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RESUMEN

Con el objetivo de establecer la variabilidad genética de Aedes aegypti determinada por el análisis del gen mitocondrial 
ND4, se analizaron 51 especímenes de Ae. aegypti en once regiones endémicas para dengue en el Perú. La variabilidad 
genética se determinó mediante la amplificación y secuenciación de un fragmento de 336 pares de bases del gen 
mitocondrial ND4. El análisis de filogenia intraespecífica se realizó con el programa Network Ver. 4.6.10; y el análisis 
filogenético, con el método de distancia Neighbor Joining. Se identificó la presencia de cinco haplotipos de Ae. aegypti 
agrupados en dos linajes: el primero agrupa a los haplotipos 1, 3 y 5 y el segundo agrupa los haplotipos 2 y 4, se muestra 
además la distribución geográfica de cada uno de los haplotipos encontrados. Se concluye que esta variabilidad se 
debe tanto a la migración activa de este vector como a la migración pasiva mediada por la actividad humana. 

Palabras clave: Aedes; Haplotipos; Linaje; ADN Mitocondrial; Perú (fuente: DeCS BIREME).

GENETIC VARIABILITY OF Aedes aegypti DETERMINED BY 
MITOCHONDRIAL GENE ND4 ANALYSIS IN ELEVEN ENDEMIC AREAS 

FOR DENGUE IN PERU

ABSTRACT

In order to establish the genetic variability of Aedes aegypti determined by the analysis of the MT-ND4 gene, in eleven 
endemic regions for dengue in Peru, 51 samples of Ae. Aegypti were tested. The genetic variability was determined 
through the amplification and sequencing of a fragment of 336 base-pairs of MT ND4, the analysis of intra-specific 
phylogeny was conducted with the Network Ver. 4.6.10 program; and the phylogenetic analysis, with the Neighbor 
Joining distance method. The presence of five haplotypes of Ae. Aegypti grouped in two lineages was identified: the first 
one includes haplotypes 1, 3 and 5, and the second one comprises haplotypes 2 and 4. The geographic distribution of 
each of the haplotypes found is also shown. It is concluded that this variability is caused by the active migration of this 
vector and the human activity-mediated passive migration.

Key words: Aedes; Haplotypes; Pedigree; DNA, Mitochondrial; Peru (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

El Aedes aegypti es el vector de los cuatro serotipos 
del virus de dengue (DENV), se encuentra en casi 
100 países tropicales y se calcula que 2,5 billones de 
personas habitan en áreas donde existe el riesgo de 
transmisión de la epidemia (1). Es considerado como 

uno de los vectores más eficientes en la transmisión del 
dengue debido a que es altamente antropofílico (2). 

En el Perú, el Aedes aegypti fue detectado por primera 
vez en el año 1852, habría ingresado por la frontera norte 
desde la región de Guayaquil (Ecuador), extendiéndose 
progresivamente a lo largo de la costa del Perú (3). 
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En 1938, los resultados de una encuesta nacional 
mostraron que 11 de los 24 departamentos del Perú 
estaban infestados con Aedes aegypti (4), anunciándose 
su erradicación para 1958, como resultado de la intensa 
campaña de control ejecutada por el Ministerio de Salud 
del Perú, con el apoyo de la Organización Panamericana 
de la Salud (5). Sin embargo, una reinfestación de Aedes 
aegypti fue detectada en Loreto en 1984, a partir de la 
cual se expandió a varios departamentos del Perú. En el 
2001 se informó de su presencia en la ciudad de Lima (6) 
y esta se asoció, en 2005, a una epidemia de dengue en 
el distrito de Comas (7). En el 2012, la Dirección General 
de Epidemiologia del Perú informó que el Aedes aegypti 
estaba presente en 17 departamentos del Perú y que el 
DENV circulaba en 15 de ellos (8).

La amplia distribución de este vector en el territorio 
peruano, sumado a las graves repercusiones que traen 
las epidemias de dengue, hacen necesario el desarrollo y 
la elaboración de estrategias de control. Estudios previos 
señalan que el conocimiento de la variabilidad genética de 
este vector puede contribuir en el diseño de estrategias 
de control vectorial (9). 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 núcleo, es abundante, 
tiene una mayor tasa de evolución, posee una gran 
variación intraespecífica y es de herencia uniparenteral (10). 
Entre los genes mitocondriales, el gen de la nicotinamida 
adenín dinucleótido subunidad 4 (ND4) ha demostrado ser 
un excelente marcador para el análisis de la estructura 
genética de la población y eventos de colonización de 
Aedes aegypti (11). El estudio de las variaciones del gen 
ND4 permite determinar los haplotipos de Aedes aegypti 
existentes en diferentes áreas geográficas, con lo cual se 
podría además tomar medidas específicas. El objetivo del 
presente estudio fue establecer la variabilidad genética 
de Aedes aegypti mediante el gen mitocondrial ND4 en 
algunas áreas endémicas para dengue de Perú.

