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Resumen.  

El mosquito Aedes aegypti es considerado uno de los vectores más importantes 

por transmitir virus como el Dengue, Zika y Chikungunya. En Cabo Verde esta especie 

está presente en todas las Islas, y actualmente es considerado el vector del Dengue y Zika 

en el país. Una parte del control de estas enfermedades se centra en el uso de insecticidas. 

La aparición de mutaciones de resistencia a piretroides en Ae. aegypti ha sido 

ampliamente documentada. Estudios previos sobre Ae. aegypti de Cabo Verde han 

mostrado fenotipo resistente a la deltametrina pero se desconoce el perfil de mutaciones 

de resistencia a este piretroide. Este trabajo tiene como objetivo realizar un estudio 

preliminar del perfil de sensibilidad genética del mosquito Ae. aegypti de la Isla de 

Santiago a este piretroide, primero evaluando la variabilidad genética de los mosquitos y 

luego buscando mutaciones Kdr involucradas en la resistencia al insecticida. Para ello se 

extrajo ADN de mosquitos adultos (N= 12), capturados en el norte, centro y sur de la Isla, 

a partir del cual se amplificó, la región 5’ del gen mitocondrial citocromo c oxidasa (COI) 

y dos regiones del gen del canal de sodio en busca de las mutaciones de interés. El análisis 

del COI mostró una baja diversidad nucleotídica y divergencia entre individuos, así como 

la pertenencia de todos ellos al denominado haplogrupo II. Todo ello apuntando 

posiblemente a una colonización reciente y desde un solo lugar. Individuos de distintas 

zonas de la isla compartieron un mismo haplotipo lo que indica además una escasa 

diferenciación entre las muestras de diferentes localidades. En cuanto a la resistencia a 

deltametrina, no hemos detectado ninguna de las mutaciones en el gen VGSC 

normalmente relacionadas con esta resistencia (S989P, V1016G y F1534C). Sin embargo, 

esto no descarta la presencia en ellos de otras mutaciones en éste u otros genes que 

explicaran la resistencia encontrada en esta población de mosquitos. 

 

Palabras Claves: Ae. aegypti, Cabo Verde, gen COI, mutaciones Kdr, piretroides, 

deltametrina. 
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Abstract. 

The Aedes aegypti mosquito is considered one of the most important vectors for 

transmitting the Dengue, Zika and Chikungunya virus. In Cape Verde this species is 

present in all the Islands and is currently considered the vector of dengue and zika in the 

country. A part of the control of these diseases focuses on the use of insecticides. The 

emergence of resistance mutations to pyrethroids in Ae. aegypti has been widely 

documented. Previous studies on Cape Verde Ae. aegypti have shown deltamethrin 

resistant phenotype but the profile of mutations resistant to this pyrethroid is unknown. 

The aim of this work is to carry out a preliminary study of the genetic sensitivity profile 

of the Ae. aegypti of the Santiago Island to this pyrethroid, first, evaluating the genetic 

variability of mosquitoes and then, looking for mutations Kdr involved in resistance to 

this insecticide. For this, DNA was extracted from adult mosquitoes (N = 12), captured 

in the north, center and south of the Island, from which the 5' region of mitochondrial 

cytochrome c oxidase (COI) gene and two regions of sodium channel gene were amplified 

to search the mutations of interest. The analysis of the COI gene showed a low 

nucleotidique diversity and divergence among individuals, as well as all of them belonged 

to the haplogroup II. All this possibly pointing to a possible recent colonization and from 

one place. Individuals from different areas of the island shared the same haplotype, which 

also indicates a scarce differentiation between samples from different locations. 

Regarding deltamethrin resistance, we did not detect any of the Kdr mutations gene 

normally related to this resistance (S989P, V1016G and F1534C). However, this does not 

rule out the presence of the other mutations in this or other genes that would explain the 

resistance found in this population of mosquitoes.  

 

Keywords: Ae. aegypti, Cape Verde, COI gene, Kdr mutations, pyrethroids, 

deltamethrin. 
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1. Introducción.  

