 (Caceres et
al., 2008; Canals et al., 2012). Posteriormente, en abril del 2016, se confirma la reintroduccién de
Ae. aegypti en Chile continental en la ciudad de Arica, Regién de Arica y Parinacota (Gonzalez et al.
2016).

En Chile, debido a su reciente reintroduccion, la estructura genética de la poblacién,
dinamica de ingreso al pais y biologia del vector Ae. aegypti son desconocidas. Sin embargo, dada
su importancia sanitaria, el conocimiento de distintos atributos biolégicos y genéticos relacionados
con el origen, la relacién filogenética, linajes, estructura de la poblacion, dindmica de la poblacidn,
asi como la competencia del vector dentro de las poblaciones, son fundamentales para mejorar las
estrategias de vigilancia y control de mosquitos contribuyendo a predecir la progresiva dispersién y
reinvasion en las dreas de riesgo del pais.

Los genes mitocondriales han demostrado ser una herramienta util para entender la
diferenciacidén genética de poblaciones y el estudio del flujo génico en varios organismos incluidos
los insectos. Entre los principales marcadores mitocondriales usados para el estudio de poblaciones
de Ae. aegypti, se encuentran el gen mitocondrial ND4 (NADH dehydrogenase subunit 4), y el gen
COX1 (cytochrome C oxidase subunit 1). A esto se suma, la disponibilidad de secuencias
nucleotidicas homdlogas de poblaciones del mosquito de distintos paises en los bancos de datos
(GenBank, BOLD y EMBL), informacién que facilita y robustece este tipo de estudios (Atencia et al.
2018).

Desde el reingreso de Ae. aegypti a Chile continental, y segln los datos obtenidos por el

Laboratorio de Entomologia del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), del analisis de muestras
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recibidas de la Regidon de Arica y Parinacota, se han detectado hallazgos urbanos de Ae. aegypti en
Arica circunscritos al intervalo entre los meses de octubre a abril, durante los afios 2016, 2018,
2019, 2020, 2021 y 2022. En relacién con esta informacién, el objetivo del trabajo es determinar el
origen de la poblacidn de Ae. aegypti detectada en Arica el afio 2016 y si los multiples hallazgos
detectados en la regidn, entre los afios 2016 al 2022, corresponden a reintroducciones o al

establecimiento de la poblacién.

Material y Métodos

Area de estudio

La Region de Arica y Parinacota se ubica en el extremo norte de Chile (Figura 1). Posee una
superficie de 16.873,30 kildémetros cuadrados. Segun el Censo 2017 la poblacién es de 226.068
habitantes. Esta region se caracteriza por un clima donde predomina la escasez de precipitaciones,
convirtiéndose en un paisaje de extrema aridez y poca vegetacion. Su hidrografia presenta
regimenes pequefios y esporadicos. La capital regional es la ciudad de Arica la cual presenta una
constante interaccion con sus paises vecinos Peru y Bolivia principalmente a través de la actividad
comercial. La ciudad de Arica presenta un clima desértico costero nuboso, el cual se localiza en
toda la costa de la regién, con abundantes nieblas matinales, o "camanchacas", originadas
principalmente por la influencia de la corriente fria de Humboldt, presentando una temperatura
media anual de 18,8°C, con precipitaciones anuales inferiores a 3 mm en la costa (Luebert

&Pliscoff, 2006).

14



Figura 1. Mapa Sudameérica, Chile, Regidn de Arica y Parinacota.
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Colecta e identificacion mosquitos.

Se colectaron Ae. aegypti entre el 2016 y el 2022 en la ciudad de Arica. Las muestras consisten en
larvas obtenidas desde criaderos domiciliarios artificiales, y adultos desde el interior de los
domicilios. Las larvas se almacenaron en alcohol a 70% y los adultos se sacrificaron en frio a -20°C
por 2 horas y almacenaron individualmente secos en tubos Eppendorf de 2 ml. Los ejemplares
fueron enviados al Laboratorio de Referencia de Entomologia del Instituto de Salud Publica de
Chile (LREISP). La identificacidon se realizé utilizando las claves de Darsie (1985) y Rueda (2004). De
las muestras obtenidas, se seleccionaron 21 correspondientes a 12 puntos de muestreo, 10 adultos

y 11 larvas (Tabla 1) las que fueron trasladadas al Laboratorio de Genética Molecular del Instituto
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de Salud Publica de Chile (LGMISP), para efectuar los analisis genéticos.

Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion.

Un total de 42 muestras de ADN, de larvas y adultos de Ae. aegypti, colectadas en Arica (21),
Iquique (3), Rapa Nui (9), Bolivia (4) y Peru (5) fueron utilizados para amplificar una region de
alrededor de 700 pb y de 350 pb de los genes mitocondriales COl y ND4, respectivamente. Se
extrajo ADN gendmico desde ejemplares completos de larvas y adultos utilizando el kit comercial
DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN, GmbH, Hilden, Alemania), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Tabla 1). El gen COl fue amplificado con los primers COI-FOR (5'-
TGTAATTGTAACAGCTCATGCA-3’) y COI-REV (5’- AATGATCATAGAAGGGCTGGAC-3’) publicados por
Seixas et al. (2013).El gen ND4 fue amplificado con los primers ND4-FOR- (5~
ATTGCCTAAGGCTCATGTAG-3", y ND4-REV- (5-TCGG CTTCCTAGTCGTTCAT-3) publicados por Seixas
et al. (2013) siguiendo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°C por x 3 min,
40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 s, alineamiento a 55°C por 30 s, extension a 72°C por
30 s, finalmente 1 ciclo de extension a 72°C por 7 min. En todos los casos se contd con una muestra
de ADN de Ae. aegypti (proveniente de Rapa Nui) previamente confirmada, como control positivo
y, como control negativo la mezcla de reaccién sin ADN.