EL ESTUDIO

Se realizó un estudio transversal, para el cual se incluyeron 
49 especímenes de Aedes aegypti (larvas o adultos) 
seleccionados de manera aleatoria entre el 2006 y el 
2013 colectados de once regiones del Perú endémicas 
para dengue, y que cuentan además con un sistema 
de vigilancia entomológica: Amazonas (Bagua); Cusco 
(Quillabamba y Camanti); Loreto (Iquitos); Cajamarca 
(Jaén); Lima (Comas y Jicamarca); Madre de Dios (Puerto 
Maldonado); Piura (Sullana y Castilla); Ucayali (Pucallpa); 
San Martin (Tarapoto); La Libertad (Trujillo), y Tumbes (La 

Cruz y Villa Primavera), donde previamente se reportó tanto 
la presencia de Aedes aegypti así como casos de dengue. 
Los especímenes de Aedes aegypti fueron capturados en 
el área urbana, intradomiciliaria y conservados en alcohol 
de 70° para ser transportados al Instituto Nacional de Salud 
(Anexo 1). Además de estos especímenes se incluyeron 
en el análisis doce secuencias previamente reportadas en 
el GenBank, las cuales fueron utilizadas como patrones de 
comparación con las secuencias halladas en el presente 
estudio (9). (Tabla 1).

AISLAMIENTO DEL ADN TOTAL DE Aedes aegypti

El aislamiento de ADN se realizó empleando membranas 
de sílice (DNeasy Blood & Tissue Kit®, Qiagen, Hilden, 
Germany), protocolo diseñado para la purificación del 
ADN total de insectos de más de 50 mg de peso (12).

AMPLIFICACIÓN DEL FRAGMENTO DEL GEN 
MITOCONDRIAL ND4 DE Aedes aegypti

Un fragmento de 377 pares de bases del gen mitocondrial 
ND4 de Ae. aegypti fue amplificado mediante PCR, el 
volumen de la reacción fue de 25 µL, con una concentración 
final de Buffer PCR 1x (Invitrogen), MgCl2 3 mM 
(Invitrogen), mix de dNTPs 400 µM (Applied Biosystems), 
0,4 µM de cada primer reportado previamente(9), 1 U/ µL de 
Taq Polimerasa (Invitrogen) y 2 µL de la muestra de ADN.

La PCR fue realizada con un ciclo inicial a 94 °C por 2 min; 
40 ciclos a 94 °C por 1 min; 62 °C por 30 s y      72 °C por 
1 min; la extensión final fue de 72 °C por 7 min; 10 µL del 
producto de amplificación fue sometido a electroforesis 
horizontal en gel de agarosa al 1,5% con 2 µL del buffer 
loading 6x en buffer TAE 1x a 110v por 60 min. El gel fue 
teñido con 0,5 µg/mL de bromuro de etidio por 10 min y 

Tabla 1. Lista de secuencias de Aedes aegypti y Aedes 
albopictus que contaban con un depósito previo en los 
bancos genéticos.

Especie Origen
geográfico Año Fuente de 

secuencia
N.° de 

accesión
Ae. aegypti Brasil 2001 Genbank DQ176833.2

Ae. aegypti Perú:
Lima/Loreto 2002/2003 Genbank DQ176842.2

Ae. aegypti Perú: Piura 2002 Genbank DQ176841.2
Ae. aegypti Perú: Piura 2002 Genbank DQ176828.2
Ae. aegypti Brasil 2001 Genbank DQ176829.2
Ae. aegypti Brasil 2001 Genbank DQ176831.2
Ae. aegypti Brasil 2001 Genbank DQ176834.2
Ae. aegypti Brasil 2001 Genbank DQ176835.2
Ae. aegypti Brasil 2001 Genbank DQ176839.2
Ae. aegypti Brasil 2001 Genbank DQ176840.2
Ae. aegypti Brasil 2001 Genbank DQ176846.2
Ae. albopictus Brasil 2001 Genbank EF153761.1
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visualizado en un transiluminador de luz UV. Finalmente, 
se documentaron las imágenes con fotodocumentador de 
geles BioRad modelo ChemiDoc XRS+. 
 
