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RESUMEN 
 

El mosquito Aedes aegypti y Culex pipiens, son uno de los vectores virales de 

invertebrados más importantes y albergan una alta diversidad de virus. Los 

recientes avances en la tecnología han contribuido a la detección y descripción de 

nuevos virus para ambas especies, sin embargo estos estudios se han centrado 

específicamente en alguna región en particular. En este estudio, se realizó un 

análisis metatranscriptómico de 16 muestras disponibles en la base de datos NCBI, 

recolectadas originalmente de 9 países distintos en cinco continentes durante los 

últimos años. Proporcionamos una visión general del perfil de viroma para Aedes 

aegypti y Culex pipiens, que integró la perspectiva de la especie del mosquito, las 

ubicaciones y los climas del sitio de recolección en función de la escala global. 

Además se analizó la evolución y las presiones selectivas ejercidas sobre las 

proteínas de superficie de los virus predominantes. Los resultados implican un 

viroma diverso para ambas especies de mosquitos, con una estrecha relación 

asociada a la especie del mosquito y zona climática. Aedes anphevirus (AeAV), 

Culex phasma-like virus y Chikungunya (CHIKV) fueron los virus de ARN más 

abundantes en al menos 2 países diferentes, el análisis evolutivo de AeAV y CPLV 

sugiere que han evolucionado en linajes Africanos, Asia-Pacífico y América, 

mientras que el CHIKV se encuentra ampliamente distribuido con variantes 

filogenéticamente relacionadas. Las presiones selectivas ejercidas sobre estas 

proteínas de superficie, indica que se encuentran bajo un proceso evolutivo neutral 

y menos por selección natural purificadora. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN GENERAL 
 

Desde el punto de vista inmunológico, un vector es aquel organismo que 

funciona como portador de uno o varios agentes infecciosos entre organismos. Los 

artrópodos, como los mosquitos, se consideran uno de los principales vectores de 

agentes infecciosos, ya que transmiten una alta diversidad de patógenos 

médicamente importantes, en particular virus (Cholleti et al., 2018; Schulz & Becker, 

2018). En las últimas décadas, la expansión de estos importantes vectores ha ido 

en aumento conjunto con la carga de enfermedades virales (Bueno-Marí & Jiménez-

Peydró, 2013; Esser et al., 2019), por ejemplo, brotes anuales del virus del dengue 

(DENV) en las Américas (Messina et al., 2014), la aparición del virus Chikungunya 

(CHIKV) (J. Erin Staples, M.D., Ph.D., and Marc Fischer, M.D., 2014), brotes del 

virus de la fiebre amarilla (YFV) en América del Sur (Romano et al., 2014), virus del 

Nilo Occidental (WNV) endémicos en Europa (Rizzoli et al., 2015) y recientemente 

el virus del Zika (ZIKV) (Anthony 

S. Fauci, M.D., and David M. Morens, 2016). Es evidente que cada vez las 

enfermedades virales emergentes y reemergentes son más frecuentes en los 

últimos años (Louten, 2020). 

El mosquito Aedes aegypti y mosquitos del complejo Culex pipiens 

representan una amenaza para la salud pública a nivel mundial, son vectores 

competentes de una alta diversidad virus transmitidos por artrópodos (arbovirus), 

virus específicos de insectos (ISV) y virus transitorios dependientes del entorno 

circundante. Por lo tanto, la presencia de una variedad de virus puede impulsar a 
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la recombinación o reordenamiento entre especies dentro de los mosquitos y así 

promover la aparición de nuevos virus mutantes con potencial patógeno 

(Thannesberger et al., 2020). Por ello es importante mantener en un marco de 

vigilancia a los vectores artrópodos e investigar los virus que circulan en ellos. 

Aunque los ISV no infectan a los vertebrados, son una parte importante del 

microbioma de los mosquitos (Bolling et al., 2015), ya que pueden modular la 

susceptibilidad de los mosquitos a la infección por arbovirus. La estrecha relación 

entre los ISV y los arbovirus plantea preguntas sobre el papel potencial que puede 

desempeñar en la regulación de la transmisión de patógenos de importancia médica, 

con el fin de ser utilizados para el control de arbovirus. Sin embargo, se sabe poco 

sobre su ecología o su efecto en el huésped mosquito. 

El descubrimiento de virus generalmente adopta un enfoque dependiente o 

independiente del cultivo. En métodos independientes del cultivo, las muestras se 

someten a secuenciación de ARN total de alto rendimiento (RNA-Seq), lo que 

permite una amplia resolución de la ecología y la incidencia de virus. El objetivo de 

este trabajo es analizar la diversidad y evolución que comprende el viroma de Ae. 

aegypti y Cx. pipiens a partir de datos de secuenciación de ARN publicados 

anteriormente. En términos generales, nuestro estudio destaca aún más cómo se 

puede utilizar la metatranscriptómica para revelar la diversidad del viroma de estos 

mosquitos recolectados en distintas ubicaciones geográficas, proporcionando un 

recurso para evaluar más a fondo su ecología y la evolución de los ISV y los 

arbovirus que transmiten. 
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1.1 Mosquitos como vectores 
 

Un vector se define ampliamente como cualquier organismo, vertebrado o 

invertebrado, capaz de transmitir patógenos al ser humano y a otros animales 

(Fermin, 2018). Esta transmisión puede ocurrir de manera biológica, donde la 

participación del vector es una condición necesaria para que el agente infeccioso 

complete su ciclo biológico; o mecánica, cuando el patógeno no requiere del vector 

para completar su ciclo de vida. Los vectores comprenden un conjunto diverso de 

especies, que incluyen artrópodos como pulgas, flebótomos, garrapatas y mosquitos 

(Anosike et al., 2007). Los mosquitos son los principales vectores portadores de 

enfermedades infecciosas. Existen alrededor de 3500 especies, pero no todas 

están involucradas en la transmisión de patógenos. Entre ellos, Aedes, Culex y 

Anopheles son los principales géneros asociados con la transmisión de patógenos 

al ser humano (Rajagopalan & Ilboudo, 2017), ya que actualmente se encuentran 

ampliamente distribuidos alrededor del mundo (Figura 1A). Estos tres géneros 

representan una amenaza significativa para la salud pública. En especial, el género 

Aedes y Culex que transmiten constantemente una alta diversidad de arbovirus que 

afectan periódicamente a las poblaciones humanas a nivel mundial (Figura 1B), 

mientras que Anopheles destaca más en la transmisión de parásitos, como 

Plasmodium, causante del paludismo en humanos. 
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Figura 1. Distribución global de géneros de mosquitos de importancia médica 

(A) y arbovirus transmitidos por los tres géneros principales de mosquitos (B). 

(A) Principales vectores de arbovirus (Aedes spp. y Culex spp.) y parásitos 

(Anopheles spp.) de importancia para la salud humana. Las áreas rosa, azul y verde 

representan la presencia respectiva de mosquitos Aedes spp., Anopheles spp. y 

Culex spp. Las áreas eclosionadas representan la distribución de los mosquitos 

Aedes spp. y Anopheles spp. en los mismos países. (B) Mapa de los principales 

arbovirus transmitidos por Aedes spp., Culex spp. y Anopheles spp. Tomada de 

(Viglietta et al., 2021). 
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1.2 Arbovirus 
 

Los arbovirus (un término derivado del descriptor, virus transmitidos por 

artrópodos), son un grupo asombrosamente diverso de virus que se mantienen en 

la naturaleza a través de la transmisión biológica por huéspedes vertebrados 

susceptibles a una variedad de vectores artrópodos hematófagos. Sin embargo, 

algunos se agrupan dentro de los arbovirus a pesar de que no existe una asociación 

aparente con un vector artrópodo, sino por su estrecha relación genética. La 

denominación de arbovirus individuales ha tenido una historia un tanto ecléctica sin 

que se haya establecido un enfoque taxonómico formal. Algunos se refieren a los 

nombres de los dialectos por la enfermedad que provocan (chikungunya, o'nyong 

nyong, dengue), otros reconocen el nombre del lugar donde fueron descubiertos por 

primera vez (West Nile, Bwamba, Ross River, Zika) y algunos reflejan una 

presentación clínica característica (encefalitis equina occidental, fiebre amarilla) 

(Young, 2018). 

En el catálogo de arbovirus mantenido por los Centros para el Control y la 

Prevención de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, enumera 538 virus 

registrados con potencial patógeno (Gyawali et al., 2017). Dentro de ellos, más de 

100 arbovirus causan enfermedades humanas (Viglietta et al., 2021). Algunos 

infectan a los humanos solo ocasionalmente o causan una enfermedad leve, 

mientras que otros representan una importancia médica significativa y con posibles 

amenazas epidémicas. 
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1.2.1 Diversidad y variabilidad genética 
 

Los virus transmitidos por vectores comprenden un grupo genéticamente 

diverso de virus que difieren en la estructura, composición y organización de sus 

genomas. Esta diversidad generalmente no solo es evidente entre las familias 

virales, sino también entre las especies virales individuales, que pueden tener 

mecanismos moleculares distintivos para la replicación, transmisión, patogénesis y 

evolución (Gray & Banerjee, 1999). Con solo unas pocas excepciones, los arbovirus 

son virus de ARN (Figura 2). Los principales arbovirus patógenos para el ser 

humano pertenecen a las familias y géneros de Togaviridae (Alphavirus), 

Flaviviridae (Flavivirus), Peribunyaviridae (Orthobunyavirus), Phenuiviridae 

(Phlebovirus) y Reoviridae (Orbivirus) (Lequime et al., 2016). 