Los productos fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2%. El tamafio de las
bandas fue comparado con el marcador 100bp DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies). En todos
los casos se fotografiaron los geles con el sistema de fotodocumentacién BIO-RAD 583 gel
dryer. Los productos de PCR generados se purificaron usando polietinelglicol 8000, vy

posteriormente se secuenciaron utilizando el secuenciador ABI 3500 (Applied Biosystems).

Identificaciones moleculares y analisis filogenético

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de datos del GenBank a través de la
herramienta BLAST (NCBI, USA) (Altschut et al., 1990) para realizar la comprobacién de la
identificacidon de cada muestra. Las secuencias fueron editadas con el programa Bioedit Sequence
Alignment Editor versién 7.2.5 (Hall, 1999) y alineadas con el algoritmo de Mafft. Se realizé el
andlisis de distancia genética (p-distance) entre individuos de Ae. aegypti mediante el programa

Mega version 6 (Tamura et al.,, 2021). Los 4rboles iniciales para la busqueda heuristica se
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obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos Neighbor-Joining y BioNJ a una matriz de
distancias por pares estimadas utilizando el enfoque de Mdaxima Verosimilitud Compuesta (MCL), y
luego seleccionando la topologia con un valor de probabilidad logaritmica superior. Se utilizdé una
distribucién Gamma discreta para modelar las diferencias de tasas evolutivas entre sitios (5
categorias (+G, parametro = 0,1000)). Los arboles se dibujaron a escala y las longitudes de las
ramas se midieron en funcidn del numero de sustituciones por sitio. Los analisis evolutivos se

realizaron en MEGAG6 (Tamura et al., 2021).

Resultados

Analisis de base de datos historica ISP (Figura 2)

En las bases de datos del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), se examind la informacion de las
muestras histéricas de huevos, larvas, pupas y adultos, ingresadas e informadas como positivas a
Ae. aegypti, correspondiente a los afios 2016, 2018, 2019, 2020, 2021 y 2022. Los datos muestran
una repeticion histérica de los puntos de hallazgos, asi como también, la reiterada temporalidad de
estos, todos detectados entre octubre y abril. El afio 2016 se identifican 31 puntos con muestras
positivas de Ae. aegypti, presentando focos tanto en el centro de la ciudad, como en los primeros
kilbmetros de las rutas de ingreso hacia los Valles de Lluta (18°23°53.57” S / 70°17°30.77” O) y de
Azapa (18°30°36.47” S/ 70°16°10.00” O), ambas zonas semi rurales. El afio 2017 no se presentaron
muestras positivas colectadas en esta regidn. Durante el afio 2018, se detecté en 12 puntos de la
ciudad circunscritos en un drea urbana de 0,1 km? en los meses de marzo y abril. El afio 2019 fue
detectado en 8 puntos, 7 de ellos entre enero y mayo, todos ubicados en la entrada del Valle de
Lluta en parqueaderos de camiones de ruta internacional y, en diciembre, se detectaron huevos en
el centro de la ciudad en un patio de contenedores. El afio 2020 se detectaron 6 puntos positivos
entre enero y abril, dos en los parqueaderos de Lluta y 4 ubicados en el centro de la ciudad dentro
de un perimetro aproximado de 2 km a la redonda. En el afio 2021 se detectaron 23 puntos
positivos, dos en los parqueaderos de Lluta durante el mes de diciembre y 21 entre marzo y abril,
en un sector urbano residencial de 0,2 km? y de alta densidad poblacional. Durante enero del afio

2022 se identificé una hembra y huevos en uno de los parqueaderos del Valle de Lluta.
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Figura 2. Puntos de hallazgos de Aedes aegypti entre el 2016-2022 en la Ciudad de Arica. Regién de

Arica y Parinacota, Chile.
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Amplificacion mediante PCR y secuenciaciéon de una region de los genes COl y ND4 del ADN
mitocondrial de Aedes aegypti (Tabla 1).

De las 42 muestras analizadas, 37 de ellas fueron amplificadas y secuenciadas para los genes COl y
ND4, en cinco de las 42 muestras iniciales no se obtuvo ningun producto de PCR (Tabla 1). Para el
gen COI, en 16 muestras, se obtuvo una secuencia nucleotidica de alrededor de 800 pb y en 21

muestras una secuencia nucleotidica de alrededor de 540 pb. El gen ND4 fue amplificado en 21
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muestras de las que se obtuvo una secuencia nucleotidica de alrededor de 350 pb (Tabla 1). En las

secuencias nucleotidicas obtenidas de una regién del gen COIl y ND4, no se observaron deleciones,

inserciones y codones de término.

Tabla 1. Muestras de Aedes aegypti, amplificadas y secuenciadas en Laboratorio de Genética

Molecular ISP (N/D = No determinado).