SECUENCIACIÓN DEL FRAGMENTO DEL GEN 
MITOCONDRIAL ND4 DE Aedes aegypti

Los productos de PCR fueron purificados mediante la 
utilización del QIAquick PCR Purification Kit® (Qiagen, 
Hilden, Germany) (13). La secuenciación de los fragmen-
tos amplificados se llevó a cabo utilizando el kit BigDye® 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. El volumen final 
de la reacción fue de 15 µL conteniendo 4 µL de RR 100 
BigDye; 2 µL de buffer 5X BygDye; 5 µL agua grado mo-
lecular; 2 µL del primer 2 mM y 2 µL de producto de PCR 
purificado. El termociclador se programó para un paso de 
desnaturalización inicial de 94 °C por 3 min; seguido por 
25 ciclos de 96 °C por 10 s; 50 °C por 5 s y 60 °C por 4 
min. Los productos de secuenciación fueron purificados 
según especificaciones técnicas del Kit Centri Sep (Prin-
ceton Separations) (14), utilizándose luego el secuenciador 
3500xL (Applied Biosystems). Las secuencias consenso 
se obtuvieron a través del análisis de las secuencias sen-
tido y antisentido de cada fragmento de PCR obteniéndo-
se secuencias de 336 pb, mediante el uso del programa 
BioEdit ver. 7.0.9.0 y el software SeqMan II (Dnastar Inc).

ANÁLISIS DE SECUENCIAS

Las secuencias fueron alineadas con el programa 
CLUSTAL X ver. 2.1, junto con otras secuencias 
previamente reportadas en el GenBank que corresponde 
a Brasil y Perú, además de una secuencia de Aedes 
albopictus, obtenida por Costa, et al., 2006 (15) que se 
utilizó como grupo externo . Para hallar los valores de 
diversidad genética (H) y nucleotídica (Pi) se utilizó el 
programa DNAsp ver. 5.10.01. El análisis filogenético 
de los haplotipos encontrados se realizó mediante la 
utilización del programa MEGA ver. 5, con el algoritmo de 
Neighbor Joining (NJ), se hizo mediante la construcción 
de un árbol con un bootstrap de 1000 autoréplicas, 
utilizando como grupo externo a Aedes albopictus (16). 
El análisis de filogenia intraespecífica utilizando redes 
de haplotipos fue realizado con el programa Network 
ver. 4.6.1.0 con el algoritmo Median joining. 

HALLAZGOS 

Se obtuvieron 49 secuencias del gen ND4, cada una 
de 336 pb, con 321 sitios conservados, 15 posiciones 
variables, todas de carácter informativo y mutaciones 
sinónimas. Al analizar las secuencias encontradas para 
Perú se encontraron cinco haplotipos, en la Figura 1 se 
muestra la distribución de cada uno de ellos en relación 
a los puntos en los que fueron colectados.

El análisis filogenético de los haplotipos determinó que 
ellos se encuentran agrupados en dos linajes. El primer 
linaje incluyó a los haplotipos 1, 3 y 5, el haplotipo 1 
estuvo separado por tres mutaciones del haplotipo 3 y 
el haplotipo 5 estuvo separado del haplotipo 3 por una 
mutación. El segundo linaje, separado del primero por 
nueve mutaciones, incluyó los haplotipos 2 y 4; el haplotipo 
2 estuvo separado del haplotipo 4 por tres mutaciones 
(Figura 2, Anexo 2).

Figura 1. Puntos de colecta de Aedes aegypti y su relación 
según los haplotipos encontrados mediante el análisis del gen 
mitocondrial ND4 en once áreas endémicas para dengue en el 
Perú, 2012
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Figura 2. Relaciones filogenéticas entre los haplotipos de 
Aedes aegypti de Perú

Nota: se muestran los valores de bootstrap mayores a 60%. 
Árbol obtenido en MEGA utilizando las distancias calculadas con el 
modelo TN93: Tamura Nei y el algoritmo de Neighbor Joining. 
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DISCUSIÓN