Las enfermedades transmitidas por vectores son de gran importancia en estos días 

para la salud pública a nivel mundial. De éstas son tres enfermedades las que destacan, el 

Dengue, Zika y Chikungunya, cuyo vector principal es el mosquito (Diptera: Culicidae) 

Aedes aegypti [1,2]. Entre ellas es el dengue la más importante, con un aumento vertiginoso 

de su incidencia y distribución en los últimos años, convirtiéndola en un grave problema 

de salud para 2.500 billones de personas en todo el mundo [3,4,5]. Hasta el momento no se 

dispone de una vacuna eficaz o tratamiento específico para el dengue. Por esta razón, una 

parte del control de la enfermedad se centra en la intervención sobre el vector mediante 

el uso de insecticidas de las familias de los organoclorados, organofosforados, carbamatos 

y piretroides [6,7]. Sin embargo, la resistencia a estos tipos de biocidas químicos está 

siendo un fenómeno cada vez más recurrente en los vectores, entre los que destaca Ae. 

aegypti. Esto es debido a la presencia de múltiples mutaciones puntuales en el gen del 

canal de sodio con tensión gaseosa (VGSC), comúnmente referido como mutación 

Knockdown resistence o Kdr, la insensibilidad en la enzima acetilcolinesterasa (iAChE) 

y la resistencia metabólica (alteración en la actividad de enzimas de desintoxicación) [8, 

9, 10]. De entre los insecticidas, los organofosforados y piretroides son los más destacados 

en caso de resistencias [11,12,13], siendo las mutaciones Kdr importante mecanismo de 

resistencia a los piretroides y al Dicloro-difenil-tricloroetano [14]. 

Las mutaciones Kdr en los codones V1016G/I, I1011M, S989P y F1534C, 

presentes en el segmento S6, dominios II y III (IIS6 y IIIS6), son las más comúnmente 

involucradas en la resistencia en Ae. aegypti a los piretroides: permetrina, cipermetrina y 

deltametrina [15,16,17,18,12]. La permetrina y la deltametrina son recomendados por la 

Organización Mundial de la Salud [19]. La mutación en el codón V1016G es la única que 

está involucrada en la reducción de sensibilidad a los tres piretroides, sin embargo, en 

combinación con la mutación S989P, reduce considerablemente la sensibilidad a la 

deltametrina [20,21,22,23]. Así, una alta frecuencia de los haplotipos 989P/1016G/F1534 y 

S989/V1016/1534C fueron correlacionadas con la reducción de la sensibilidad a la 

deltametrina en poblaciones de Ae. aegypti [24,25]. 

En Cabo Verde, país situado en la costa occidental africana, Ae. aegypti fue 

descrito por primera vez en São Vicente en 1931, y recientemente confirmada su 
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presencia en todas las islas [26,27]. Actualmente es considerado el único vector responsable 

de la transmisión del virus del Dengue y Zika en esta área [27, 28, 29,30].  

El estudio de la estructura genética de Ae. aegypti de una región es esencial para 

el entendimiento de su dinámica poblacional, y para el análisis de los factores 

responsables de su adaptación [31]. Sin embargo, sobre la variabilidad genética de una 

población van a actuar diversos fenómenos biológicos, como la mutación, deriva 

genética, migración, y selección natural, todos responsables de la adaptación, especiación 

y evolución de las especies [32]. Para el estudio de estos fenómenos se utilizan distintos 

tipos de marcadores moleculares, cada uno con sus ventajas e inconvenientes. De entre 

los marcadores utilizados en el estudio de Ae. aegypti, se encuentran los marcadores 

mitocondriales y en particular el gen que codifica para el citocromo c oxidasa subunidad 

I (COI) que es considerado un marcador eficiente para el estudio de la diversidad genética 

y la expansión de Ae. aegypti [33]. Uno de los factores considerados importante en el 

proceso de diferenciación genética entre poblaciones de Ae. aegypti es el uso intensivo 

de insecticidas en el control de este vector [34]. 

Tras la primera epidemia de dengue en 2009 y hasta el momento, el uso de la 

deltametrina han sido considerado la principal medida de control de adultos de Ae. aegypti 

en Cabo Verde [35]. El conocimiento sobre la resistencia a insecticidas en la población de 

Ae. aegypti de este país es escaso [35,36]. Los resultados, a partir de mosquitos capturados 

en 2012 en la isla de Santiago mostraron resistencia a temefos y deltametrina. Estos 

autores probaron en individuos susceptibles y resistentes a cipermetrina (adulticida) la 

ausencia de mutaciones Kdr (Leu982Trp, Ile1011Met, Ile1011Val, Ile1014Phe, 

Val1016Gly, Val1016Ile y Phe1534Cys), que estaban relacionadas según el autor con la 

resistencia a este tipo de biocida químico [36]. Sin embargo, estos tipos de mutaciones no 

han sido específicamente relacionadas con la resistencia a la cipermetrina, aunque sí con 

la resistencia a piretroides en general [12,37, 38]. 