 

 

 

 

Figura 2. Clasificación de los virus transmitidos por vectores en función de 

sus características genómicas. Tomada de (Cholleti et al., 2018). 
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Los Flavivirus y los Alphavirus son virus de ARN monocatenarios de polaridad 

positiva de un genoma de 11 a 12 kb, lineales y envueltos. Presentan una forma 

esférica con una cápside subyacente y miden de 50 a 70 nm de diámetro (Figura 

3). Los Orthobunyavirus y los Phlebovirus son virus con genomas lineales de ARN 

de cadena negativa segmentados, para Orthobunyavirus, el segmento llamado “L” 

es de aproximadamente 6,9 kb, el segmento “M” de aproximadamente 4,5 kb y el 

segmento “S” de aproximadamente 1 kb. Mientras que para Phlebovirus el 

segmento L es de aproximadamente 6,4 kb, el segmento “M” de aproximadamente 

3,2 kb y el segmento “S” de aproximadamente 1,7 kb. Ambos son envueltos y 

esféricos con un diámetro de 80 a 120 nm (Figura 3). Los Orbivirus presentan un 

genoma de ARN de doble cadena, lineal y segmentado. Contiene 10 segmentos 

que oscilan entre 822 y 3954 pb. El tamaño total del genoma es de 19.200 pb 

(Figura 3). 

El género más importante de arbovirus, al menos desde la perspectiva de las 

enfermedades humanas, son los Flavivirus y varios virus que comprenden este 

grupo son motivo de preocupación para la salud mundial; DENV, WNV, ZIKV y YFV 

(Mayer et al., 2017). También se incluye: Virus de la encefalitis Japonesa (JEV), 

Virus de la encefalitis equina Venezolana (VEEV) y Virus de la encefalitis de St. 

Louis (SLEV), sin embargo estos virus suelen estar restringidos a regiones 

específicas por lo que su impacto es menor pero no menos importante. 

Por lo tanto, los virus de ARN son la causa más común de enfermedades 

emergentes en humanos, atribuibles a la alta tasa de mutación en los virus de 
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ARN en comparación con los virus de ADN. A diferencia de las ADN polimerasas, 

las ARN (incluidas las transcriptasas inversas) no poseen capacidad de corrección. 

Esto conduce a una disminución en la fidelidad de la enzima, insertando un 

nucleótido incorrecto cada 105 bases (en comparación con 1 error por 109 bases 

para ADN polimerasas) (Gortazar et al., 2014). Como resultado, los virus de ARN 

tienen algunas de las tasas de mutación más altas de todas las entidades biológicas. 

Esto asegura un rango de diversidad genética que mantiene la virulencia y 

promueve la transmisión potencial a nuevos huéspedes (Louten, 2020). 
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Figura 3. Principales Arbovirus patógenos para el ser humano. Los virus se 

agrupan según la composición del genoma: ARN monocatenario de polaridad 

positiva, ss +RNA; ARN monocatenario de polaridad negativa, ss -ARN; ARN de 

doble cadena, ds RNA. 
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1.2.2 Transmisión de Arbovirus 
 

El ciclo de transmisión comienza cuando un artrópodo se alimenta de sangre 

infecciosa. Después de la alimentación con sangre por parte del mosquito hembra 

a un huésped infectado, los virus se multiplican en el intestino medio del insecto y 

luego invaden los tejidos subyacentes para causar una infección que se propaga 

(denominada colectivamente como el período de incubación extrínseco) que 

finalmente da como resultado una infección de alta carga viral, particularmente en 

las glándulas salivales (Tabachnick, 2016). Luego se transmiten a los humanos u 

otros vertebrados durante las picaduras de insectos. Para que un arbovirus se 

transmita con éxito a un nuevo huésped, debe de superar las barreras y 

mecanismos antivirales específicos por parte del mosquito (Weaver & Barrett, 

2004). 

1.2.3 Mecanismos antivirales 
 

La primera barrera son las células epiteliales del intestino medio. El virus 

necesita entrar y escapar de estas células antes de propagarse a la hemolinfa desde 

donde puede propagarse sistémicamente al resto del cuerpo, incluidas las glándulas 

salivales a través de la circulación de hemolinfas (Romoser et al., 2004; Salazar et 

al., 2007) (Figura 4A). 

Cada una de estas barreras tiene respuestas inmunes antivirales específicas 

del tejido, incluyendo Toll, el factor de inmunodeficiencia, la quinasa Janus (JAK), 

transducción de señalización y la activación de las vías de transcripciones (STAT), 

así como la interferencia de ARN (RNAi) (Cheng et al., 
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2016). Estas vías permiten al mosquito montar una defensa contra los 

microorganismos invasores, incluidos los virus. Alguno de los mecanismos 

antivirales por parte del mosquito como la vía JAK-STAT, se activa principalmente 

cuando el receptor transmembrana Domeless (DOME) reconoce ligandos 

extracelulares no apareados (Upd) que conducen a un cambio conformacional que 

inicia la autofosforilación de Hop, que a su vez fosforila DOME. Esto conduce a la 

fosforilación y dimerización de STAT, lo que resulta en una translocación de dímeros 

STAT al núcleo que activa la transcripción de genes antivirales específicos (Figura 

4B). 

Una infección viral primaria puede bloquear una infección secundaria de un 

virus similar a través de mecanismos que implican la competencia o la modificación 

de los recursos celulares que reducen la unión al receptor, la entrada viral, la 

replicación del ARN y la traducción del virus secundario (Figura 4C). 

Los dsRNA virales, ya sea como intermediarios de replicación o como parte 

de los genomas virales, son procesados por el complejo Dcr-2-R2D2 para generar 

siRNAs de aproximadamente 21-23 pb de longitud. Los siRNA se incorporan al 

complejo silenciador inducido por ARN (RISC) para reconocer el ARN viral para su 

degradación. dsRNA puede ser detectado por el dominio de helicasa Dicer-2 

DEcD/H-box y a través de una vía desconocida activar la expresión y secreción de 

Vago, que puede activar la vía JAK-STAT a través de un receptor desconocido en 

células cercanas (Figura 4D). Comprender estos mecanismos antivirales y el control 

de la infección viral en tejidos específicos es crucial y la columna vertebral 
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de las nuevas estrategias de control que se dirigen a la transmisión de arbovirus 

en la naturaleza (Öhlund et al., 2019). 

 
 

 
 

Figura 4. Descripción general esquemática de algunos de los mecanismos 

antivirales contra mosquitos. Tomada de (Öhlund et al., 2019). 

 
 
 

1.2.4 Ciclos de transmisión de arbovirus 
 

Los ciclos epidemiológicos de arbovirus a menudo consisten en redes de 

transmisión complejas que involucran una variedad de huéspedes vertebrados, el 
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cual garantiza la amplificación del virus, y a un vector artrópodo (mosquito), que 

asegura su diseminación. Diferentes especies de mosquitos pueden actuar como 

vectores para el mismo virus en diferentes hospederos vertebrados, dependiendo 

de la ubicación geográfica y la ecología. 

Con la excepción del virus del dengue, la mayoría de los arbovirus se 

mantienen a través de un ciclo enzoótico, también conocido como ciclo selvático o 

ciclo silvático (sylvatic significa "que ocurre en animales salvajes"), donde las aves, 

roedores o primates no humanos sirven como huéspedes reservorios y la 

transmisión del virus ocurre por insectos vectores primarios. Este ciclo selvático se 

interrumpe cuando los humanos se entrometen accidental o intencionalmente en los 

hábitats naturales y se infectan por vectores antropozoofílicos (también llamados 

vector puente), que son aquellos mosquitos que se alimentan con sangre de algún 

animal y también con sangre humana. Posteriormente, puede ocurrir un brote, ya 

que el virus se introduce en un ambiente permisivo donde coexisten vectores 

antropofílicos competentes y poblaciones humanas susceptibles (Pando et al., 

2020). Los virus también pueden transmitirse entre vectores y animales domésticos, 

como cerdos y equinos (ciclo epizoótico/rural), así como a humanos (ciclo 

epidémico/urbano) (Weaver & Barrett, 2004) (Figura 5). Si el ser humano/animal no 

desarrolla viremia, se consideran huéspedes sin salida (por ejemplo, caballos y 

humanos en el caso del WNV), ya que la amplificación del virus es insuficiente para 

permitir que los vectores artrópodos se infecten y puedan transmitir el virus aún más 

(Gubler, 2006). Algunos arbovirus, como DENV, CHIKV 
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y YFV alteran su rango de huéspedes desde primates no humanos hasta humanos, 

donde se amplifica y se vuelve capaz de ser transmitido a la siguiente persona por 

mosquitos, lo que lleva a brotes sin el uso de un reservorio animal (Weaver & 

Reisen, 2010). 