Unidad Afo de
Pais territorial colecta | N° muestra secuencia genética Estadio col ND4
Chile Arica 2016 2016-CUL-279-Lv-Arica Larva 542 pb 350 pb
Chile Arica 2016 2016-CUL-280-Lv-Arica Larva 542 pb 350 pb
Chile Arica 2016 2016-CUL-282-Lv-Arica Larva 542 pb 350 pb
Chile Arica 2016 2016-CUL-594b-Lv-Arica Larva 798 pb 350 pb
Chile Arica 2016 2016-CUL-594d-Lv-Arica Larva N/D N/D
Chile Arica 2016 2016-CUL-597-Ad-Arica Adulto 823 pb 350 pb
Chile Arica 2018 2018-CUL-534-Ad-Arica Adulto 828 pb 350 pb
Chile Arica 2018 2018-CUL-618-Lv-Arica Larva 549 pb N/D
Chile Arica 2018 2018-CUL-888-Ad-Arica Adulto 828 pb 350 pb
Chile Arica 2018 2018-CUL-606-Ad-Arica Adulto 542 pb N/D
Chile Arica 2019 2019-CUL-400-1-Lv-Arica Larva 822 pb 350 pb
Chile Arica 2019 2019-CUL-400-2-Lv-Arica Larva N/D N/D
Chile Arica 2019 2019-CUL-400-3-Lv-Arica Larva 828 pb 350 pb
Chile Arica 2019 2019-CUL-400-4-Lv-Arica Larva 828 pb 350 pb
Chile Arica 2019 2019-0VI-4256-Lv-Arica Larva 542 pb N/D
Chile Arica 2020 2020-CUL-267-Ad-Arica Adulto 828 pb 350 pb
Chile Arica 2020 2020-CUL-687-Ad-Arica Adulto 828 pb 350 pb
Chile Arica 2021 2021-CUL-309-Ad-Arica Adulto 828 pb 350 pb
Chile Arica 2021 2021-CUL-351-Ad-Arica Adulto 828 pb 350 pb
Chile Arica 2021 2021-CUL-387-Ad-Arica Adulto 807 pb N/D
Chile Arica 2022 2022-CUL-315-Ad-Arica Adulto 828 pb 350 pb
Chile Iquique 2019 2019-CUL-783-Lv-lquique Larva 542 pb N/D
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Chile Iquique 2019 2019-CUL-879-Lv-lquique Larva 539 pb N/D
Chile Iquique 2019 2019-CUL-783-B-Lv-Iquique Larva 543 pb N/D
Chile RapaNui 2016 2016-CUL-30A-Lv-RapaNui Larva 542 pb 350 pb
Chile RapaNui 2016 2016-CUL-30B-Lv-Rapanui Larva 542 pb 350 pb
Chile RapaNui 2016 2016-CUL-16-A-Lv-RapaNui Larva 542 pb N/D
Chile RapaNui 2017 2017-CUL-59-A-Lv-RapaNui Larva 542 pb N/D
Chile RapaNui 2018 2018-CUL-773A-Lv-RapaNui Larva N/D N/D
Chile RapaNui 2018 2018-CUL-773B-Lv-RapaNui Larva N/D N/D
Chile RapaNui 2019 2019-CUL-3306-Lv-RapaNui Larva 542 pb N/D
Chile RapaNui 2021 2021-CUL-844-Lv-RapaNui Larva 542 pb N/D
Chile RapaNui 2021 2021-CUL-847-Lv-RapaNui Larva N/D N/D
Bolivia Santa Cruz 2018 2018-BOL-2 Adulto 542 pb N/D
Bolivia Santa Cruz 2018 2018-BOL-3 Adulto 800 pb 350 pb
Bolivia Santa Cruz 2018 2018-BOL-4 Adulto 805 pb 350 pb
Bolivia Santa Cruz 2018 2018-BOL-5 Adulto 542 pb N/D
Peru S/l 2018 2018-PER-55 Adulto 675 pb 350 pb
Peru Jaen 2018 2018-PER-69 Adulto 826 pb 350 pb
Peru S/ 2018 2018-PER-30.12 Adulto 542 pb N/D
Peru S/ 2018 2018-PER-30.13 Adulto 542 pb N/D
Peru S/ 2018 2018-PER-30.19 Adulto 542 pb N/D

Anadlisis filogenéticos.

Para evaluar la relacién filogenética entre las poblaciones detectadas en Arica, para cada ano de
este estudio, se seleccionaron 12 muestras que presentaban secuencias mas completas de la
region del gen COl y que ademads presentaban amplificacién del gen ND4 (2016-CUL-594b-Lv-Arica,
2016-CUL-597-Ad-Arica, 2018-CUL-534-Ad-Arica, 2018-CUL-888-Ad-Arica, 2019-CUL-400-1-Lv-Arica,
2019-CUL-400-3-Lv-Arica, 2019-CUL-400-4-Lv-Arica, 2020-CUL-267-Ad-Arica, 2020-CUL-687-Ad-
Arica, 2021-CUL-309-Ad-Arica, 2021-CUL-351-Ad-Arica, 2022-CUL-315-Ad-Arica,) (Tabla 1). Las
secuencias nucleotidicas de los genes COl y ND4 correspondientes a estas 12 muestras, fueron

concatenadas formando un producto de alrededor de 1089 pb. Estas secuencias concatenadas,
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junto con 2 muestras de Bolivia y una de Peru, fueron comparadas con 18 secuencias concatenadas
obtenidas desde especimenes provenientes de Latinoamérica, América del Norte, Asia y Africa,
desde la base de datos GenBank (Tabla 2), estas secuencias fueron seleccionadas para representar

distintas regiones geograficas.