Determinar la sensibilidad genética de la población de Ae. aegypti de Cabo Verde, 

a través del estudio de mutaciones Kdr involucradas en la resistencia a la deltametrina, 

sería de gran interés ante el estado actual de resistencia que presenta la población de Ae. 

aegypti de este país a este insecticida. Este tipo de herramientas genéticas potenciaría 
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acciones de control efectivas, reduciendo la posibilidad de establecimiento de la 

resistencia en el campo. 
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2. Objetivos.  

El trabajo que se presenta se trata de un estudio preliminar del perfil de 

sensibilidad genética presente en la población/es de Ae. aegypti de la isla de Santiago, 

Cabo Verde, a los piretroides utilizados en el programa de control vectorial en este 

Archipiélago. Y para ello: 

1. Se analizará la variabilidad genética de Ae. aegypti en distintas localidades de 

la Isla de Santiago (Cabo Verde) basada en el gen mitocondrial citocromo c 

oxidasa I (COI). 

 

2. Se llevará a cabo la búsqueda de mutaciones Kdr en los codones S989P, 

V1016G y F15434C, involucradas en la resistencia a deltametrina, en la 

población/es de Ae. aegypti. 
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3. Materiales y Métodos.  

3.1. Área del estudio, colecta e identificación de mosquitos (adultos). 

El Archipiélago de Cabo Verde se encuentra situado en el Atlántico (Lat: 

15.077948° Lon: -23.618570°), próximo a la costa de Senegal y constituido por 10 islas 

(Figura 1). Por su localización, su clima se caracteriza por presentar dos estaciones, una 

seca y otra lluviosa. Ésta última, transcurre entre los meses de julio y noviembre, con 

precipitaciones abundantes y con ellas la abundancia de mosquitos. Los individuos de la 

especie Ae. aegypti empleados para este estudio (12 hembras) fueron capturados durante 

esta estación y en ambientes antrópicos, tanto rurales como urbanos, de la Isla de 

Santiago. Estas capturas fueron realizadas por personal de la ULL (España) y de la UniCV 

(Cabo Verde) durante el mes de septiembre de 2012 como parte del proyecto titulado 

“Estudio medioambiental de vectores y reservorios de zoonosis en Cabo Verde” 

financiado por la Agencia Española de Cooperación Internacional para el Desarrollo 

(AECID).  

La isla de Santiago es la mayor y más poblada de las islas del archipiélago de 

Cabo Verde (≈ 54% de la población del país) y donde se localiza la capital, Praia, con 

una población de 106.348 habitantes, cerca de una cuarta parte de la población del país 

[39]. 

                                                                                                                                                                   A 

                  B 

Figura 1: A – Archipiélago de Cabo Verde, se indica la situación de la Isla de Santiago (chincheta en amarillo). 

B – Mapa de la Isla de Santiago, con el número y chincheta que indica la situación de cada localidad donde fueron 
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capturados los adultos de Ae. aegypti: 1= Ribeira das Pratas (Tarrafal), 2= Boa Entrada (Santa Catarina), 3= Agua 

de Gato (São Domingos) y 4= Praia (Praia).  (Fuente: Google Earth 2018). 

 

Los mosquitos fueron capturados en cuatro localidades, de norte a sur, Ribeira das 

Pratas (N= 1), Boa Entrada (N= 2), Lagoa (N= 2) y Praia (N= 7), y pertenecientes a los 

municipios de Tarrafal, Santa Catarina, São Domingos y Praia (Figura 1, B). La 

geolocalización de cada uno de los puntos de captura es presentada en la tabla 1 del 

Anexo. Los adultos fueron capturados mediante trampas de luz blanca tipo CDC que 

funcionaban mediante una batería de 6V Li-Ne recargable. Éstas permanecieron en el 

punto de muestreo 24 h y al día siguiente los mosquitos eran colocados en una nevera con 

contenedores de frío para su transporte. Ya en el Laboratorio de Entomología Médica de 

la ULL, ubicado en Tenerife, los mosquitos fueron identificados morfológicamente 

empleando las claves taxonómicas adaptadas por Pou-Barreto, C y Melero-Alcibar, R, 

para el desarrollo del proyecto, a partir de las claves de H. Ribeiro et al., 1980; G.H.E. 