 
 
 

 
 

 

Figura 5. Ciclos de transmisión y mantenimiento de virus transmitidos por 

artrópodos. Los arbovirus pueden circular y mantenerse a través del ciclo 

silvático/enzoótico, el ciclo epidémico/urbano, así como a través del ciclo 

epizoótico/rural. Tomada de (Cholleti et al., 2018). 
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Otro factor importante que se debe tener en cuenta es que algunos virus se 

transmiten verticalmente, es decir, de mosquitos hembra infectados a su progenie 

(transovarialmente). Se ha reportado transmisión vertical para el virus de la fiebre 

del Valle del Rift (FVRV), Virus LaCrosse (LACV), el virus de la encefalitis del Valle 

de Murray (MVEV), JEV, Virus de la encefalitis equina del este (EEEV), ZIKV, DENV 

y CHIKV. Aunque la transmisión vertical en A. aegypti se ha reportado solo para 

ZIKV, DENV y CHIKV. 

1.2.5 Factores implicados en la transmisión de arbovirus 
 

Los factores implicados en la transmisión de los arbovirus se caracterizan por 

ser dinámicos, interdependientes y complejos, de los cuales destacan (con algunos 

ejemplos): los factores demográficos (incremento de la población humana), factores 

sociales (globalización), factores ecológicos (cambio climático), factores virales 

(evolución de los virus), factores vectoriales (susceptibilidad a la infección o 

competencia vectorial) y factores de salud pública (control vectorial). El 

entendimiento de esta compleja dinámica nos permitirá prever la emergencia de 

un nuevo patógeno (Tabachnick, 2016). 

1.2.5.1 Capacidad y competencia vectorial 
 

La dinámica de transmisión de los arbovirus es compleja, está determinada 

por las interacciones entre el virus, el vector y el hospedero en un ecosistema 

particular y aún no se conocen todos los factores que la gobiernan. Existe evidencia 

de que la susceptibilidad a la infección con ZIKV, DENV u otros arbovirus varía 

entre poblaciones de mosquitos Ae. aegypti de distintos orígenes 
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geográficos, ya que las diferencias genéticas y ecológicas entre poblaciones 

pueden ser responsables de las diferentes susceptibilidades. La eficiencia de la 

transmisión de enfermedades transmitidas por mosquitos en condiciones naturales 

se conoce como la capacidad vectorial, el cual está determinada por múltiples 

factores: los intrínsecos o propios del vector y los extrínsecos o ajenos al vector 

(Figura 6). Los factores propios del vector que le confieren la capacidad de 

infectarse con un patógeno, diseminarse en su organismo y transmitirlo mediante 

la saliva se conocen como “competencia vectorial”. Esta característica es particular 

de la relación patógeno-vector; esto es, la susceptibilidad a la infección es diferente 

para cada virus. Para que un mosquito sea considerado un vector efectivo, debe 

tener una alta competencia vectorial y una elevada capacidad vectorial (Pando et al., 

2020). 

Figura 6. Capacidad y competencia vectorial. Tomada de (Pando et al., 

2020). 
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1.3 Virus específico de insectos 
 

Durante la última década, la investigación de arbovirus se centró 

principalmente en virus médicamente importantes debido a su patogenicidad para 

los huéspedes susceptibles. Los programas de vigilancia de vectores se han 

orientado principalmente a monitorear arbovirus circulantes de importancia clínica 

y veterinaria. Por lo tanto, estos programas superaron a un nuevo grupo de virus 

conocidos como virus específicos de insectos que se han identificado como un 

componente del microbioma de insectos (Bolling et al., 2015). 

El primer ISV identificado fue el Cell fusing agent virus (CFAV), que se aisló 

de un cultivo celular de Ae. aegypti en 1975 (Stollar & Thomas, 1975). Cuando se 

inoculó en diferentes líneas celulares de vertebrados, no se pudo observar ningún 

efecto citopático y el virus no se pudo volver a aislar, lo que sugiere que el virus es 

un ISV (Stollar & Thomas, 1975). Se necesitaron casi 25 años para que se 

descubriera el segundo ISV; el virus del río Kamiti (KRV), y siete años más para el 

tercero; Culex Flavivirus (CxFV). 

Con los avances en la secuenciación metagenómica están acelerando 

constantemente la tasa de detección de nuevos ISV, la gran diversidad de ISV aún 

no se ha explorado y entendido completamente (Bolling et al., 2015). 

1.3.1 ¿Qué son? 
 

Los ISV a menudo se caracterizan por su especificidad para replicarse en 

artrópodos, como los mosquitos, y su incapacidad para replicarse en células de 
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vertebrados, a diferencia de los arbovirus (Nasar et al., 2015). A pesar de que este 

grupo de virus se llama "virus específicos de insectos", la mayoría se han 

descubierto en mosquitos y se puede argumentar que para estos virus el término 

"virus específicos de mosquitos" sería más apropiado (Öhlund et al., 2019). 

1.3.2 Clasificación 
 

Los ISV se han clasificado dentro de múltiples taxones diferentes, casi todos 

los arbovirus y virus específicos de insectos pertenecen al orden de virus de ARN 

Bunyavirales (ssRNA de sentido negativo (−)), o a las familias virales Flaviviridae 

(sentido positivo (+), ssRNA), Reoviridae (dsRNA), Rhabodoviridae (−ssRNA) y 

Togaviridae (+ssRNA) (Tabla 1). Los virus de ARN carecen del mismo mecanismo 

de corrección que los virus de ADN, lo que resulta en una mayor plasticidad y 

mayores tasas de mutación (Louten, 2020). Junto con la afinidad de los insectos por 

vivir en grandes poblaciones densas, esta podría ser una de las explicaciones a la 

gran diversidad de huéspedes arbovirus. Las adaptaciones que proporcionan a un 

virus la posibilidad de infectar nuevos huéspedes le dan al virus la posibilidad de 

propagarse geográficamente. En conjunto, esto sugiere que los ISV son una fuente 

potencial de nuevos arbovirus (Elrefaey et al., 2020). 
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Tabla 1. Clasificación de los virus específicos de insectos más relevantes con 

especies de mosquitos vectores confirmadas. N/A = Especies vectoriales de ISV 

no determinadas. Modificada de (Elrefaey et al., 2020). 
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1.3.3 Relación con arbovirus 
 

Los ISV y los arbovirus infectan y se replican en insectos vectores y muestran 

una relación evolutiva. Este hecho sugiere que los arbovirus podrían haber sido ISV 

que a través de la evolución adquirieron la capacidad de expandir su rango de 

huéspedes para incluir también a los vertebrados. De hecho, la investigación sobre 

la reconstrucción de rasgos ancestrales en ISV del orden Bunyavirales se ha 

relacionado con el origen de Bunyavirus de doble huésped en progenitores 

específicos de artrópodos (Nasar et al., 2012). 

1.4 Importancia en la salud pública 
 

Más del 90% de todos los arbovirus que causan enfermedades en los 

humanos son vectorizados por mosquitos (Öhlund et al., 2019). El panorama del 

riesgo de enfermedades virales transmitidas por mosquitos ha cambiado 

drásticamente en los últimos años, el número de casos de dichas enfermedades 

han estado en continuo aumento y se han extendido gradualmente hacia áreas 

previamente no afectadas (Alonso-Palomares et al., 2019). Los mosquitos 

transmiten una variedad de agentes virales causante de una tasa significativamente 

alta de morbilidad, mortalidad y sufrimientos humanos sustanciales. Los virus más 

importantes transmitidos por mosquitos incluyen Flavivirus (Flaviviridae) como el 

DENV, YFV, WNV; Alphavirus (Togaviridae) como el CHIKV, el virus del bosque 

semliki (SFV), el virus Sindbis (SINV); y Bunyavirus (Bunyaviridae) como FVRV 

(Kean et al., 2015). Todos estos arbovirus son transmitidos principalmente por 

especies de Culex, Ae. aegypti y Ae. albopictus, 
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aunque el mosquito Ae. albopictus parece mucho menos significativo 

epidemiológicamente que Ae. aegypti (Lambrechts et al., 2010). El mosquito de la 

fiebre amarilla Ae. aegypti, es el principal transmisor de los cuatro virus que han 

tenido el mayor impacto en la salud humana, estos virus incluyen DENV, YFV, 

CHIKV y ZIKV (Souza-Neto et al., 2019). Mientras que los mosquitos del género 

Culex son responsables de transmitir WNV, JEV, el virus de la encefalitis de St. 

Louis (SLEV), VEEV, entre otros arbovirus (Couret, 2013). 

El DENV actualmente es la enfermedad arboviral más común en el mundo. 

