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COMPARACION CITOGENETICA DE DOS POBLACIONES DE
Aedes aegypti en Colombia,

Felio J. Bello Garcia® Bertha Ospina de Dulce?,
Alejandro Giraldo Rios’, Sofia Duque Beltrdan?,

RESUMEN

Se compararon dos poblac1ones de Aedes aegypti de Sahagun (Cordoba) v
Anapoima (Cundmamarca), con base en sus caracteristicas citogenéticas y sus
~ fenotipos proteicos. Se confirmé parala especie el niimero diploide 2n=6.Nose”
- observaron diferencias significativas para las mediciones estandar de los cro-
mosomas conel procedimiento de secado al aire, en tanto que al utilizar prepa- -
" raciones individuales por presién dlgltal, seregistraron diferencias significativas
- enlalongitud de los cromosomas. El largo relativo y el valor absoluto promedio
"de longitud, coincidieron en las dos poblaciones con ambos procedimientos: Los -
datos confirman la idea de que este tipo de mediciones reduce los efectos de las
" manipulaciones técnicas. Las bandas G y R mostraron patrones similares para
los cariotipos delas dos poblaciones y las bandas C confirmaron la posicién del
centromero demostrando quelos tres pares cromosémicos son metacéntricos Yo
.que el cromosoma X presenta una claray conspicua banda intercalar hetero-
cromética en su brazo g, lo cual representa un marcador sexual ausente en el
- cromosoma Y. Los patrones electroforéticos de las proteinas solubles mostraron. -
el mismo nimero de bandas en las dos poblaciones de Aedes aegypti, pero el
--contenido promedlo de proteina por banda fue diferente. Esto parece sugerir
que'se trata de respuestas adaptatlvas a las d]ferenmas amblentales de las dos
. locahdades : g

(1) Trabajo presentado en el VII Congreso Latinoamericano de Genética. Bogot4, 1985.
(2) Profesor, Universidad Javeriana, Facultad de Ciencias, Departamento de Biologiz, Bogot4.
(3) Investigador, Instituto Nacional de Salud, Bogot4.
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~ ABSTRACT

Two populations of Aedes aegypti from Sahagun (Cordoba) and Anapoima
~(Cundinamarca) were compared on the basis of their cytogenetic characteris-
..tics and their protein phenotypes. The diploid chromosome number for the

¢ species 2n = 6 was confirmed. There were no significant dlfferences for the

'standard measurements of the chromosomes in the air-dried preparatlons -but
when using squash techniques, they showed significant differences for the
. chromosome length. However, the relative length and the absolute average
- lengths were similar in the two populations with both procedures. These data
. support the idea that these types of values reduce the effects of technical

' - manipulations. G and R banding showed similar patterns for the karyotypes of
~-the two populations, and the Cbands confirmed the position of the centromere.

- The three chromosome pairs are metacentric, and the X chromosome showed &
“"clear and distinct heterochromatic band in the g arm as a sex marker which is
“absent in the ¥ chromosome. Electrophoretic patterns of soluble proteins sho-

wed the same number of bands for both populations of Aedes aegyptibut the
“»average content of protein per band was different. This may suggest adaptative
responses to the environmental differences in the two geographical places.

Palabras clave: Cromosomas de insectos - dengue-fenotipos proteicos.
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INTRODUCCION

Aedes aegypties un mosquito doméstico, principal vector de la fiebre amarilla,
del dengue y potencial transmisor de otras enfermedades humanas (6, 16).
Desde 1971 se vienen presentando en el pais epidemias de dengue ocasionadas
por virus tipo II, més tarde hicieron su aparicion los tipos I y I y mas reciente-
mente el IV, todos transmitidos por Aedes aegypti el tinico vector conocido de
dengue en las Américas.

Aedes aegyptiestd distribuido alrededor del mundo en los trépicos y subtré-
picos, entre los 35 grados de latitud norte y 35 de latitud sur (13). En Colombia se
encuentra ampliamente distribuido, desde la costa atldntica hasta la frontera
con el Ecuador y desde la costa pacifica hasta los llanos orientales. Se le
encuentra desde el nivel del mar hasta 2200 metros de altura (22) tanto en
centros urbanos como en zonas rurales. Dentro de esta amplitud de distribucién
se presentan hdbitats muy diversos, que pueden resultar en variaciones en el
ciclo de vida, y en el comportamiento o tolerancia a condiciones climaticas
diferentes (13).