Tabla 2. Secuencias de la region COl y ND4 de Aedes aegypti de Latinoamérica, América del Norte,
Asia y Africa, obtenidas de la base de datos del GenBank (N/A= Secuencia no disponible).

Pais col ND4
Argentina MN298988.1 N/A
Bolivia H1 JQ926676 JQ926705
Bolivia H7 JQ926682 N/A

Brasil JQ926703.1 JQ926718.1
Brasil AJ970974.1 N/A
Brasil AJ970961.1 N/A
Camboya JQ926688.1 JQ926722.1
Camerdn JQ926702.1 JQ926716.1
Costa de Marfil JQ926695.1 JQ926710.1
Costa de Marfil JQ926693.1 JQ926709.1
Colombia H2 KM203141.1 N/A
Colombia H3 KM203142.1 KM203251.1
Colombia H28 KM203167.1 KM203276.1
Colombia 70 KM203209 KM203318
Colombia 33 KM203169 KM203378
Ecuador MK890440.1 N/A
French Polynesia AJ970972.1 N/A
Guinea JQ926700.1 JQ926717.1
Martinique JQ926697.1 JQ926712.1
México JQ926698.1 JQ926713.1
Peru MN299016.1 N/A
Puerto Rico MN299008.1 N/A
Rapa Nui HQ991719 N/A
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Rapa Nui HQ991718 N/A
Tanzania JQ926704.1 JQ926715.1
Tailandia JQ926692.1 JQ926720.1

Uruguay MN299009.1 N/A

Uruguay MN299012.1 N/A
USA JQ926684.1 JQ926725.1
Venezuela JQ926701.1 JQ926726.1
Vietnam JQ926685.1 JQ926723.1

El primer andlisis filogenético, utilizando las secuencias concatenadas de los genes COI/ND4,
mostro la presencia de 3 grupos o poblaciones, denominados como A, By C (Figura 3). En el grupo
A se observa que, 10 de las 12 muestras de Arica, se relacionan con 3 muestras de Ae. aegypti de
Bolivia, 4 de Colombia, y 1 de Martinica. Las 10 muestras de Arica presentaron una secuencia
nucleotidica 100 % idéntica entre ellas y, a su vez, mostraron un 100% de identidad con 3 muestras
del GenBank de Colombia, Haplotipo 3 (KM203142.1), Martinica (JQ926697.1) y Bolivia (1JQ926676).
Las 2 muestras de Bolivia (2018-BOL-3 y 2018-BOL-4), procesadas en este estudio, tuvieron 100%
similitud con las mismas 10 muestras de Chile y también con las de Colombia, Bolivia y Martinica
obtenidas del GenBank. El grupo B reunié muestras de Asia (Tailandia), Brasil y México las cuales
presentaron una identidad entre 98.9% a 99.1% con respecto al grupo A. Para el segmento
analizado, el grupo B presenta 7 cambios de nucleétidos en las siguientes posiciones, 183 (A<>G);
195 (A<>G); 216 (T<>C); 320 (A<>G); 606 (T<>C); 669 (G<>A); 714 (T<>C) con respecto a grupo A,
no obstante, ninguno de ellos produce un cambio de aminodcidos (cambios sindnimos). En el grupo
C, se observan muestras de Asia, Africa y América, asi como también 2 muestras de Arica del afio
2019. En este arbol filogenético de secuencias concatenadas de las regiones COl y ND4, se
identificaron 2 linajes mitocondriales que se encuentran circulando en América, donde Ae. aegypti
es endémico. El linaje 1, clado que incluye a los Grupos A y B (Figura 3), incluye las muestras de
América (Bolivia, Brasil, Colombia, Martinica y México), Asia y 10 de las muestras de Arica. El linaje
2, clado del grupo C (Figura 3), que retne muestras de Asia, Africa y América y sélo dos muestras

de Arica (afo 2019).

A su vez, las secuencias de las muestras de Arica, del grupo A, tienen una identidad entre 97.8% vy
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un 99.0 % con el grupo C. Al analizar los genes COIl y ND4, el grupo A posee 24 sitios polimorficos,
14 en la region del gen COI en las posiciones 33, 99, 102, 111, 183, 195, 216, 345, 366, 444, 495,
501, 525, 712 vy, 10 en el gen ND4 en las posiciones 12, 18, 69, 129, 138, 186, 231, 264, 273, 309
con respecto a la mayoria de las secuencias nucleotidicas de las muestras del grupo B.

En los sitios polimdrficos de COIl se encontraron 7 transiciones C<>T en las posiciones 99, 102, 216,
366, 501, 525, 712 y 7 transiciones A<>G en las posiciones 33, 111, 183, 195, 345, 444, 495. Estos
cambios de nucledtidos produjeron 3 cambios de aminoacidos en los condones M11l, M37I y
[148M. En los sitios polimérficos de ND4 se encontraron 9 transiciones C<>T en las posiciones 11,
15, 18, 69, 129, 138, 186, 231, 273 y 1 transicion A<>G en la posicién 264.