Comenzó con una expansión repentina y dramática a principios de la década de 

1940 durante la segunda guerra mundial. Después de programas exitosos de 

erradicación del vector en la primera mitad del siglo XX, el DENV se reintrodujo en 

las Américas, primero en Cuba en 1977 y luego se propagó por toda América del 

Sur en 1994 (Figura 6). La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que 

más de 2.500 millones de personas, están en riesgo solo por el DENV (Kean et al., 

2015). La cifra aumenta si tenemos en cuenta otros arbovirus con un amplio rango 

de expansión geográfica como el CHIKV que salió de África en las islas del suroeste 

del Océano Índico hasta el sudeste de Asia. Una única mutación en la proteína de 

la superficie del virión facilitó el contagio a un nuevo mosquito huésped, Ae. 

albopictus, y una mayor propagación mundial, llegando a las Américas en 2014 

(Figura 6). El WNV se extendió desde el Medio Oriente a las Américas en el año 

2000, y recientemente el ZIKV que se esparció de África al sudeste de Asia, las 

islas de Polinesia y luego a Brasil en una epidemia explosiva 
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en 2015-2016 (Figura 6) (Young, 2018). La propagación de arbovirus en varias 

regiones ha generado importantes problemas de salud a nivel internacional. Entre 

los factores que han favorecido la aparición o reaparición de estos agentes virales 

se encuentran el aumento de las temperaturas, la urbanización, el crecimiento de la 

población en áreas de alto riesgo, a los viajes extensos, el comercio, la globalización 

de los vectores, y por supuesto la alta tasa de mutación de los virus que permite su 

rápida evolución (Bueno-Marí & Jiménez-Peydró, 2013). 
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Figura 6. Epidemiología de arbovirus. Cuatro ejemplos de arbovirus (DENV, 

CHIKV, WNV y ZIKV) que han surgido como amenazas distribuidas globalmente 

para la salud humana en los últimos años. Tomada de (Young, 2018). 
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1.5 Aedes aegypti 
 

El mosquito Aedes aegypti o también conocido como el mosquito de la fiebre 

amarilla, representa una amenaza para la salud pública, ya que es considerado 

como el vector biológico de Flavivirus más importante en todo el mundo. Es una 

especie termófila originaria de África que actualmente se encuentra distribuida en 

las regiones tropicales y subtropicales del planeta (Powell et al., 2018). 

1.5.1 Taxonomía 
 

El género Aedes está constituido por más de 950 especies distribuidas en un 

rango global extenso. Dentro de estas especies, el mosquito artrópodo Ae. aegypti, 

es el principal transmisor de agentes virales y a menudo se encuentra dentro y 

alrededor de nuestros hogares. La taxonomía de esta especie se muestra 

en la tabla 2. 

Tabla 2. Taxonomía de Ae. aegypti 
 

Dominio Eukaryota 
Reino Animalia 
Filo Arthropoda 

Clase Insecta 
Orden Diptera 

Suborden Nematocera 
Familia Culicidae 
Género Aedes 

Subgénero Aedes (Stegomyia) 
Especie Aegypti 

 
 

 
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=126240#null 

https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=126240&null
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1.5.2 Morfología 
 

El mosquito Ae. aegypti en etapa adulta presenta un tamaño pequeño- 

mediano de aproximadamente 4-7 milímetros. A simple vista, Ae. aegypti presenta 

similitudes morfológicas con el mosquito Ae. albopictus, con una ligera diferencia en 

el tamaño y los patrones del tórax (Muktar et al., 2016). El adulto de Ae. aegypti tiene 

un dorso con bandas de color plateado o amarillo blanquecino sobre un fondo 

color marrón oscuro a negro y presenta un patrón característico en la superficie 

dorsal del tórax que tiene la forma de un violín o una lira. Las patas están 

conspicuamente bandeadas y el último artejo de las patas posteriores es blanco. 

Las hembras son más grandes que los machos y se pueden distinguir por pequeños 

palpos con escamas plateadas o blancas en la punta (Figura 7). Los machos tienen 

antenas plumosas, mientras que las hembras tienen pelos cortos y escasos. La 

probóscide de ambos sexos y la punta del abdomen llegan a un punto, que es 

característico de todas las especies de Aedes (Cutwa & O’Meara, 2007). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Morfología de Ae. Aegypti 
 

https://www.tri-tro.com/enfermedades-parasitarias-en-gallinas/mosquitos/ 

https://www.tri-tro.com/enfermedades-parasitarias-en-gallinas/mosquitos/


32  

 

1.5.3 Distribución geográfica 
 

Durante mucho tiempo los mosquitos de la especie Ae. aegypti estuvieron 

geográficamente restringidos sobre el continente africano (Brown et al., 2014). La 

expansión comenzó con la primera incursión de Ae. aegypti de África a las Américas 

durante el comercio de esclavos en el siglo XVI, posteriormente se propagó sobre 

Europa, Asia y Australia durante el siglo XX. Actualmente con el aumento de la 

globalización y los cambios en el medio ambiente, estos mosquitos se encuentran 

colonizando regiones subtropicales y templadas de casi todos los continentes 

(Lwande et al., 2020) (Figura 8). El mosquito está estrechamente asociado con el 

entorno humano y prevalece en áreas pobladas de los subtrópicos y trópicos del 

planeta, con un clima adecuadamente cálido (superior a los 10 °C) y húmedo (60-

70%), donde se puede encontrar en entornos que van desde pequeños poblados 

rurales hasta ciudades extensas (Eisen & Moore, 2013). 
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Figura 8. Distribución global de Ae. aegypti utilizando datos climáticos y de 

vigilancia recopilados hasta el 2015. Tomada de (Lwande et al., 2020). 

 
 
 
 

1.6 Culex pipiens 
 

Por otro lado, los mosquitos del complejo Cx. pipiens, también forman parte 

de los vectores de algunos virus que afectan al ser humano y a los animales. Los 

miembros de este grupo se distribuyen por todo el mundo, principalmente en dos 

especies: Cx. pipiens, presente por todo el hemisferio norte templado, en las 

latitudes más altas del norte de Europa, Asia y América del Norte; y Cx. 

quinquefasciatus, que habita en regiones tropicales y subtropicales (Haba & 

McBride, 2022). 
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1.6.1 Taxonomía 
 

Estos mosquitos son artrópodos pertenecientes a la clase Insecta, orden 

Diptera, familia Culicidae y subfamilia Culicinae, el género Culex comprende 

alrededor de 1000 especies en el que incluye el complejo Cx. pipiens. Un complejo 

de especies generalmente se define como un grupo de especies evolutivamente 

estrechamente relacionadas que, en consecuencia, a menudo son difíciles de 

separar morfológicamente. 

Durante varios años el complejo Cx. pipiens ha mantenido una controversia 

taxonómica debido a la divergencia morfológica y genética limitada que dificulta los 

mecanismos de diferenciación genética. Dentro de este grupo existen seis taxones 

reconocidos contemporáneamente: Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus, Cx. 

australicus y Cx. globocoxitus. Para Cx. pipiens, se han descrito dos biotipos; Cx. 

pipiens pipiens y Cx. molestus, basado en diferencias fisiológicas y ecológicas, 

incluyendo la elección de las especies huésped, la actividad estacional, el 

comportamiento de apareamiento y el hábitat preferido (Kang et al., 2021). Además 

se ha identificado Cx. pipiens pallens, un taxón que probablemente surgió de la 

hibridación pasada entre Cx. quinquefasciatus y Cx. pipiens pipiens/Cx. pipiens 

molestus. Pero aún no existe una determinación concreta (Aardema et al., 2020). 
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1.6.2 Morfología 
 

La identificación morfológica de las especies de Culex es dificultosa, 

principalmente en larvas y hembras, ya que los caracteres anatómicos resultan 

polimórficos y se superponen entre especies, limitando la correcta identificación a 

unos pocos caracteres de la genitalia masculina. Además, incluye complejos grupos 

de especies que no son distinguibles por caracteres morfológicos. 

1.6.3 Distribución geográfica 
 

En general, las especies del complejo Cx. pipiens se distribuyen globalmente 

en América, Europa, África, Asia y Australia. Sin embargo, varios miembros del 

complejo tienen distribuciones geográficas limitadas. Entre estas especies, Cx. 

pipiens y Cx. quinquefasciatus se extendieron por todo el mundo en regiones 

templadas y tropicales/subtropicales, respectivamente (Figura 9). La distribución de 

Cx. australicus y Cx. globocoxitus se encuentra restringida en Australia. Mientras 

que la especie Cx. pallens, es endémica en Japón y el Lejano Oriente de Eurasia 

(Yurchenko et al., 2020). 

Principalmente, el mosquito Cx. pipiens es uno de los mosquitos vectores de 

enfermedades más importantes en las zonas templadas de todo el hemisferio norte. 

Sus biotipos Cx. pipiens pipiens y Cx. molestus; cada uno tiene estrategias de vida 

únicas específicamente adaptadas a su nicho ecológico (Las diferencias incluyen la 

capacidad de invernar la diapausa, la preferencia de alimentarse de sangre, los 

comportamientos de apareamiento y la dependencia de ingesta de sangre para 

producir huevos). Aunque ambos mosquitos se encuentran en áreas 
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urbanas, los mosquitos Cx. pipiens pipiens residen sobre el suelo a diferencia de 

Cx. molestus que habita en infraestructuras subterráneas hechas por el hombre, 

como alcantarillas y túneles. Cx. quinquefasciatus prospera en regiones tropicales 

y subtropicales del planeta y a menudo lo encontramos dentro y alrededor de 

nuestros hogares. Juntos, Cx. pipiens y Cx. quinquefasciatus se encuentran en la 

mayoría de las áreas habitadas a nivel mundial y a menudo están estrechamente 

asociados con los humanos, ambos son los principales vectores de enfermedades 

virales (Farajollahi et al., 2011). 
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Figura 9. Distribución global de Cx. pipiens y Cx. quinquefasciatus. Las áreas 

sombreadas muestran la distribuvión mundial del mosquito vector Cx. pipiens (rosa) 

y Cx. quinquefasciatus (gris oscuro). Las dos especies hibridan donde entran en 

contacto (líneas negras punteadas), excepto en Sudáfrica (damas rosa- grisáceas), 

donde los 'Cx. pipiens' locales no se cruzan con Cx. quinquefasciatus coexistentes 

y pueden representar una tercera especie. La diversidad ecológica dentro de Cx. 

pipiens se centra a través del Paleártico occidental (rectángulo negro), donde esta 

diversidad es más alta y probablemente fue el lugar de origen. Las poblaciones de 

Cx. pipiens en el este de Asia se reconocen como una subespecie distinta (Cx. 

pallens), mientras que se cree que las de las Américas y Australia se establecieron 

relativamente recientemente. Cx. pipiens también puede ocurrir esporádicamente en 

elevaciones altas en África tropical. Modificada de (Haba and McBride, 2022). 
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CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES 

 
2.1 Viroma de Aedes aegypti y Culex pipiens 

 
Los mosquitos del género Aedes aegypti y complejos Culex pipiens se han 

expandido desde nichos forestales ancestrales hasta los entornos peridomésticos, 

ambas especies han demostrado ser vectores competentes de numerosos virus 

transmitidos por artrópodos. 