Debido a su gran importancia como especie vectora de la fiebre amarilla y
otras enfermedades, es importante realizar estudios citogenéticos que sirvan
como base para comprender su extensay compleja variacién desde el punto de
vista morfologico, fisiolgico genético y de comportamiento. El dramaético
desarrollo de la resistencia a insecticidas en todo el mundo y la inequivoca
correlaciéon genética que ello representa, han creado la necesidad de intensificar
la investigacién acerca de la citogenética de dicho mosquito. De acuerdo con
Knight y Stone (10), existen aproximadamente 2960 especies de mosquitos y
solo para 103 han sido descritos los cariotipos (9). Carter en 1918, a partir de
preparaciones de génadas, fue el primero en reportar la existencia de cuatro
cromosomas como complemento diploide 2n = 4 para Aedes aegypti, pero
Sutton en 1942, alestudiar tejido de gldndula salival, sefial6 un complemento
cromosémico diploide 2n = 6, el cual fue cofirmado por Aldighieri (1) en 1961,
por Raiy Craig (17) y por Breland y Gassner (3) en el mismo afio, al estudiar
células de cerebro de larvas de tltimo estadio.

Las poblaciones de Aedes aegyptimateria de este estudio corresponden a las
localidades colombianas de Sahagiin (Cérdoba) y Anapoima (Cundinamarca)
las cuales tienen diferentes condiciones de clima y altura sobre el nivel del mar.

SAHAGUN: estd localizada en el Departamento de Cérdoba a una altura de
82 metros sobre el nivel del mar, con valores promedio de 28 grados centigrados,
humedad relativa del 82% y una precipitacién anual de 1918.5 mm.
!

ANAPOIMA: es una poblacién del Departamento de Cundinamarca, a una
altitud de 700 metros sobre el nivel del mar, con una temperatura promedio




14 REV. FAC. CIEN. UNIV. JAV.VOL. 1, N® 1, 1987

anual de 25 grados centigrados, un promedio de humedad relativa del 75% y una
precipitacién anual de 1444.7 mm.

En el presente trabajo se compara analiticamente la morfologia y mediciones
de los cromosomas y los patrones electroforéticos de las proteinas solubles en
mosquitos de estas dos poblaciones colombianas.

MATERIALES Y METODOS

Los estudios cromosémicos se realizaron utilizando larvas de Aedes aegyptiL. de
Sahagin (Cérdoba) y Anapoima (Cundinamarca) en IV estadio, el cual se
caracteriza por la presencia del sifén completamente quitinizado. Para las
determinaciones electroforéticas se trabajé con pupas de la misma especie
procedentes delas dos localidades, suministradas porla Organizacién Paname-
ricana de la Salud (OPS).

Recoleccion y mantenimiento de larvas:

Laslarvas fueron colectadas en tanques, toneles y llantas con agua. Se utilizaron
goteros y nasas. Las larvas fueron llevadas al insectario, mantenidas en agua de
grifo enbandejasy alimentadas con levadura ocasionalmente esparcida sobrela
superficie del agua en los dos primeros estadios y con galleta de raton en los
altimos.

Preparacion de cariotipos:
a) Micropreparados individuales por presién:

Se extrajeron los cerebros de larvas colchicinadas con una solucién al 0.1%,
durante 1-2 horas y después de 5-8 minutos de fijacién con solucién de Carnoy
(metanol: acético, 3:1) se les aplicé el cubreobjetos haciendo presién con el dedo
pulgar sobre lalaminilla. Cada lamina con la preparacién correspondiente auna
larva, fue colocada en hielo seco por 20 minutos. Una vez desprendida la
laminilla se colored con Giemsa al 2%y se hizo montaje permanente en Euparal.

b) Procedimiento de secado al aire para muestras poblacionales:

De 30 larvas de sexo conocido se extrajeron los cerebros, los cuales fueron
colocados en una solucién hipoténica de KC1 al0.075 M por 20 minutos. Luego el
cloruro de potasio fue reemplazado por fijador de Carnoy recién preparado, en
tres cambios sucesivos realizados mediante centrifugacién a 800 rpm durante
10 minutos cada vez. Se resuspendié el sedimento en 1 ml de fijador, se prepara-
ron los extendidos celulares y se dejaron secar al aire. La coloracién se hizo por
el procedimiento de rutina con solucién de Giemsa al 2%, para su posterior
andlisis citogenético.
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c) Analisis comparativo de los cariotipos:

Se realiz6 un andlisis estadistico comparativo de las medidas estdndar de los
cromosomas de las larvas de las dos poblaciones. Se analizaron las metafases
correspondientesy se seleccionaron de 20-25 en cada caso teniendo en cuentala
.calidad de las preparaciones. Se efectuaron mediciones de longitud total (LT) que
incluye el valor de p + g, largo relativo (LR) dato que se obtuvo dividiendo el
valor de longitud de cada cromosoma por la longitud total del genoma; el indice
centromérico (IC) obtenido por la relacién p / L Tel indice o relacién de brazo

q/ p; el valor absoluto promedio de longitud (VAPL) segin el cualla longitud de
cada cromosoma se divide por la longitud del méas pequefio del genoma (15),
obteniéndose asi un valor relativo y proporcional que elimina los efectos de la
manipulacién técnica y las diferencias en el estado de condensacién de los
cromosomas en las diferentes metafases.

d) Técnicas de bandeamiento:

Se utiliz6 la técnica de bandas C de Motara (12) para la localizacion del centro-
mero y otras zonas heterocrométicas. Las técnicas de bandas G de Seabright
(18) adaptada por Steiniger y Mukherjee (19) y de bandas R de Camargo y
Cervenka (4) se utilizaron para la localizacién y comprobacion de los patrones
de bandas en los cromosomas.

Electroforesis de proteinas:
a) Preparacion de electroforegramas:

Para cada muestra se utilizaron 15 pupas de sexo conocido, las cuales fueron
maceradas en unasolucién que contenia 19 ul de EDTA y 50 ul de solucién salina
buferizada (PBS). Esta preparacién fue centrifugada a 3000 rpm en condiciones
de refrigeracion. Para la determinacién de proteinas solubles se utiliz6 el sobre-
nadante. Empleando electroforesis de disco de acuerdo con latécnica de Davisy
Ornstein (7) se corrieron muestras de 50 41 en geles de poliacrilamida, con una
intensidad de 5 miliamperios por gel durante 5 horas a temperatura ambiente.
Luego se colorearon durante dos horas con negro de Suddn yla decoloracién se
hizo con una mezcla de alcohol, dcido acético y agua en una proporcion de
© 63:70:30.

b) Determinacioén de bandas y concentracioén de proteina:

El nimero de bandas y el porcentaje de proteina fueron determinados en un
densitometro Gelman Modelo DC-16’a 600 nm. La movilidad relativa se caleul6
comparando la distancia recorrida por la muestra, con la distancia recorrida
por el indicador.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El nimero diploide 2n = 6 en Aedes aegypti en la poblacién de Sahagin (Coér-
doba) y Anapoima (Cundinamarca) coincide con el reportado por Sutton (20),
Raiy Craig (17) y Breland y Gassner (3). El nimero fundamental de los carioti-
pos de la especie en ambas poblaciones es de 12. (Figs. 1-2).

Figura 1. Cromosomas mitoticos de Figura 2. Cromosomas mitoticos de
Aedes aegypti. Giemsa. Poblacién: Ana- Aedes aegypti. Giemsa. Poblacién: Saha-
poima hembra. gun macho.

. El estudio estadistico de los datos morfométricos de los cromosomas en 10s
cariotipos de Aedes aegypti verificado mediante el test dy el test de Student,
muestra que el valor absoluto promedio de la longitud (VAPL) de los cromoso-
mas no presenta diferencias significativas entre las dos poblaciones con las dos
técnicas utilizadas para la preparacién de los cromosomas. (Tablas 1-4).