El hallazgo de cinco haplotipos agrupados en dos 
linajes y distribuidos en once regiones del Perú descrito 
en el presente estudio, coincide con estudios previos 
que informan de la presencia de tres haplotipos, dos 
de ellos en la región Piura, y uno presente en Lima y 
Loreto (Iquitos) (17). De igual manera, otro estudio en 
el 2005 señaló que la variabilidad genética de Aedes 
aegypti en América era 0,82; y el valor de diversidad 
nucleotídica, 0,02 (9). Por su parte, la presencia en 
Perú de dos linajes de Aedes aegypti, concuerdan con 
estudios previos que dividen a la población de Aedes 
aegypti en dos grandes grupos, la variante costera 
y la variante sierra-selva (18,19). La existencia de estos 
dos linajes estaría explicada por los resultados de otra 
investigación que señaló la introducción de, al menos, 
dos linajes genéticos de Aedes aegypti al Perú (17); a ello 
se suma la investigación de Bracco, et al. quienes señalan 
la presencia de solo dos linajes genéticos de Aedes 
aegypti en todo el continente americano (9). La diferencia 
encontrada entra ambos linajes en nueve mutaciones, 
es similar a un estudio que indicó la existencia de tres 
haplotipos, el primero de ellos presente en Lima e 
Iquitos, que distaba de un haplotipo presente en Piura 
por cuatro mutaciones, y de un tercer haplotipo (también 
en Piura) en diez mutaciones (17).

La variabilidad genética de Aedes aegypti en las 
regiones geográficas de Perú se debería a la migración 
activa que realiza la hembra del Aedes aegypti en 
busca de donde poner los huevos (2); sin embargo, este 
tipo de migración presenta restricciones geográficas y 
climáticas. Entonces, la variabilidad genética de Aedes 
aegypti también estaría explicada por una migración 
pasiva o forzada mediada por la actividad del ser 
humano, expresada en su actividades comerciales y 
en los sistemas de trasporte. Este tipo de migración, 
adicionalmente, explicaría la existencia de un mismo 
haplotipo en regiones geográficas marcadamente 
distantes, como los casos de Lima e Iquitos. Lugares en 
los cuales estudios previos también han señalado que 
comparten un mismo haplotipo (17).

Estudios previos han señalado la existencia en Perú 
de dos variantes de Aedes aegypti, la variante costera 
y la variante sierra-selva, separadas por la cordillera 
de los Andes, afirmando que esta serviría como una 
barrera natural que evitaría la dispersión de este vector. 
Nuestros resultados muestran que esta barrera natural 
ha sido vulnerada, pues se ha encontrado un mismo 
haplotipo a ambos lados de la cordillera. Este hecho, 
como se explicó líneas arriba, se debería a la migración 
pasiva del vector mediada por la actividad humana. 
En consecuencia, no podemos usar, para agrupar 

los haplotipos encontrados, las denominaciones de 
variantes costera y de sierra-selva (17,19,20).

Si bien el gen mitocondrial es utilizado para el análisis 
intraespecífico de Aedes aegypti, recientemente se ha 
reportado en esta especie la presencia de pseudocopias 
nucleares (NUMT) que pueden alterar la divergencia inferi-
da si son indistintamente analizados como copias mitocon-
driales (20). En tal sentido, será de gran utilidad utilizar en 
futuros estudios, marcadores nucleares, además del mar-
cador mitocondrial para discriminar la posibilidad de NUMT

La principal limitación de nuestro estudio radicó en que 
el tiempo empleado para la colecta de especímenes 
fue demasiado amplio (2006-2012), con lo cual 
existe la posibilidad que la variabilidad en las zonas 
geográficas haya sufrido modificaciones. A pesar de ello, 
consideramos que nuestro estudio constituye un aporte 
en el desarrollo de líneas de investigación destinadas a 
evaluar la interacción o asociación del Aedes aegypti con 
los serotipos de dengue circulantes, con la resistencia de 
este vector a insecticidas, y con sus niveles de dispersión. 
Para así contribuir con el desarrollo de medidas de 
intervención para la prevención y control del dengue.

En conclusión, se han descrito cinco haplotipos de 
Aedes aegypti, agrupados en dos linajes, en once zonas 
endémicas de dengue en el Perú. Esta variabilidad se 
explicaría tanto por la migración activa del vector como 
por su migración pasiva, mediada por la actividad 
humana. De igual manera, debido a la migración pasiva 
del Aedes aegypti se debe reconsiderar la clasificación 
tradicional de variantes costera y sierra-selva, ya que se 
ha encontrado un mismo haplotipo en ambas regiones. 
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