Los arbovirus son aquellos virus que se transmiten biológicamente al ser 

humano u otros vertebrados por ciertas especies de artrópodos hematófagos. Estos 

arbovirus incluyen una amplia variedad de virus de ARN pertenecientes a la familia 

Flaviviridae, Togaviridae y el orden Bunyavirales (Schulz & Becker, 2018), algunos 

de los cuales son causantes de millones de muertes humanas y animales cada año, 

convirtiéndolos en una amenaza grave y significativa para la salud humana y animal 

(Elrefaey et al., 2020). 

La cantidad de virus identificados en mosquitos ha aumentado 

dramáticamente en la última década, estudios metagenómicos a gran escala han 

ayudado a proporcionar una visión general más amplia de los virus que circulan en 

estos vectores, y han establecido que albergan un viroma rico y diverso compuesto 

principalmente por arbovirus e ISV (Figura 10A, B) (de Almeida et al., 2021). Los 

arbovirus y los ISV en mosquitos pertenecen a diversas familias de virus 

compuestas en gran parte por virus de ARN (Figura 10C). Los estudios en 

mosquitos Ae. aegypti de diferentes partes del mundo muestran que algunos ISV 

están muy extendidos, como Phasi Charoen-like virus, Humaita-Tubiacanga virus, 
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Aedes anphevirus y CFAV, aunque carece de estudios más amplios que comparen 

directamente los mosquitos de diferentes lugares. También carece de una 

comparación sistemática entre especies, pero algunos estudios han analizado el 

viroma de diferentes mosquitos como Culex spp., Aedes spp. y Anopheles spp., 

mostrando variaciones en la diversidad y abundancia de virus entre especies, pero 

no observaron patrones consistentes asociados con mosquitos específicos 

(Sadeghi et al., 2017). 
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Figura 10. Descripción de los virus que circulan en los mosquitos. (A) Números 

acumulados de entradas únicas en Genbank para virus asociados con mosquitos. 

Los números para arbovirus e ISV también se indican por separado. (B) Número 

acumulado de artículos en Pubmed que contienen los términos "metagenómica de 

mosquitos" o "viroma de mosquitos". (C) Diversidad de familias virales de arbovirus 

e ISV en la lista de virus de mosquitos en Genbank. Tomada de (Almeida et al., 

2021). 

 
 
 

 

Se han identificado una variedad de ISV que se replican sólo en células de 

artrópodos a diferencia de los arbovirus (Thannesberger et al., 2020). La mayoría 

de los ISV de ARN se clasifican en las familias de Flaviviridae, Togaviridae, el orden 

de Bunyavirales y, recientemente, Mesoniviridae (Bolling et al., 2015). Múltiples 

estudios filogenéticos han revelado que la mayoría de los ISV están estrechamente 

relacionados con los arbovirus en términos de estructura del genoma, orden de los 

genes y secuencia de nucleótidos (Öhlund et al., 2019). Es posible que los ISV 

adquirieron la capacidad de infectar a huéspedes secundarios (vertebrados) 

evolucionando a lo que hoy conocemos como arbovirus. Estudios han demostrado 

que los ISV pueden modular la susceptibilidad de los mosquitos a la infección por 

arbovirus tanto en modelos de coinfección in vivo como in vitro (Parry et al., 2021). 
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El interés por la detección de arbovirus ha llevado al descubrimiento de una 

diversidad extensa de virus. Los arbovirus e ISV no son los únicos virus que circulan 

en estos vectores. En general, la diversidad del viroma del mosquito se encuentra 

en constante flujo, que dependerá del entorno donde se desarrollen (Shi et al., 2019). 

Un estudio reciente sobre el viroma de Ae. aegypti y el complejo Cx. pipiens, 

analizaron los impactos del virus para sus especies huésped asociadas anotadas 

en la base de datos del NCBI. Identificaron virus en una amplia gama de huéspedes 

en mosquitos Ae. aegypti y el complejo Cx. pipiens. Además de los virus de 

huéspedes vertebrados, como los virus humanos, de murciélagos y otros virus de 

mamíferos, detectamos virus asociados con huéspedes invertebrados, virus de 

plantas, virus ambientales y bacteriófagos. Cuando los taxones virales se agruparon 

según los grupos huéspedes relacionados, observaron que la riqueza taxonómica 

era más alta para los virus y bacteriófagos asociados a mosquitos (Figura 11A). 

Dentro del grupo de huéspedes vertebrados, los virus asociados con mamíferos y, 

en particular, con murciélagos prevalecieron en alta diversidad. Estos dos grupos 

se encontraban entre los más abundantes en las cuatro muestras (Figura 11B). 

Sin embargo, este hallazgo puede estar sesgado por el hecho de que el microbioma 

viral de los murciélagos ha sido muestreado más extensamente que el de otras 

especies de mamíferos silvestres (Thannesberger et al., 2020). 
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Figura 11. Taxones virales agrupados por el organismo huésped asociado 

(NCBI). Para la muestra de Ae. aegypti; Ae.ae._BRB, para muestras del complejo 

Cx. pipiens; C.pip.cl._BRB, C.pip.cl._AUT_01 y C.pip.cl._AUT_02. Tomada de 

(Thannesberger et al., 2020). 

 

Otro estudio relacionado con el viroma de los mosquitos vectores Ae. aegypti 

y Ae. albopictus en un rango global extenso, han identificado tres nuevos 

Mononegavirus de cadena negativa. El primero, el virus Formosus, un Rhabdovirus 

de una colonia de laboratorio de Ae. aegypti formosus, San Gabriel Virus y 

Longgang virus (Figura 12). Al igual que otros virus con genomas, en su mayoría 

de ARN. 
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Figura 12. Nuevos virus de ARN de sentido negativo de los mosquitos Ae. 

aegypti y Ae. albopictus. (A) Estructura del genoma y organización de nuevos 

Mononegavirus (B) Colocación filogenética de nuevos Mononegavirus construidos 

en base a una alineación de la secuencia de la proteína L. Tomada de (Parry et al., 

2021). 

2.2 Evolución de los virus de ARN 
 

Las poblaciones virales evolucionan por la acción de la mutación y la 

recombinación y están sujetas a las mismas fuerzas evolutivas que todos los 
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organismos, incluida la deriva genética aleatoria y la selección natural (Holmes, 

2011). Sin embargo, debido a sus altas tasas de mutación y profundas fluctuaciones 

del tamaño de la población, los virus de ARN se encuentran con estas fuerzas de 

maneras fundamentalmente diferentes a las de los organismos celulares (Dolan et 

al., 2018). El historial de los virus se caracteriza por episodios de fuerte selección 

purificadora que impulsan una rápida evolución adaptativa y frecuentes cuellos de 

botella poblacionales (reducción del tamaño de población viral) repetidos que 

resultan en una deriva genética (Dolan et al., 2018). Las influencias relativas de 

estas fuerzas en la trayectoria evolutiva de las poblaciones virales, y las escalas en 

las que se observan las poblaciones, varían espacial y temporalmente. 

2.2.1 Mecanismos de variabilidad genética más frecuentes 
 

1. Mutaciones: Una mutación se refiere a la síntesis molecular o 

modificación de uno o varios cambios nucleotídicos en un gen que lo diferencia de 

su parental (Holmes, 2011). El ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) de 

los virus de ARN son especialmente propensos a errores, exhibiendo las tasas de 

mutación más altas (mutaciones por sitio por generación) en la naturaleza (Sanjuán, 

2012). Como resultado, muchos virus de ARN evolucionan muy rápidamente. 

2. Recombinaciones: Las recombinaciones pueden ser definidas como un 

proceso mediante el cual el material genético es intercambiado, resultando en la 

formación de un ácido nucleico compuesto de 2 ácidos nucleicos parentales o 
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más. Las recombinaciones pueden ocurrir entre genomas virales diferentes o entre 

un genoma viral y otro genoma no viral (genoma del hospedero, genoma de algún 

otro parásito que coinfecta el mismo hospedero o de un plásmido) (Valdés et al., 

2006). 