Hopkins, 1952 [40]; Evan, A. M. 1938 [41] y Edwards, F. W. 1941 [42], y luego conservados 

a -20°C hasta la realización de estos trabajos. 

 

3.2. Extracción y cuantificación del ADN genómico. 

La extracción de ADN de cada individuo (N=12) fue realizada a partir de dos de 

sus patas empleando el protocolo de extracción utilizado en el Laboratorio de 

Entomología Médica de la ULL (protocolo 1, Anexo), basado en el descrito por Beebe et 

al., 2007 [43] y Sarma et al., 2014 [44], cuyo principio es el calentamiento de la muestra en 

un tampón. Todas las muestras de ADN fueron cuantificadas con la ayuda de un 

espectrofotómetro (DeNovix ®– DS-11/DS-11+Spectrophotometer, USA).  

 

3.3. Reacción en cadena de la polimerasa.  

3.3.1. Amplificación del extremo 5’ del gen COI de Ae. aegypti.  

Un total de 12 individuos fueron amplificados para el extremo 5’ del gen COI del 

ADN mitocondrial, utilizando la pareja de cebadores HC02198 y LCO1490 diseñados 

por Folmer et al., 1994 [45], y cuya secuencia se muestra en la tabla 2 del Anexo. Estos 

amplifican una región de 700 pares de base entre la posición 1490 a 2198 del genoma 

mitocondrial de Ae. aegypti. Las condiciones de amplificación del gen mitocondrial COI 

fueron establecidas de acuerdo con la enzima polimerasa empleada (protocolo 2, Anexo). 
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3.3.2. Amplificación del gen VGSC de Ae. aegypti.  

Para el análisis de variantes del gen VGSC se secuenciaron parcialmente los 

dominios II y III del gen VGSC. Para el análisis del dominio II llevamos a cabo 

amplificaciones con los oligonucleótidos denominados IIS5-6FW y IIS5-6REV (tabla 2, 

Anexo 3) descritos por Nazawi et al., 2017 [24], que amplifican los exones 20 y 21 y que 

incluye los codones 989 y 1.016 cuya variación ha sido asociada a resistencia de 

piretroides. Para el análisis del dominio III y concretamente la posición 1534 dentro del 

exón 31 utilizamos los primers AaNav31P y AaNav31Q diseñados por Harris et al., 2010 

[46] (tabla 2, Anexo). Las condiciones de amplificación de los exones 20, 21 y 31 fueran 

realizadas con el Kit Phire (Thermo Fischer) siguiendo las instrucciones del fabricante y 

perfil térmico utilizado por Nazawi et al., 2017 [24] y Harris et al., 2010 [46] salvo que la 

temperatura de desnaturalización fue de 98 °C durante 30 segundos en el primer paso y 

98 °C 10 segundos en los pasos de desnaturalización de cada uno de los ciclos de 

amplificación (ver protocolo 3 en Anexo). 

Todos los cebadores utilizados en este estudio fueron sintetizados por Macrogen 

Inc. (Corea) y las amplificaciones realizadas en un termociclador Eppendorf TM 

MastercyclerTM pro S. Una vez comprobadas las amplificaciones mediante electroforesis 

en geles del 1,7 % de agarosa, los productos amplificados fueron secuenciados por ambas 

cadenas en Macrogen Inc. (Corea). 

 

3.4. Análisis de las secuencias y red de haplotipos. 

Las secuencias obtenidas fueron importadas y editadas mediante el programa 

MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0 for bigger datasets [47] 

y alineadas con el programa CLUSTAL W [48] tal como viene implementado en el propio 

programa MEGA7.0. 

Con el fin de identificar el/los haplogrupo/s al que pertenecían las secuencias 

obtenidas en nuestro estudio, diversas secuencias depositadas en el GenBank fueron 

descargadas mediante el mismo programa MEGA7.0 y añadidas a nuestros alineamientos.  