Tabla 1

PROMEDIO DE LAS MEDICIONES CROMOSOMICAS DE Aedes aegypti
METODO DE PREPARACIONES
INDIVIDUALES POR PRESION DIGITAL

Poblacién Sahagin
r
P q LT LR qa/p p/q IC VAPL
Cromosoma 1 | 0.71 0.71 1.53 0.27 1 1 0.46 1
Cromosoma 2 | 1.0 1.0 2.1 0.37 1 1 047 1.37

Cromosoma 3 | 0.84 0.94 1.89 0.33 1.12 0.87 043 1.26
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Poblacién Anapoima

Cromosomal | 0.63 0.63 1.35 0.27 1 1 046 1
Cromosoma 2 | 0.88 | 088 | 186 | 037 1 1 | 047 | 136
Cromosoma 3 | 072 | 082 | 165 | 033 | 114 | 087 | 043 | 121

Brazo corto

Brazo largo

Longitud total

Longitud relativa

Relacion de brazos

Indice centromérico

Valor absoluto promedio de longitud

LI O I T T

S5TE5e
)

Tabla 2

PROMEDIO DE LAS MEDICIONES CROMOSOMICAS DE Aedes aegypti
PROCEDIMIENTO DE SECADO AL AIRE

Poblacién Sahagtn
r
P q LT LR q/p p/q 1c VAPL
Cromosoma 1l | 0.69 0.69 1.53 0.27 1 1 0.46 1
Cromosoma 1 | 0.97 0.97 2.05 037 | 1 1 0.46 1.20

Cromosoma 3 | 0.85 0.96 1.81 0.33 112 0.88 | .046 1.20

Poblacion Anapoima

Cromosomal | 0.73 | 073 | 156 | 027 1 1 | 046 1

Cromosoma 2 | 1.01 1.01 2.11 0.37 1 1 047 137
| cromosoma 3 | 0.88 0.97 1.85 0.33 1.08 0.90 047 1.19

P = Brazo corto

q = Brazo largo

LT =  Longitud total

LR =  Longitud relativa

r =  Relacién de brazos

IC = Indice centromérico

VAPL =  Valor absoluto promedio de longitud
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Tabla 3

VALORES ABSOLUTOS PROMEDIOS DE LONGITUD DE Aedes aegypti
METODO DE PRESION DIGITAL

Poblacién Sahagin
X S s N
Cromosoma 1 1 0 0 19
Cromosoma 2 1.378 0,100 0.0100 19
Cromosoma 3 1.2508 0,15 0,024 19

Poblacién Anapoima

X ' S S2 N
Cromosoma 1 1 0 0 20
Cromosoma 2 1.3695 0,109 0,011 20
Cromosoma 3 1.2135 0,111 0,012 20
X = Media
S =  Desviacion Standard
s =  Varianza
n =  Niimero de metafeses

Tabla 4

VALORES ABSOLUTOS PROMEDIOS DE LONGITUD DE Aedes aegypti
PROCEDIMIENTO DE SECADO AL AIRE

Poblacién Sahagin

X S S n
Cromosoma 1 1 0 0 26
Cromosoma 2 1.3635 0.10 0.036 20
Cromosoma 3 1.200 0.13 0.018 20

Poblacién Anapoima

X S S2 n
Cromosoma 1 - 1 0 0 20
Cromosoma 2 1.376 0.1629 0.026 20
Cromosoma 3 1.198 0.13 0.017 20

X =  Media
S
SZ
n =  Nidmero de metafases

i

Desviacion standard
Varianza
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En la mayoria de las preparaciones mitéticas de cerebro, se observaron tres
“bivalentes somadticos” por pareamiento de los cromosomas, lo cual es relativa-
mente comin en Diptera, pero en los Culicini se considera casi excepcional por
la fuerte y estable asociacién de los cromosomas homdlogos (Carter, 1918).