3. Intercambio de genes: Este proceso ocurre cuando 2 virus de genoma 

segmentado o más coinfectan una célula y la progenie resultante tendrá genomas 

segmentados de ambos parentales. Este mecanismo en condiciones naturales 

brinda la posibilidad de un gran número de combinaciones que ocurren entre virus 

con genoma segmentado (Orthomyxovirus, Reovirus, Arenavirus, Birnavirus, 

Bunyanvirus, Nodavirus, Geminivirus y Ribovirus) (Valdés et al., 2006). 

2.2.2 Selección y deriva 
 

Cada mutación tiene un efecto característico sobre el éxito replicativo, o 

aptitud, del virus, conocido como efecto de aptitud mutacional. En los virus de ARN, 

el efecto de aptitud (ω) de la mayoría de las mutaciones es perjudicial (ω < 1) o letal 

(ω = 0) (Singh & Yi, 2021). Las mutaciones que no ejercen ningún efecto, o tienen 

poco, sobre la aptitud de la población viral se denominan neutrales o casi neutrales 

(ω ≈ 1) (Jensen et al., 2019). Las mutaciones beneficiosas, aquellas mutaciones 

que confieren una ventaja adaptativa al virus (ω > 1), son comparativamente raras. 

En conjunto, las mutaciones presentes en un genoma, su genotipo, determinan la 

aptitud o fenotipo del genoma. 

La selección natural actúa sobre la diversidad fenotípica de los genomas 

mutantes en la población para conducir a las poblaciones hacia una mayor aptitud. 
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Las mutaciones beneficiosas, si no se ven obstaculizadas, aumentarán a la fijación 

impulsada por la selección positiva. Los mutantes deletéreos, que resultan en una 

aptitud reducida, se eliminan de la población por selección negativa o purificadora 

(Singh & Yi, 2021). Como tal, la selección natural tiene una influencia determinista 

en la evolución de las poblaciones virales. La probabilidad de que un alelo 

adaptativo vaya a la fijación y reemplace la secuencia maestra dentro de la población 

es una función de su frecuencia, su efecto de aptitud y el tamaño efectivo de la 

población (Jensen et al., 2019). 

En poblaciones finitas, el proceso evolutivo es impulsado no sólo por la 

influencia determinista de la selección, sino también por la influencia estocástica 

de la deriva genética aleatoria (Dolan et al., 2018). La deriva genética, la fluctuación 

estocástica de las frecuencias alélicas en la población, ocurre en todas las 

poblaciones finitas como resultado del error de muestreo de generación en 

generación (Valdés et al., 2006). La deriva sola puede conducir a la fijación de 

mutaciones neutras y perjudiciales en la población. El error de muestreo y, por lo 

tanto, la influencia de la deriva genética en las trayectorias evolutivas es mayor en 

poblaciones pequeñas. 

2.3 RNA-seq 
 

Actualmente, y gracias a los avances en las técnicas de secuenciación del 

ADN, a través de tecnologías de nueva generación, NGS (del inglés Next 

Generation Sequencing), se han revolucionado campos como los de la genómica y 

la transcriptómica. Estas tecnologías han permitido no solo generar información 
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con altos rendimientos y a bajo costo, sino también abrir nuevos horizontes para el 

entendimiento detallado y global de procesos de expresión génica (Ward et al., 

2012). 

La caracterización completa y el análisis global de la expresión génica en una 

célula o tejido, aun sin ninguna información genómica previa, es ahora posible a 

través de la implementación de la secuenciación de ADNc (determinación del orden 

de los nucleótidos del ADN complementario), o más recientemente de la 

secuenciación directa de ARN, tecnología conocida como RNA-seq (Egan et al., 

2012; Ward et al., 2012). 

2.3.1 Tecnología RNA-seq 
 

El RNA-seq es una herramienta transcriptómica actual que está fundamentada en 

la secuenciación de ADNc basada en los desarrollos NGS. En esta tecnología se 

captura el ARN total o ARNm, el cual se fragmenta y convierte en una librería de 

ADNc. Uno de los pasos fundamentales es la obtención de un ARN de buena calidad 

que represente todos los transcritos que se producen en la condición y tejido de 

estudio. Para el aislamiento del ARN con frecuencia se emplean kits de extracción 

de ARNm, que aplican la captura a partir de la cola poli-A (Egan et al., 2012). La 

fragmentación del ARN o del cDNA se realiza o bien por nebulización, por digestión 

con enzimas de restricción o a través del uso de cationes divalentes bajo 

condiciones de presiones elevadas. Generalmente el fraccionamiento se realiza 

posteriormente a la síntesis de ADNc (Marguerat & Bähler, 2010). 
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Una vez obtenido el ADNc se ligan adaptadores de tal forma que cada fragmento 

generado contendrá un adaptador ligado en sus extremos 3´y 5´ (Marguerat & 

Bähler, 2010). Las secuencias de estos adaptadores se conocen y serán necesarias 

para que cada fragmento pueda ser secuenciado, y en algunos casos pueden 

emplearse para diferenciar otros grupos de fragmentos obtenidos a partir de 

muestras de ADNc diferentes; sin embargo, no en todos los casos se requiere la 

ligación de adaptadores, lo cual dependerá de la plataforma de secuenciación a 

emplear (Marguerat & Bähler, 2010). 

2.3.2 Plataformas y estrategias de secuenciación para RNA-seq 
 

La tecnología RNA-seq actualmente está disponible comercialmente en las 

compañías Roche/454, Solexa/Illumina, SOLiD/Life Technologies y 

Helicos/BioSciences (Sedano & Carrascal, 2012); sin embargo, de las tecnologías 

de NGS disponibles las más aplicadas son Roche/454 y Solexa/Illumina (Wang et 

al., 2011), también se encuentra Ion Torrent y PacBio. Cada una de estas 

tecnologías emplea diferentes métodos de preparación de la muestra, separación 

y secuenciación de moléculas, el resumen de cada una de estas tecnologías se 

muestra en la Tabla 3. 
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2.4 Detección de virus por RNA-seq 

 

Tabla 3. Resumen de las tecnologías actuales de próxima generación: 

métodos utilizados en la preparación de muestras, separación y 

secuenciación de moléculas, y resultados anunciados. Tomada de   (Radford 

et al., 2012). 

 
 

Esta herramienta ahora está cambiando la forma en que entendemos a los 

virus, particularmente en las áreas de secuenciación del genoma, evolución, 

ecología y el descubrimiento de virus nuevos. La metatranscriptómica tiene varias 

ventajas sobre enfoques como el cultivo celular, la PCR de consenso y los métodos 

metagenómicos basados en la purificación de partículas virales (Radford et al., 

2012) y ha demostrado ser exitosa en la caracterización de los viromas de diversos 

invertebrados. Específicamente, (I) revela todo el viroma de ARN, con cobertura 

suficiente para reconstruir genomas virales completos, incluidos los de parásitos 

coinfectantes; II) proporciona una cuantificación y evaluación fiables de los ARN 

tanto virales como del huésped; y (III) es relativamente simple, requiriendo un 

procesamiento mínimo de muestras. La preparación de la biblioteca para los 

estudios de metatranscriptómica generalmente implica la eliminación o el 

agotamiento del ARN ribosómico y no está enriquecida para las transcripciones de 

ARNm poli-A, un paso de preparación de la biblioteca que generalmente se usa para 

el análisis diferencial de expresión génica. Si bien el paso de enriquecimiento poli-A 

sesga la población de virus identificados, con suficiente profundidad, muchos virus 

no enriquecidos con poli-A también se pueden ensamblar e 
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identificar a partir de estos datos (Parry et al., 2021). Lo más importante es que la 

metatranscriptómica proporciona más información que la que proporciona la 

secuencia del genoma sola, lo que permite una caracterización directa de la 

diversidad viral y la ecología (Shi et al., 2017). 

2.4 Bioinformática 
 

La bioinformática es la aplicación de herramientas y análisis computacionales 

para comprender e interpretar datos biológicos. La bioinformática es un campo 

interdisciplinario que se ha aplicado ampliamente en la biología y la medicina 

modernas para la gestión de datos. El análisis de los datos de secuenciación masiva 

generados a partir de plataformas de secuenciación de alto rendimiento 

generalmente incluye la verificación de calidad, el ensamblaje y la clasificación 

taxonómica de las lecturas y / o contigs producidas por el ensamblaje (Figura 13). 

 



51  

 

Figura 13. Flujo de trabajo bioinformático para metagenómica viral. Los 

principales pasos bioinformáticos utilizados para analizar los conjuntos de datos 

de secuenciación de alto rendimiento. Tomada de (Cholleti et al., 2018). 

 

La verificación de calidad implica el recorte de secuencias de acuerdo con 

las puntuaciones de calidad de Phred, que están relacionadas con las 

probabilidades de error en el llamado de las bases (Ewing & Green, 1998). También 

incluye, identificar y eliminar duplicados de secuencia que son producidos por la 

plataforma de secuenciación de alto rendimiento como resultado de la amplificación 

de PCR, errores de PCR o errores de secuenciación y es necesario para reducir el 

tiempo computacional, calcular con precisión una abundancia estimada de especies 

y mejorar el ensamblaje. Todas estas condiciones de filtrado de calidad se pueden 

especificar en función de los análisis posteriores requeridos (Patel & Jain, 2012). 