Cuando se compard los nodos del arbol COI/ND4 (Figura 3) con el de solo COI (Figura 4), se puede
observar un soporte alto de los nodos (88%) lo que respalda los clados generados correspondiente
a los grupos A, B y C. Al comparar los nodos en los arboles con los genes COl y ND4, en forma
individual, se observan grupos similares con un soporte de los nodos sobre el 70% (Figura 1Sy 2S).
En las muestras donde se obtuvo un tamafio de gen COIl de alrededor de 542 pb, se realizé un
segundo andlisis filogenético (Figura 4), utilizando solamente muestras de Latinoamérica obtenidas
desde el GenBank (Tabla 2) y muestras de Arica (19), Iquique (3) y de Rapa Nui (6) (Tabla 1). Con
este segundo analisis filogenético se observan también 3 grupos donde, las muestras de Arica, se
agrupan de manera concordante a lo obtenido en el primer andlisis. En el grupo A se reunieron 17
de las 19 muestras de Arica, junto a las muestras del haplotipo 3 de Colombia y el haplotipo 1 de
Bolivia; asi como también las 4 muestras de Bolivia secuenciadas en Chile (data no mostrado). El
grupo B lo constituyen secuencias de las muestras de Ecuador (MK890440.1) y Brasil (AJ970974.1).
El grupo C se encuentra constituido principalmente por 2 ramas, una de ellas conformada por 2
muestras de Arica, muestras de Rapa Nui, Guatemala, Perd, Polinesia Francesa, Puerto Rico,
Taiwan y Uruguay. En el grupo A, la secuencia de COI de las muestras de Arica, tiene un 100%
identidad con las secuencias del haplotipo 3 de Colombia, Martinica y el haplotipo 1 de Bolivia. En
cambio, las muestras de Arica 2019-cul-400-1_Lv_Arica y 2019-cul-400-4_Lv_Arica, del grupo C,
tienen un 97.7% y 97.9%, respectivamente, de identidad con las muestras de Arica del grupo A.

Cabe destacar que los 3 grupos tienen un soporte de los nodos sobre (74%).

23



Colombia-H3 COIIND4
Colombia-H2 COIIND4
2016-CUL-597-Ad-Arica COIND4
Bolivia-H1 COIIND4
2018-CUL-888-Ad-Arica COIIND4
2020-CUL-267-Ad-Arica COIIND4
2021-CUL-351-Ad-Arica COIIND4
2018-CUL-S34-Ad-Arica COIND4
Colombia-H28 COIIND4 A
2018-CUL-400-3-Lv-Arica COIND4
2021-CUL-309-Ad-Arica COIND4
2016-CUL-594-LwArica COIIND4
87 2022-CUL-315-Ad-Arica COIIND4
Martinique COIND4
2020-CUL-B587-Ad-Arica COIIND 4
2018-4-Bolivia COIIND4
2018-3-Bolivia COIIND4
Colombia-H33 COIIND4

88

Tanzania COI[ND4
—— 2012-Thailand3 COIIND4

92 20124 exicol COIND4 B
| Brazil COIND4

Guinea COIND4

RCI1 COI[ND4
RCI2 COIND4
100 Cameroon COIND4
2019CUL-400-1-LwArica COIND4
Colombia-H70 COIND4
2019-CUL-400-4-Lyarica COIND4 C
77 2012-Thailand1 COIND4
Cambodia COIND4
Vietnam COIIND4

Venezuela COIND4
4| USA COIND4
201869Peru COIIND4

oo

Figura 3. Analisis filogenético de secuencias concatenadas de 1089 pb de una region del gen
COl y ND4, utilizando el método de Mdaxima Verosimilitud, inferido utilizando el modelo de
Hasegawa-Kishino-Yano.
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Figura 4. Analisis filogenético de una regidn de 491 pb del gen COI, utilizando el método de

maxima verosimilitud, inferido utilizando el método Hasegawa-Kishino-Yano.
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Discusion

En el afio 1961, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), certificé la erradicacién de Ae.
aegypti de Chile (San Martin et al., 2010). Sin embargo, en 1980 casi todos los paises de América
Central y del Sur, habian vuelto a infestarse (Jaimes-Duefiez et al., 2015). Hasta inicios del 2016,
Chile continental, permanecia libre del vector. Ahora bien, en abril del 2016 se confirmo el hallazgo
de Ae. aegypti en Arica, region de Arica y Parinacota (Gonzalez et al., 2016).

Las poblaciones de Ae. aegypti presentan un ciclo biolégico modulado por variables climaticas,
ecoldgicas y antrdpicas, caracteristicas que podrian influir en cambios intermitentes a lo largo del
tiempo en cuanto a su abundancia y diversidad genética, pudiendo afectar con ello su potencial
evolutivo (Cadavid et al., 2015). Carlassara et al. (2024), indican que Ae. aegypti es capaz de
adaptarse a las temperaturas de su entorno local y optimizar asi, su desempefio para transmitir
patégenos, razon por la cual es importante implementar estudios a nivel local de las caracteristicas
bioldgicas y genéticas para evaluar, eficientemente, las medidas de control. Sin embargo, a pesar
de lo anteriormente sefialado, no existen, en el pais, estudios que aborden estas tematicas con el
fin de entregar herramientas para optimizar la lucha contra el vector.