Las estimas de diversidad nucleotídica y diferencias entre haplotipos fueron 

obtenidas mediante el programa DnaSP v. 6.10.03 [49].  
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Para la reconstrucción de la red de haplotipos empleamos el programa Network 

v.5.0.0.3 (http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm) utilizando el método 

“median joining” [50]. 
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4. Resultados  

4.1. Diversidad genética en Ae. aegypti de la Isla de Santiago. 

Todos los individuos amplificaron un fragmento de 700 pb, pero sólo fueron 11 

los incluidos en los análisis por presentar secuencias con la calidad y longitud adecuadas. 

Todas las secuencias mostraron una identidad > 98% con secuencias de Ae. aegypti 

obtenidas del GenBank (KX446414, KX446415). El alineamiento de las secuencias de 

estos individuos reveló la existencia de 8 haplotipos, con un número promedio de 

diferencias entre haplotipos de 2-3 y una diversidad nucleotídica (ᴨ) de 0,00372, ambos 

bajos.  

En cuanto a la distribución de los haplotipos entre las poblaciones muestreadas de 

la isla, es preciso mencionar que todas ellas compartieron el haplotipo más común. Con 

el fin de conocer el haplogrupo al que pertenecerían las muestras capturadas en Cabo 

Verde, diversas secuencias de COI de Ae. aegypti de los haplogrupo I y II (KX446414, 

KX446415, KX446412, KX446451, KX446456, KX446458, KX446416, KX446418, 

KX446419, KX446420, KX446421, KC250441) [58] fueron obtenidas a partir del 

GenBank.  La red de haplotipos construida con el conjunto de secuencias de Cabo Verde 

y las descargadas se muestra en la Figura 2. En ella se observa que todas las muestras 

analizadas de Cabo Verde de nuestro estudio pertenecen al denominado haplogrupo II 

que se diferencian en aproximadamente 5-8 posiciones con respecto a los del haplogrupo 

I. En la Figura 2 también se observa la homogeneidad-cercanía entre los haplotipos de 

Cabo Verde. 
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Figura 2. Red de haplotipos para el gen mitocondrial citocromo C oxidasa I. Cada círculo representa un haplotipo y 

su tamaño el número de individuos que presentan el haplotipo. Los colores indican los países de procedencia de los 

mosquitos el número sobre las líneas el nº de posiciones mutadas que separan los haplotipos. 

.  

 

4.2. Estudio de los codones S989P, V1016G y F1534C del gen VGSC en Ae. 

aegypti de la Isla de Santiago. 

En el presente estudio se consiguió amplificar y secuenciar los fragmentos de 

interés (527 pb, de los exones 20 y 21 del segmento S6 del dominio II, y 350 pb, del exón 

31 del segmento S6 del dominio III del VGSC) de los 12 mosquitos de la especie Ae. 

aegypti de la población de Isla de Santiago. Ninguna de las mutaciones no sinónimas 

asociadas con la resistencia a piretroides (S989P, V1016G y F1534C) fue detectada en 

este estudio (tabla 1, figura 3). 
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A 

 

B 

 

Figura 2. A. Cromatograma de una secuencia del segmento S6 del dominio II del canal de sodio de tensión gaseosa 

(VGSC). A la izquierda se presenta el codón 989 con secuencia estándar TCC (alelo sensible) y a la derecha el codón 

1016 con secuencia estándar GTA (alelo sensible). B. Cromatograma de una secuencia del segmento S6 del dominio 

III del canal de sodio de tensión gaseosa (VGSC) de uno de los individuos analizados. Subrayada se encuentra el codón 

1534 con el codón TTC (alelo sensible). 

 

 Individuos 

Haplotipos Susceptible Resistente 

989P/1016G/F1534 
a 0 0 

S686/V1016/1534C a 0 0 

S989/V1016/F1534b 11 0 

989P/1016G/1534Cb 11 0 

 

Tabla 1: Representación de las mutaciones asociadas con la resistencia a la deltametrina en población de Ae. Aegypti. 

a – Haplotipo asociado a la resistencia; b – Haplotipo asociado a la susceptibilidad. 
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5. Discusión 

El gen mitocondrial COI (citocromo c oxidasa I) ha sido ampliamente utilizado 

para caracterizar la diversidad genética y la filogeografía de poblaciones de Ae. aegypti 

[8,12,52]. Por este motivo fue seleccionado en este trabajo para determinar la variabilidad 

genética de Ae. aegypti de la Isla de Santiago. En este tipo de estudios es normal el uso 

de muestras pequeñas (entre 10 y 15 individuos) lo que prueba que la baja diversidad, 

cuando se encuentra, no está relacionada con el tamaño muestral [53]. Nuestros resultados 

(la diferencia promedio entre haplotipos e índice de diversidad nucleotídica) revelan una 

baja diversidad entre los individuos de Cabo Verde lo que indica que la población es 

reciente y/o procedente de una sola población fuente. 