Además, las secuencias que no son un objetivo del estudio se pueden filtrar para 

eliminar los ensamblajes erróneos y acelerar el análisis. Por ejemplo, las secuencias 

del host se pueden eliminar de una muestra si las secuencias objetivo son lecturas 

relacionadas con el virus (Bzhalava et al., 2013). Las posibles secuencias 

contaminantes o las secuencias que no son relevantes también se pueden eliminar 

alineándose con secuencias de referencia, que se pueden realizar utilizando varias 

herramientas de alineación de lecturas cortas como BWA, SOAP2 y Bowtie2 (Li & 

Durbin, 2010). 
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El ensamblaje de secuencias más cortas que tienen superposiciones 

coincidentes genera secuencias más largas llamadas secuencias contiguas 

(contigs), un método conocido como ensamblaje de novo. Estos contigs se pueden 

extender aún más mediante la fusión de contigs más cortos. Hay dos tipos 

principales de programas de ensamblaje de novo, ensambladores de 

superposición/diseño/consenso, que se utilizan ampliamente para lecturas más 

largas y ensambladores de grafos de Bruijn. Sin embargo, el proceso de ensamblaje 

podría generar secuencias "quiméricas" que impliquen el ensamblaje de secuencias 

de diferentes organismos o especies, lo que puede ser un problema en los estudios 

metagenómicos virales, ya que la muestra biológica puede contener secuencias 

virales estrechamente relacionadas (Berthet et al., 2016). 

La clasificación taxonómica es el paso final en el análisis metagenómico, 

donde cada secuencia se asigna a un grupo taxonómico. La clasificación basada en 

la similitud más utilizada es Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), donde las 

secuencias se comparan con genomas conocidos. Se pueden utilizar diferentes 

versiones de BLAST, como BLASTx y tBLASTx. Teniendo en cuenta el lapso de 

tiempo para la clasificación de secuencias, se han desarrollado varias herramientas 

diferentes que pueden reducir el tiempo requerido de semanas a días, por ejemplo, 

RAPsearch2, Diamond, Kaiju y Kraken. 



53  

 

JUSTIFICACIÓN 
 

Los ISV son un grupo relativamente nuevo de virus con muchas propiedades 

interesantes que tienen el potencial de ser utilizados para comprender mejor la 

evolución de los virus en general y posiblemente ayudar a la prevención de la 

transmisión de arbovirus. Sin embargo, se tiene una comprensión limitada de la 

composición y diversidad del viroma de Aedes aegypti y Culex pipiens. Con los 

avances en las herramientas moleculares para la detección viral como la 

metatranscriptómica, actualmente se han descrito y detectado nuevos virus 

específicos de insectos de manera aislada geográficamente. La integración global 

y comparación de metadatos proporcionará nuevos conocimientos sobre la 

diversidad y evolución viral, incluyendo a los arbovirus. 
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HIPÓTESIS 
 

El estudio del viroma en mosquitos vectores médicamente importantes 

proporcionará recursos clave para evaluar la relación y evolución de los virus 

específicos de insectos entre los mosquitos y los arbovirus que transmiten. 
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OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar la diversidad de virus presentes en mosquitos Ae. aegypti y Cx. pipiens; 

y determinar los procesos evolutivos en las proteínas de envoltura de los virus con 

mayor abundancia a partir de datos metatranscriptómicos disponibles en bases de 

datos públicas. 

Objetivos específicos 
 

▪ Recopilar viromas de Ae. aegypti y Cx. pipiens recolectados en distintas 

partes del mundo en los últimos años. 

▪ Realizar una asignación taxonómica de las secuencias virales obtenidas a 

partir de los viromas de Ae. aegypti y Cx. pipiens. 

▪ Analizar la diversidad de los genomas virales en los viromas de Ae. aegypti 
 

y Cx. pipiens. 
 

▪ Comparar la diversidad y abundancia del viroma de Ae. aegypti y Cx. pipiens. 

▪ Determinar las presiones de selección sobre las proteínas de envoltura de 

los ISV y arbovirus con mayor abundancia en los viromas para determinar su 

evolución. 
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CAPÍTULO 3. METODOLOGÍA 

 
3.1. Recopilación de datos de RNA-seq 

 
Para identificar publicaciones que utilizan secuenciación de ARN (RNA-seq) 

en mosquitos Ae. aegypti y Cx. pipiens, se realizó una búsqueda bibliográfica en 

PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed; (Consultado el día 25 de Agosto de 

2022)) y Google Academic (https://scholar.google.es/schhp?hl=es; (Consultado el 

día 27 de Agosto de 2022)) utilizando los siguientes términos de búsqueda: (“Aedes 

aegypti” O “Culex pipiens” y “RNA-seq” o ”Metatranscriptómic” o “Viromic” o 

“Virome”). A partir de estas publicaciones se obtuvieron datos crudos (Archivos 

SRA; Sequence Read Archive) depositados en la base de datos GenBank. Se 

recuperaron todos los artículos de revistas relevantes publicados a partir del año 

2011 y se excluyeron todas aquellas publicaciones en el que los datos no eran 

accesibles o entraban en conflicto con los intereses de los autores de la publicación. 

La ubicación de captura original de los mosquitos para cada muestra se 

aproximó a partir de la bibliografía correspondiente utilizando los paquetes “sf”, 

“tidyverse” y “rworldxtra” en el entorno RStudio (versión 4.1.2). 

3.2. Análisis bioinformático 
 

Los archivos Fastq de los números de acceso de SRA asociados se 

descargaron utilizando el software de NCBI SRA Toolkit (versión 3.0.0) con la 

herramienta Fastq-dump. Una vez descargado los archivos fastq de los SRA, se 

utilizó la herramienta FastQC (versión 0.11.4) para evaluar la calidad de los datos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed%3B
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crudos. Los adaptadores y las regiones de secuenciación de baja calidad se 

removieron utilizando el software Trimmomatic (versión 0.39) bajo las siguientes 

condiciones; LEADING = 3, TRAILING = 3 y SLIDINGWINDOW = 4:15. Los 

parámetros MINLEN y HEADCROP variaban dependiendo la calidad de cada 

muestra. Posteriormente se realizó un alineamiento y mapeo de las secuencias 

cortas de ARN con el genoma de referencia para Ae. aegypti (AaegL5.0; 

PRJNA318737) y Cx. pipiens (VPISU_Cqui_1.0_pri_paternal; PRJNA644878 y 

TS_CPP_V2; PRJNA668557) utilizando el programa Hisat2 (Versión 2.2.1). 

Finalmente los archivos SAM (Sequences Aligment MAP) generados por Hisat2 se 

comprimieron a archivos fasta utilizando la herramienta Samtools (versión 0.1.19) 

para análisis posteriores. 

3.3. Identificación de virus 
 

Como primer enfoque se realizó un análisis BLASTn (versión 2.2.31) de los 

contigs alineados contra la base de datos de genomas virales completos 

previamente descargados de la base de datos GenBank 

(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/; (Consultado el día 18 de Octubre de 2022)), 

empleando un umbral mínimo de e‐value de 1×10−4 para retener una alta 

sensibilidad a una tasa baja de falsos positivos. La anotación taxonómica de contigs 

se resolvió importando los resultados de BLAST a MEGAN (versión 6.24.11). Todos 

los parámetros de MEGAN, incluida la asignación del ancestro común más bajo 

(LCA), se mantuvieron en valores predeterminados, excepto la opción “Min Percent 

Identity” (que establece un porcentaje mínimo de identidad 
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para las alineaciones), que se estableció a un valor de 60 para cada muestra. Un 

análisis recíproco en VirusTaxo (versión 0.2.5) (https://omics-lab.com/virustaxo; 

(Consultado el día 28 de Octubre de 2022)), se utilizó como segundo enfoque para 

predecir la clasificación taxonómica a nivel de género. VirusTaxo asigna una 

taxonomía de fracción mayor de contigs metagenómicos en comparación con otros 

métodos de clasificadores taxonómicos existentes. Presenta una precisión 

promedio del 93% en la predicción de virus de ADN y ARN, realiza una clasificación 

taxonómica del genoma del virus utilizando clasificación jerárquica multiclase por 

enriquecimiento k-mer (Raju et al., 2022). El rango de huéspedes de los virus 

identificados se buscó en NCBI según el nombre de la especie o familia viral, así 

como también se tomaron en cuenta los datos provenientes de la página web de 

ViralZone (https://viralzone.expasy.org; (Consultado el día 30 de Octubre de 2022)). 

3.4 Caracterización de la abundancia y diversidad viral 
 

Para determinar la abundancia de virus, primero se filtraron y ordenaron los 

datos obtenidos anteriormente utilizando el paquete “tidyverse” en RStudio, así 

como el uso de la herramienta Microsoft Excel, respectivamente. A continuación, se 

calculó y visualizó la abundancia relativa de todos los virus a nivel de especie, 

género y familia para cada una de las muestras utilizando los paquetes “ggplot2” y 

“reshape” en el entorno RStudio, los resultados de los 25 virus principales con la 

mayor abundancia se conservaron y agruparon por especie de mosquito. 
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Para cada muestra, la diversidad alfa, que refleja la riqueza observada 

(número de taxones) o la uniformidad (la abundancia relativa de esos taxones) de 

una muestra promedio, se estimó utilizando el índice de diversidad de Shannon y 

Simpson a nivel de género de virus. Se utilizó un modelo lineal generalizado para 

investigar el efecto de la especie del mosquito, año de recolección, país de 

recolección de origen y zona climática del país con respecto a la diversidad alfa. 