En las ultimas décadas Ae. aegypti ha comenzado a restablecerse en extensas areas de
Latinoamérica, como por ejemplo en Argentina (Rossi et al., 2006), Estados Unidos (Walker et al.,
2011) y Peru (Guagliardo et al., 2014), entre otros. Su distribucidn, se ve influenciada por la accién
de factores meteorolégicos, demograficos y medioambientales, tales como la temperatura, las
precipitaciones y la poblacidn. Sin embargo, su expansiéon también se ha evidenciado en climas
templados alcanzando, por ejemplo, hasta los 40°44’S en Argentina (Rubio et al., 2020), aridos,
como la costa de Ecuador y Peru (Martin et al.,, 2021), e hiperdridos, como la ciudad de Arica
emplazada en el Desierto de Atacama (GOmez-Silva & Batista-Garcia 2022), donde las medias
anuales de precipitaciones, en los Ultimos treinta afios, bordean los 2,1 mm (INE 2023) y Ae.
aegypti ha sido detectado de manera permanente (2016-2023), aunque en baja abundancia, desde
su reingreso en el afo 2016.

Al analizar las secuencias de los genes COl y ND4, de las 21 muestras de Ae. aegypti estudiadas, los
resultados globales sugieren que, la ciudad de Arica, ha sufrido multiples ingresos del vector. Sin
embargo, dado el bajo niumero de hallazgos, durante el periodo de estudio, 81 puntos positivos, el

escaso numero de ejemplares disponibles para analisis y la periodicidad heterogénea de hallazgos,
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circunscrita principalmente a los meses de verano, apuntaria a que la poblacién de mosquitos aun
no logra las adaptaciones fisioldgicas y conductuales necesarias para su establecimiento en esta
zona.

La presencia en nuestros resultados de los dos linajes que se encuentran circulando en Sudamérica
son concordantes con los publicados por Paupy et al.,, (2012) en Bolivia, Jaimes-Duefiez et al.,
(2015) en Colombia y Britez et al., (2022) en Paraguay. Bracco et al. (2007) destacan la importancia
epidemioldgica de los linajes, indicando que, diferentes poblaciones de Ae. aegypti pueden
presentar una clara susceptibilidad a las infecciones de algunos arbovirus como el virus del Dengue,
asi como también, a los insecticidas los que podrian responder de manera diferente a las medidas
de control de vectores cuando éstos se utilizan.

Al analizar los genes COl y ND4, entre las 42 muestras analizadas, se reconocio la presencia de 2
haplotipos (Figura 3), resultados que muestran una baja diversidad genética. A diferencia de
nuestros resultados en relaciéon al nimero de haplotipos, Yafiez et al. (2013), en Peru, donde
secuenciaron el gen ND4 de 51 especimenes de 11 regiones, reconociendo dos linajes y 5
haplotipos; por otra parte, Cadavid et al. (2015), en un estudio realizado en 3 ciudades de
Colombia, analizando los genes COl y ND4, de 341 ejemplares, identificaron 160 haplotipos vy al
analizar el COI de 255 ejemplares de Colombia identifican 33 haplotipos, asi como también Escobar
et al. (2022) que identifican 3 haplotipos en 4 ciudades de Honduras y Carroza et al. (2016) 2
haplotipos en Argentina con secuencias de ND4, en todos los estudios mencionados se identifican
dos linajes. En el caso del continente asiatico, Sri Lanka, Dharmarathne et al. (2020) se observaron
20 haplotipos, en las 19 localidades. El bajo nimero de haplotipos, identificado en las poblaciones
del norte de Chile, podria sugerir que estas se encuentran influenciadas por una zona hiperarida,
de escasa o nula pluviometria, factores ambientales desfavorables para la reproduccion de Ae.
aegypti. Asi mismo, dadas las caracteristicas de permanente flujo terrestre de paises limitrofes, con
la ciudad de Arica, y la similitud de filogenética con las muestras de Bolivia es factible decir que
existe un constante ingreso del vector principalmente desde Bolivia, asi como también de otros
paises de la regién. Segun lo indicado por Jaimes-Duenies et al., 2015, otro punto importante que
podria explicar este bajo nimero de haplotipos es que, la poblacién estudiada proveniente
probablemente de Bolivia, se encuentre sometida a una seleccion debido al uso excesivo de
intervenciones quimicas con adulticidas generando presiones de seleccién sobre haplotipos
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resistentes, reduciendo la variabilidad genética de Ae. aegypti en la zona donde el nimero de
fumigaciones reportadas es mas frecuente, versus una zona donde el uso de insecticidas quimicos
es poco comun, sin embargo, es poco probable que esta teoria explique por si sola la deteccién de
solo dos haplotipos en Arica. Dado que no se dispone de informacién sobre que haplotipos se
encuentran circulando en Bolivia, es posible hipotizar que sean los mismos dos identificados en
este estudio.