La presencia de un mismo haplotipo (el más común) en las tres zonas muestreadas 

de la Isla y la existencia de haplotipos que derivan de éste en tan solo 1 posición, señalan 

a la población de Ae. aegypti como una población muy homogénea. Ello implicaría un 

cierto flujo génico entre las distintas zonas a partir de una misma población inicial en la 

Isla.  Este supuesto coincide con los resultados obtenidos por Salguero et al., 2013 [53], 

quienes proponían que la población de Ae. aegypti de Cabo Verde estaría relacionada con 

población del África Occidental. En este sentido cabe mencionar que Bennett et al., 2016 

[58] tras realizar un estudio-revisión de la distribución de los haplogrupos I y II llegan a la 

conclusión de que mientras África Central, Asia y América presentan mosquitos con 

ambos haplogrupos I y II en determinadas frecuencias, la región de África Occidental tan 

solo presenta el haplogrupo II [58]. Nuestros resultados también podrían apoyar este origen 

para la población de Cabo Verde analizada en nuestro estudio. Este origen de la población 

de Ae. aegypti de Cabo Verde no es sorprendente dada la proximidad del archipiélago a 

África Occidental y la presencia de especies características del oeste africano. Sin 

embargo, no podemos olvidar la historia de las relaciones de este archipiélago con otros 

continentes como el americano (Brasil). Dado que en América los estudios indican la 

presencia de haplogrupo I y II no podemos descartar también un origen a partir de 

América. Un mayor tamaño muestral de la población de la isla de Santiago y del resto del 

archipiélago y la presencia de haplotipos propios de América o del Oeste Africano en la 

población de Cabo Verde aclararían definitivamente su origen. 

El mecanismo que normalmente confiere la resistencia a la deltametrina son 

mutaciones en el gen VGSC o mutaciones Kdr, en particular las que afectan a los codones 
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S989P, V1016G y F1534C [14,24]. La detección precoz de mutaciones Kdr es una 

herramienta esencial para la monitorización de resistencia en una población de mosquitos. 

Estudios in vitro han probado que la combinación de estas tres mutaciones Kdr en el gen 

VGSC confiere una fuerte insensibilidad a la deltametrina [54]. Sin embargo, la resistencia 

a la deltametrina por este tipo de mutación en población de Ae. aegypti procedente del 

campo está siendo recientemente documentado en algunos países [20,24,55]. En Arabia 

Saudí las combinaciones de estas tres mutaciones Kdr que confieren resistencia fueran 

encontradas con una alta frecuencia en Ae. aegypti resistentes a deltametrina, pero no se 

han registrado en poblaciones de regiones del Medio Oriente susceptibles al insecticida 

[48,24]. Sobre las poblaciones de Ae. aegypti de Tailandia, Plernsub et al., 2016 [54] probó 

que mejoraban significativamente su supervivencia a la deltametrina cuando presentan 

mutaciones en estos codones. En nuestro caso, no detectamos ninguna de estas 

mutaciones en la población de la isla de Santiago, pero ésta es considerada 

fenotípicamente resistente a deltametrina, como muestran los resultados de Dia et al., 

2012 [59], y recientemente los de Rocha et al., 2015 [36]. Otros autores sugieren que la 

resistencia a este insecticida puede ser mediada por otros tipos de mutaciones Kdr como, 

las de los codones S996P, V1023G y F1565C. Sus ensayos mostraron que la combinación 

de estas mutaciones puede reducir la sensibilidad a deltametrina en la población de Ae. 

aegypti de Sudeste Asiático [23,19]. Otros trabajos han probado que la población de Ae. 

aegypti de Indonesia resistentes a deltametrina presentaban un alto nivel de actividad 

enzimas desintoxicantes [57]. La ausencia de mutación del tipo Kdr en la populación de 

Ae. aegypti de la isla de Santiago sugiere que la resistencia a ese compuesto podría estar 

siendo mediada por otros tipos de mutaciones y/o por otros mecanismos de resistencias, 

vía enzimas ligadas a la detoxificación de xenobióticos.  