Para conservar lanomenclatura propuesta por Newton et alen 1974, el par 1

que es el mas pequefio del genoma, corresponde al par sexual, es metacéntrico e

incluye los cromosomas X y ¥, (14) los cuales aunque morfolégicamente son

-similares pueden ser distinguibles mediante la técnica de bandas C. El cromo-

soma X presenta una caracteristica banda heterocromatica intercalar que estd

ausente en el cromosoma Y. Este dato concuerda con lo reportado por Bhallay
Craig (2) y Hitchen (8). (Figs. 3-4). '

o

Figura 3. Bandas ¢ de cromosomas de Figui'a. 4, Bandas ¢ de cromosomas de
Aedes degyptimacho. Poblaciones: Saha-  Aedes degyti hembra. Poblaciones: Saha-
gun y Anapoima. gun y Anapoima.

Para la clasificacién de los cromosomas se utilizaron los valores propuestos
por Zimmerman (22), Levan (11) yOspina de Dulce (15), en forma comparativa.
(Tabla 5).

De acuerdo con los valores r establecidos por Levan (11) y los rangos de
indice centromérico propuestos por Ospina de Dulce (15), los cromosomas 2y 3
son clasificados como metacéntricos, pero los valores r de Zimmerman definen
al cromosoma 3 como submetacéntrico.

La proporcién relativa de las bandas centroméricas es un rasgo caracteris-
tico del cariotipo que permanece constante en las especies que han sido estu-
diadas en este género (14); este resultado se obtuvo en igual forma para las dos
poblaciones estudiadas. Los promedios de bandas encontrados mediante las
‘técnicas de bandeo Gy R en las poblaciones comparadas son similares lo cual




20 : REV. FAC. CIEN. UNIV. JAV. VOL. 1, N 1, 1987

Tabla 5

PATRONES DE CLASIFICACION DE LOS CROMOSOMAS

Autor y rango de valores utilizados
Clasificacion ,
Levan Zimmerman Ospina De Dulce
a/p a/p LC.

Metacéntrico 1,0-1,7 1 05-04
Submetacéntrico 1,7-3,0 1,1-2 04-0,3
Subtelocéntrico 3,0-70 - 0,3-0,2
Acrocéntricos 71 2,1- 0,2 - 0,05
Telocéntricos - - menos de 0,05

indica que la especie conserva las caracteristicas propias, en las poblaciones de
las dos localidades, con relacién a los aspectos estudiados. (Figs. 5-6).

Figura 5. Bandas g de cromosomas de Figura 6. Bandas r de cromosomas de
Aedes degypti. Poblaciones: Sahagun y Aedes degypti. Poblaciones: Sahagun y
Anapoima. Anapoima.

Los patrones electroforéticos de las proteinas solubles no mostraron dife-
rencias cualitativas en las dos poblaciones de pupas, machos y hembras de
Aedes aegypti puesto que ambas presentaron el mismo niimero de bandas, con
similares migraciones relativas. Sin embargo se observaron variaciones cuanti-
tativas en algunas de ellas, por ejemplo, la poblacién de Sahagin presenta mayor
concentracion relativa delasbandas 2,3, 7y8 paralosmachosydelas2,8,10y
11 para las hembras con respecto a los valores encontrados en la poblacion de
Anapoima. En esta poblacién, lasbandas 4,6y 7 de los machos ylas bandas 3, 4,
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5,y 1 de las hembras superan los valores de concentracion relativa correspon-
dientes a la poblacién de Sahagtin. (Figs. 7-11, Tablas 6-7).

Figura 7. Patrones electroforéticos de proteinas solubles
de pupas macho y hembra de Aedes degypti.

2
A 2=

-

FIGURA® TRAZO DENSITOMETRICO DE LAS BANDAS DE LOS GELES DE
MACERADO DE PUPAS DE Aedes aegypti. POBLACION SAHAGUN HEMBRA.
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FIGURA ©. TRAZO DENSI‘TOMETRICO DE LAS BANDAS DE LOS GELES DE

MACERADO DE PUPAS DE Aedes aegipti. POBLACION SAHAGUN MACHO.