En el analisis del gen COI de 540 pb el haplotipo 1 (Figura 4), agrupa muestras obtenidas en todos
los hallazgos entre 2016 y 2022. Este resultado, basado en la potencial diapausa que presentan los
huevos de esta especie en ambiente de desecacién, podria sugerir la presencia de una Unica
poblacion que se ha mantenido en el tiempo, no obstante, al tomar en cuenta otros factores, como
la marcada temporalidad de los hallazgos, la hiperaridez y la casi nula pluviometria anual de la zona
y la baja densidad poblacional, esta interpretacién pierde sustento, pudiendo ser interpretada
como una dindmica de fuente—sumidero, teoria que requeriria de un estudio ecolégico especifico.
Arica y Parinacota es una region bifronteriza que mantiene una constante e importante interaccién
con sus paises vecinos a través de la actividad comercial terrestre-maritima, manteniendo un
elevado flujo de camiones que transitan con su carga desde y hacia el puerto maritimo de Arica con
periodos de aparcamiento de varios dias (Vicuia & Rojas 2015). Esta informacién territorial,
sumada a los resultados filogenéticos y a las caracteristicas biolégicas del vector, particularmente a
la resistencia de sus huevos a la sequia, nos indica que el escenario mas probable sea que este
vector, ha ingresado por migracidn pasiva, durante el periodo de estudio, desde la misma zona
geografica, especificamente Bolivia, evidenciando con esto que existe un reingreso sistematico de
Ae. aegypti desde este pais, hacia Arica, desde donde ademas provendria el primer hallazgo el aifo
2016.

El haplotipo 2, que incluye dos muestras de Arica del afio 2019 (grupo C) (Figura 4), pertenecientes
a un mismo punto de colecta en un sector de caserios ubicado cerca de la desembocadura del Rio
Lluta. Estas muestras pertenecen al linaje 2, clado del grupo C, que retine muestras de Asia, Africa y
América (Argentina, Bolivia, Brasil, Peru, Puerto Rico, RapaNui, Uruguay, Venezuela), linaje que
circula en Latinoamérica y en otras partes del mundo (Cadavid et al., 2015), resultado que muestra
el ingreso desde otros paises a esta regiéon y, dado los datos epidemioldgicos del constante ingreso

de camiones por la ruta internacional demuestra el riesgo constante de multiples ingresos de Ae.
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aegypti a la region.

Para el grupo A, se identificaron 14 cambios de nucleétidos con transiciones C<>T y A<>G en la
region del gen COI, los que produjeron 3 cambios en los aminoacidos en los condones M11l, M37ly
1148M, si bien desconocemos el efecto que estas mutaciones podrian tener en la sintesis de
proteinas, se puede inferir que podrian representar cambios estocasticos sin importancia en la
adecuacién bioldgica, asi como también, podrian relacionarse por ejemplo, con la capacidad de
desarrollo frente a cambios en las condiciones climaticas, habitos de oviposicién de las hembras y
la resistencia a la desecacidn de sus huevos, todo ello puede llevar a cambios en las densidades y
en la diversidad genética de las poblaciones, lo que afectaria su potencial para responder al control
quimico, a la infeccién por el virus y a su dispersidn (Cadavid et al., 2015; Monsalve et al., 2021).

El andlisis de COl y ND4 no permitid, por si solo, diferenciar o separar poblaciones entre las
muestras analizadas, dado que las 10 muestras de Arica ubicadas en el clado del grupo A presentan
100% de similitud genética para el segmento COI-ND4 (1089pb) analizado. Se han descrito diversas
técnicas para evaluar la introduccion y reintroduccion de Ae. aegypti, dentro de los cuales se
destaca el estudio de los genes COl y ND4 presentes en el ADN mitocondrial (Yoman et al., 2021) y
recientemente se han descritos estudios mediante microsatélites en 12 locus (Gloria-Soria et al.,
2016; Yoman et al., 2021) y el andlisis de SNPs (single nucleotide polymorphisms) en el genoma del
vector (Kotsakiosi et. al., 2018). Una de las dificultades para utilizar estos dos ultimos marcadores,
radica en que no se dispone de informacién de comparacién de resultados, dado que no existen
bases de datos publicas para este tipo de datos, son técnicas de mayor valor y ademds que se
requiere contar con un alto nimero de ejemplares. Los estudios genéticos en los genes COl y ND4
han permitido identificar polimorfismos en las secuencias nucleotidicas de Ae. aegypti, estudios en
paises de la regidon han descrito multiples haplotipos (Paupy et al.,, 2012; Jaimes-Duefiez et al.,
2015; Escobar et al., 2022). A esto, se suma la disponibilidad de secuencias nucleotidicas de Ae.
aegypti de distintos paises, en los bancos de datos (GenBank, BOLD y EMBL), informacién que
facilita este tipo de estudios (Atencia et al., 2018). Sin embargo, hay que destacar que existen un
bajo nimero de secuencias en las bases (GenBank, BOLD y EMBL) de paises limitrofes como Bolivia
y Perd, lo cual es fundamental para realizar el andlisis filogenético comparativo de las secuencias

nucleotidicas de dichos genes.
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A partir de los resultados de este estudio se hace indispensable la permanencia de la vigilancia
entomoldgica de Ae. aegypti realizada en la region de Arica y Parinacota, teniendo en cuenta las
caracteristicas de riesgo de reintroducciones sistematicas desde Bolivia y otros paises vecinos, la
alta probabilidad de asentamiento de la poblacién de este vector, la distribucion histérica y las
caracteristicas comerciales de permanente transito desde paises vecinos con un amplio historial de
hallazgos de Ae. aegypti. Estos antecedentes, sumados a la reciente alerta sanitaria reportada por
la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS, 2024), en relacidon al aumento exponencial de
casos de Dengue en América Latina y el Caribe, favorecida por la combinacién del fenémeno El
Nifio y el cambio climdtico, es de suma importancia, para la salud publica de nuestro pais,

continuar realizando estudios relacionados a la biologia y la genética de Ae. aegypti en esta region.
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Anexos