Por último señalar que el hecho de que todos los individuos hayan presentado la 

misma combinación de nucleótidos en los codones S989P, V1016G y F1534C y regiones 

próximas apoya el hecho de una baja diversidad entre los individuos de la Isla de 

Santiago.  
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6. Conclusiones 

 

1. El escaso número de haplotipos encontrados para el fragmento del gen citocromo 

oxidasa I (COI) analizado en este estudio señala una colonización reciente y/o a 

partir de una sola población fuente. 

2. La variación molecular detectada en los genes COI y VGSC entre muestras de 

distintas localidades de la Isla de Santiago (Cabo Verde), indican una gran 

homogeneidad y por tanto un flujo génico entre ellas.  

3. Al menos en los mosquitos analizados en este estudio no hemos detectado las 

variantes genéticas asociadas a resistencia a deltametrina (S989P, V1016G y 

F1534C). Aun así, no podemos descartar la presencia en ellos de otras variantes 

en éste u otros genes que expliquen la resistencia encontrada en estudios pasados 

en esta población. 
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8. Anexo 

TABLA 1: Trampas colocadas en las distintas zonas de la Isla de Santiago donde 

fueron capturados los mosquitos Ae. aegypti empleados en este estudio. Se indica la 

geolocalización de cada una de las trampas de luz tipo CDC en grados decimales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zona                        

Municipio 

Localidad – Trampas Latitud Longitud 

Norte Tarrafal Ribeira das Pratas – 

Trampa 1 

15,2283667 23,7437167 

Centro Santa Catarina Boa Entrada – Trampa 1 15,1099500 23,6687833 

Boa Entrada – Trampa 2 15,1099500 23,6687667 

São Domingos Agua de Gato – Trampa 1 15,0327167 23,5822167 

Agua de Gato – Trampa 2 15,0343667 23,5778667 

Sur Praia Praia – Trampa 1 14,9153667 23,5149667 

Praia – Trampa 2 14,9117333 23,4983833 

Praia – Trampa 3 14,9120833 23,5206333 

Praia – Trampa 4 14,9116667 23,5265333 

Praia – Trampa 5 14,9173500 23,5301167 
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PROTOCOLO 1: Protocolo de extracción de ADN para la identificación de especies 

de mosquitos a partir de adultos y huevos (utilizando de 1 a 2 patas del adulto o un 

huevo). 

Consideraciones previas: 

- Preparar tampón TE, Tris-EDTA para homogenizar (Ver indicaciones al final 

del protocolo). 

- Precalentar el baño María a 95°C. 

- Todos los pasos de centrifugado serán realizados a temperatura ambiente. 

-  

Extracción de ADN de mosquito mediante hervido. 

1 – Añadir 40 µl de tampón TE (10:E0,1- Tris:EDTA) al tubo que contiene la 

muestra (patas delanteras o huevo) a homogenizar y mezclar con cuidado con ayuda de 

un palillo. 

2 – El homogenizado se sometió a agitaciones breves con un vortex seguido un de 

centrifugado corto (spinning) en una microcentrifuga de sobremesa, se incubó en un baño 

de agua mantenido a 95°C durante 8 min y finalmente se centrifugó en una 

microcentrifuga de mesa a 8000rpm durante 2 min. 

3 – El sobrenadante (aprox. 30µl) se pipeteó y almacenó en un tubo de 

microcentrifuga nuevo y estéril de 1,5 ml. La mitad del sobrenadante se usó para su 

aplicación inmediata y el resto se almacenó en un congelador a -20°C. 

 

Tampón Tris-EDTA 

Concentración final Volumen requerido del Stock 

10 mM Tris-HCl 4 ml de Tris HCl 1M (pH 8.0) 

0,1 mM EDTA 80 µl de EDTA 0,5 M (pH 8.0) 

Agua auto-clavada 396 ml 

Ajustar todas las soluciones a pH 8. 

Nota: Al EDTA hay que añadir una solución 10M de NAOH para su solubilización. 
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TABLA 2. Oligonucleótidos usados para las reacciones de amplificación llevadas a cabo durante este trabajo, la 

amplificación parcial del gen VGSC y del gene mitocondrial COI de Ae. aegypti. 