\

=

> Ol
Py

FIGURATD TRAZO DENSITOMETRICO DE LAS BANDAS DE LOS GELES DE

MACERADO DE PUPAS DE Aedes aegypti. POBLACION ANAPOIMA HEMBRA
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FIGURAT1.TRAZO DENSITOMETRICO DE LAS BANDAS DE LOS GELES DE
MACERADO DE PUPAS DE Aedes aegypti. POBLACION ANAPOIMA MACHO

Tabla 6

Porcentajes relativos promedios de proteinas y porcentajes
de movilidades relativas promedios de pupas machos de Aedes aegypti
en las poblaciones de Sahagtin y Anapoima

Banda Poblacién Sahagiin Poblacién Anapoima
%R.P. % M.R. %R.P. % M.R.
Banda 1 36,35 13 36,6 13,1
Banda 2 6,12 27,6 3,67 26,8
Banda 3 : 9,04 42,6 5,5 . 42
Banda 4 9,37 50 10,88 50,8
Banda 5 9,58 591 9,22 58,8
Banda 6 5,37 67,6 8,67 67
Banda 7 3,69 76,8 6,45 76,8
Banda 8 7,2 81,5 5,52 81,6
Banda 9 2,12 85,8 2,14 86,5
Banda 10 3,07 93,8 3,46 94,8
~Banda 11 8,19 98 7,99 98

% R.P. = Porcentgje relativo promedio de proteinas
% M.R. = Porcentaje de movilidades relativas promedio
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Tabla 7

Porcentajes relativos promedio de proteinas y porcentajes
de movilidades relativas promedio de pupas hembras de Aedes aegypti
en las poblaciones de Sahag@in y Anapoima

Banda Poblacién Sahagin Poblacién Anapoima
% R.P. % M.R. % R.P. % M.R.
Banda 1 3625 12,9 38,28 12,8
Banda 2 5,59 26,7 3,68 26,9
Banda 3 6,18 42,4 9,72 424
Banda 4 6,86 49,3 7,56 50,2
Banda 5 8,73 584 9,56 59,2
Banda 6 5,98 67,2 5,29 67,4
Bnada 7 4,09 77,2 ' 4,65 77,3
Banda 8 8,29 31,9 745 81,5
Banda 9 2,39 86,5 2,66 87
Banda 10 4,98 94,8 3,66 94,7
Banda 11 10,66 98 7,69 98

% R.P. = Porcentaje relativo promedio de proteiras
% M.R. = Porcentaje de movilidades relativas promedio

CONCLUSIONES

La comparacién realizada entre las poblaciones de Aedes aegypti de Sahagin y
Anapoima permiten establecer las siguientes conclusiones:

Las caracteristicas generales del cariotipo de la especie en las dos poblacio-
nes comparadas, no presenta diferencias detectables en cuanto al niimero
fundamental y posicién del centrémero.

Al comparar, mediante el test dy el test de Student, los datos obtenidos en
relacién con las mediciones de los cromosomas en las dos poblaciones, con un
limite de confianza del 95% no se encontraron diferencias significativas en el
valor absoluto promedio de longitud (VAPL) obtenido con las técnicas utili-
zadas. '

Latécnica de bandas C ademds de identificar las regiones centroméricas de
los cromosomas de la especie, facilita la determinacién cromosémica del sexo,
mediante nitidas bandas intercalares en las constricciones secundarias locali-
zadas en el brazo g del cromosoma 1, el cual contiene los loci del sexo.



BELLO, F.: COMPARACION CITOGENETICA 25

El patrén de bandeamiento establecido mediante las técnicas bandas Gy R
sefiala promedios iguales en niimero de bandas paralos cromosomas de las dos
poblaciones. :

Los patrones electroforéticos de las proteinas solubles de macerados de
pupas en las poblaciones comparadas, no presentaron diferencias cualitativas,
pero se observaron aparentes variaciones cuantitativas en los porcentajes rela-
tivos de algunas proteinas en las dos poblaciones tanto en machos como en
hembras. Estas diferencias se pueden interpretar como una respuesta adapta-
tiva de la especie a las condiciones geogrificas y ambientales diferentes, sin que
pueda por ello suponerse modificacién de sus condiciones de vector.
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