Anexo 1

Colombia-HZ COI
Colombia-H28 COI
2019-CUL-400-3-Lv-Arica COI
Colombia-H33 COI
2016-CUL-S97-Ad-Arica COI
M artinique COI
2018-CUL-534-Ad-Arica CO!
Ceolombia-H3 COI
qg|2022-CUL-315-Ad-Arica COI
2021-CUL-351-Ad-Arica COI
Bolivia-H1 COl
2016-CUL-594-L wArica COI
2020-CUL-267-Ad-Arica COI
2018-CUL-888-Ad-Arica COI
2018-3-Bolivia COI
2018-4-Bolivia COI
2020-CUL-887-Ad-Arica COI
2021-CUL-309-Ad-Arica COI

Tanzanial COI
M exice1l COI

87 Thailand3 COl
l Brazil COI

RCI2 COI

RCH COI
Guinea COl

97 Cameroon COI

Cambodia COI
2019-CUL-400-4-Larica COI
2019-CUL-400-1-LArica COI

Ceolombia-H70 COlI
Thailand1 COI
Vietnam COI

Venezuela COI
USACOI
2018-69-Peru COI

0002

Anexo 1. Andlisis filogenético de una regién de 761 pb del gen COIl, mediante el método de maxima
verosimilitud, se infirié utilizando el método de Méaxima Verosimilitud basado en el modelo de 3 parametros
de Tamura. Los arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los
algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el enfoque de
Maxima Verosimilitud Compuesta (MCL), y luego seleccionando la topologia con un valor de probabilidad
logaritmica superior. Se utilizéd una distribucidon Gamma discreta para modelar las diferencias de tasas
evolutivas entre sitios (5 categorias (+G, parametro = 0,1000)). El arbol estd dibujado a escala y las
longitudes de las ramas se miden en funcién del nimero de sustituciones por sitio. Los analisis evolutivos se
realizaron en MEGAG®.
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Anexo 2

Colombia-H2 ND4
2019-CUL-400-3-Lv-Arica ND4
2016-CUL-597-Ad-Arica ND4
M artinique ND4
2018-CUL-534-Ad-Arica ND4
Ceolombia-H3 ND4
2022-CUL-315-Ad-Arica ND4
2021-CUL-351-Ad-Arica ND4
Bolivia-H1 ND4
2016-CUL-594-Lv-Arica ND4
2020-CUL-267-Ad-Arica ND4
2018-CUL-888-Ad-Arica ND4
2022-CUL-309-Ad-Arica ND4
70 2020-CUL-687-Ad-Arica ND4
2018-4Bolivia ND4
2018-3Bolivia ND4
Colombia-H28 ND4
938 L Tanzanial ND4
Thailand3 ND4

Mexico ND4
74| Brazil ND4

Colombia-H33 COI
Cameroon ND4

RCI2 ND4

RCI1 ND4

Guinea ND4
2018-CUL-400-4-LwArica ND4
2019-CUL-400-1Lv-Arica ND4

Colombia-H70 ND4

Thailand1 ND4
Cambodia ND4
Vietnam ND4

Venezuela ND4
—{ USA ND4
2018-69-Peru ND4

oo

Anexo 2. Analisis filogenético de una region de 328 pb del gen ND4, utilizando el método de maxima
verosimilitud, fue inferido utilizando el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo Hasegawa-
Kishino-Yano. Los arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los
algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias estimadas por pares, utilizando el enfoque de
Maxima Verosimilitud Compuesta (MCL), y luego seleccionando la topologia con un valor de probabilidad
logaritmica superior. Se utilizé una distribucion Gamma discreta para modelar las diferencias de tasas
evolutivas entre sitios (5 categorias (+G, parametro = 0,1000)). El arbol estd dibujado a escala y las
longitudes de las ramas se miden en funcién del nimero de sustituciones por sitio. Los analisis evolutivos se
realizaron en MEGAG®.
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Anexo 3

Tabla 4a. Sitios variables de nucledtidos en_haplotipos identificados en un segmento de 763
nucleotidos del gen mitocondrial COl de Aedes aeqypti.

Posiciones

H 33 99 102 111 183 195 216 345 366 444 495 501 525 712
H1 G T C G A A T G C A G C C T

H2 A C T A G G C A T G A T T C

Tabla 4b. Sitios variables de nucledtidos en_haplotipos identificados en un segmento de 320 pb
nucleétidos del gen mitocondrial ND4 de Aedes aeqypti.

Posiciones
H 12 18 69 129 138 186 231 264 273 309
HL  C C C T C C C G C T
H2 T T T C T T T A T Y
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