 

Regiones de 

amplificación 

Nombre             Secuencia (5’- 3’) Tamaño de 

amplificación 

(pb) 

Exón 20 y 21 

IIS5-

6FW 

ATCGCTTCCCGGACAAAGAC 

527 
IIS5-

6REV 

GTTGGCGATGTTCGACTTGA 

Exón 31 
AaEx31P TCGCGGGAGGTAAGTTATTG 

350 
AaEx31Q GTTGATGTGCGATGGAAATG 

1490 y 2198 
HC02198 CGCCTGTTTATCAAAAACAT 

700 
LCO1490 CTCCGCTTTGAACTCAGATC 

 

 

PROTOCOLO 2: Condiciones de PCR para la amplificación de un fragmento del 

gen mitocondrial COI. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 

reacción de 20 μl que contenía 0,2 µl de Taq ADN Polymerasa (Termo ScientificTM 

PhireTM Hot Start II DNA Polymerase, ref.: F-122S 200rxns), 0,15 mM de dNTPs (1,5 

mM/dNTPs), 2,5 mM de Cloruro de Magnesio (MgCl2 – 25 mM), 0,5 μM de Primers 

forward y reverse (10 pmol/µl), 11 µl de Agua libre de Dnasas y Rnasas (SIGMA Life 

Science – ref.: W4502-1L) y 1 μl de ADN obtenido a partir del protocolo de extracción 

descrito en este trabajo. Las condiciones de los ciclos de amplificación se encuentran en 

la Tabla 5. 

 

Etapas Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 98 °C 30 s 

Desnaturalización 

Anillamiento 

Elongación 

98 °C 

55 °C 

72 °C 

10 s 

30 s 

30 s 

Extensión final 72 °C 5 min 

Tabla 5: Perfil térmico de la reacción de PCR para el gen mitocondrial COI. 

35 Ciclos 
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PROTOCOLO 3: Condiciones de PCR para la amplificación de exones 20, 21 y 31. 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de reacción de 25 μl que 

contenía 0,2 µl de Taq ADN Polymerase (Termo ScientificTM PhireTM Hot Start II DNA 

Polymerase, ref.: F-122S 200rxns), 0,15 mM de dNTPs (1,5 mM/dNTPs), 2,5 mM de 

Cloruro de Magnesio (MgCl2 – 25 mM), 0,4 μM de Primers forward y reverse (10 

pmol/µl), 14,1 µl de Agua libre de Dnasas y Rnasas (SIGMA Life Science – ref.: W4502-

1L) y 1 μl de ADN obtenido según el protocolo de extracción ya descrito. Las condiciones 

de de los ciclos de amplificación se encuentran en la Tabla 3. Para la amplificación de 

exón 31 del dominio III las condiciones fueran las mismas excepto para la temperatura 

de anillamiento que fue 62°C (Tabla 4). 

 

Etapas Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 
98 °C 30 s 

Desnaturalización 

Anillamiento 

Elongación 

98 °C 

65 °C 

72 °C 

10 s 

30 s 

30 s 

Extensión final 
72 °C 10 min 

Tabla 3. Perfil térmico de la reacción de PCR para la detección de mutaciones Kdr, V1016G y S989P. 

 

 

Etapas Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 

98 °C 30 s 

Desnaturalización 

Anillamiento 

Elongación 

98 °C 

62 °C 

72 °C 

10 s 

30 s 

30 s 

Extensión final 

72 °C 10 min 

Tabla 4. Perfil térmico de la reacción de PCR para detección de las mutaciones Kdr, F1534C. 

 

35 Ciclos 

35 Ciclos 
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PROTOCOLO 4: Valoración de los resultados de la amplificación. El éxito de la 

amplificación fue probado a través de una electroforesis en gel de agarosa al 1.7% en 

Tampón Tris-Ácido acético-EDTA (TAE) 1X conteniendo 1,5 µl de REALSAFE 

(RBMSAFE 1 ml – 20.000x), usando 8 µl de un marcador de peso molecular de 100 pb 

con ref.: nº A3470 de AppliChem y 5 µl del resultado de la PCR, y posteriormente 

visualizada en un analizador de imágenes Chemi-DocTM XRS+ System (Bio-Rad). 

TAE 50X = Tris-base – 242 g, EDTA 0,5 M, pH 8,0 - 100 ml, Ácido acético – 57,1 ml, 

Agua miliQ autoclavada (H2O) – 100ml.  

 

En caso de obtener el tamaño de banda esperado, los productos de la PCR fueran 

enviadas a Macrogen Inc. (España) para su purificación y secuenciación 