En adición, se calculó la diversidad beta mediante un análisis de coordenadas 

principales (PCoA) basado en una matriz de disimilitud de Bray- Curtis calculada a 

nivel de género entre muestras en correlación con la especie del mosquito, año 

de recolección, país de recolección de origen y zona climática del país. El clima del 

sitio de muestreo se consultó desde el sitio web “Weather and Climate” 

(https://tcktcktck.org; (Consultado el día 4 de Noviembre de 2022)). Todos estos 

análisis estadísticos se realizaron utilizando el paquete “vegan”, y los gráficos 

utilizando los paquetes “phyloseq” y “ggplot2” implementados en el entorno 

RStudio. 

3.5 Análisis evolutivo de virus de ARN 
 

Las especies virales de ARN expresados en gran abundancia (Aedes 

anphevirus , Culex orthophasmavirus y Chikungunya), fueron utilizados como virus 

candidatos para inferir su historia evolutiva. Para ello, las lecturas cortas de ARN se 

alinearon nuevamente contra la secuencia de referencia codificadora de proteínas 

estructurales del virus (glicoproteína para Aedes anphevirus (MH237595.1); 

segmento M para Culex orthophasmavirus (NC_055213.1); y una 
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poliproteína para CHKV (MF773560.1)) mediante el uso de la herramienta Bowtie2 

(versión 2.2.6). A partir de los contigs alineados se obtuvieron las secuencias 

consenso de nucleótidos mediante el programa UGENE (versión 45.0). Se realizó 

un BLASTn a las secuencias de referencia (MH237595.1, NC_055213.1 y 

MF773560.1) bajo parámetros predeterminados en el software NCBI Web BLAST+ 

(versión 2.13.0) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; (Consultado el día 3 de 

Diciembre de 2022)) y se descargaron todas las secuencias alineadas en formato 

fasta. 

3.5.1 Análisis filogenético 
 

Las secuencias alineadas obtenidas del BLASTn, junto con las secuencias 

consenso fueron alineadas utilizando la opción MUSCLE desde el programa 

SEAVIEW (versión 5.0.5), mientras que los codones de término fueron removidos 

por el programa ALIVIEW (versión 1.28). Para inferir la relación filogenética de las 

secuencias alineadas, se produjeron árboles consenso de máxima verosimilitud 

utilizando IQ-TREE (versión 1.6.10) y visualizados desde el programa FigTree 

(versión 1.4.4). Por otro lado, la identificación de sitios mutacionales bajo presión 

selectiva de las secuencias alineadas se realizó utilizando el método FEL (Fixed 

EffectsLikelihood) (que utiliza un enfoque de máxima verosimilitud para inferir tasas 

de sustitución no sinónimas y sinónimas sitio por sitio) en el servidor web 

Datamonkey (https://www.datamonkey.org; (Consultado el día 7 de Diciembre de 

2022)). 
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3.5.2 Análisis estructural 
 

Finalmente se creó un modelado de listones y superficie de las proteínas 

estructurales de los virus analizados. Se utilizó I-TASSER (versión 5.1) 

(https://zhanggroup.org/I-TASSER/; (Consultado el día 15 de Diciembre de 2022)), 

un servidor en línea que implementa algoritmos basados en I-TASSER (Iterative 

Threading ASSEmbly Refinement) para generar predicciones de modelos de alta 

calidad de estructura 3D y función biológica de las moléculas de proteínas a partir 

de sus secuencias de aminoácidos. Para ello, se utilizó una predicción basada en 

las proteínas estructurales de superficie (MH237595.1, NC_055213.1 y 

MF773560.1) y se visualizaron utilizando el programa ChimeraX (versión 1.5). 
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3.6 Diagrama metodológico  
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CAPÍTULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
4.1 Distribución global de los datos seleccionados 

 
Para proporcionar una visión más amplia del viroma de Ae. aegypti y Cx. 

pipiens, se realizó un análisis metatranscriptómico a partir de bibliotecas de RNA- 

Seq de alto rendimiento depositadas en la base de datos NCBI. Se seleccionaron 

16 muestras (Tabla 4) que provenían de tejidos de colonias de laboratorio, 

mosquitos capturados de manera silvestre o líneas celulares producidas a partir de 

ambas especies. Las muestras fueron recolectadas originalmente de distintas 

ubicaciones geográficas, involucrando a 9 países diferentes distribuidos en los cinco 

continentes entre el año 2011 al 2019 (Figura 14A). 

 
 

 

Tabla 4. Número de acceso de muestras analizadas en este estudio. 
 
 
 

En este conjunto de datos, se analizaron un total aproximado de 294 

mosquitos (87 pertenecían a la especie Ae. aegypti, y 207 a Cx. pipiens) distribuidos 

en dieciséis muestras que fueron agrupadas según la especie del 
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mosquito (Ae. aegypti o Cx. pipiens, 8 muestras por cada especie), el género (es 

decir, hembras o mix (hembras y machos)), el año y sitio de recolección (Figura 

14B). Para algunos muestreos, en al menos 3 países fueron asignados como 

réplicas, y 2 países coincidían en el sitio de recolección de datos para ambas 

especies (Figura 14B). Estos grupos formaron la base para comparaciones 

posteriores de la diversidad y abundancia de viromas de mosquitos. 
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Figura 14. Información de muestreo de datos de RNA-seq. (A) Ubicación y año 

original de captura de los mosquitos Ae. aegypti (rojo) y Cx. pipiens (azul). (B) 

Organización de las muestras seleccionadas: cada línea representa una muestra 

con el total de mosquitos analizados, país de recolección (AUS = Australia, CHN = 

China, COL = Colombia, FRA = Francia, GLP = Guadalupe, TTO = Trinidad y 

Tobago, TUN = Túnez, UGA = Uganda y USA = Estados unidos) y género del 

mosquito. La altura de la línea representa réplicas de muestreo en ese país. A lo 

largo de la figura, el color rojo representa Ae. aegypti y el azul Cx. pipiens. Los 

círculos denotan pools de mosquitos hembra, mientras que los triángulos denotan 

pools de machos y hembras. 

 

 

4.2 Descripción general del viroma Ae. aegypti y Cx. pipiens 
 

La secuenciación metatranscriptómica de 16 muestras seleccionadas 

presentaban un promedio de 21,787,977 lecturas (rango 680,542 – 58,798,435) 

por muestra, estas fueron alineadas y mapeadas en contings para la identificación 

de especies virales. Estos datos revelaron una alta diversidad de virus, con un 

viroma que comprende de 27 supergrupos principales de virus de ARN y 25 de ADN, 

entre los cuales 10 de ellos tuvieron un mayor impacto de abundancia en la mayoría 

de las muestras (Figura 15A). Aunque el análisis variaba en la cantidad de 

mosquitos que comprendía la muestra, se documentó un viroma muy diverso y 

abundante, identificando un total de 112 taxones virales diferentes a nivel de 

especie. Además, se evaluó la diversidad del viroma a nivel de género, 
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identificando 682 géneros (Figura 15C) perteneciente a 132 familias virales 

diferentes (Figura 15D), de los cuales 2 muestras (X_CHN_2018 y SP_AUS_2015) 

de Cx. pipiens presentaban la totalidad de géneros identificados en este estudio. Se 

tomaron en cuenta los 25 virus más abundantes de cada nivel taxonómico (especie, 

género y familia) para la comparación del viroma entre las 2 especies de mosquito 

(Figura 15B, C y D). 

Es importante destacar que las composiciones de diversidad fueron muy 

variables según la especie del mosquito y el lugar de recolección. Por ejemplo, 

Culex orthophasmavirus, un ISV para Culex spp., tuvo presencia en 4 muestras de 

3 países distintos (Guadalupe, China y Australia) (Figura 15B). Al igual que Aedes 

anphevirus, otro ISV para Aedes spp., que fue identificado en 2 muestras 

recolectadas en Estados unidos y Colombia (Figura 15B). Otros virus fueron 

identificados en regiones específicas como Culex picorna-like virus 1 aislado en 

muestras de Cx. pipiens en Francia, y Hubei mosquito virus 2 para Ae. aegypti 

aislado en Colombia (Figura 15B). Por el contrario, el virus Bovine diarrhea virus 1 

perteneciente al género Pestitivirus, fue identificado en 12 muestras de 6 países 

distintos incluyendo ambas especies de mosquito (Figura 15B). En cuanto al 

género, Orthophasmavirus y Alphabaculovirus eran muy abundantes en las 

muestras de mosquitos Cx. pipiens, pero no en muestras de Ae. aegypti (Figura 

15C). Del mismo modo, el género flavivirus solo apareció en muestras de Ae. 

aegypti recolectadas en Estados unidos, Colombia, Trinidad y Tobago, y en gran 

abundancia en el país de Uganda (Figura 15C). Dentro de las 25 familias virales 



67  

 

más abundantes, solo había 3 géneros virales clasificados como virus transmitidos 

por mosquitos, y se distribuyeron principalmente en las familias Togaviridae, 

Flaviridae y Peribunyaviridae (Figura 15D). Mientras que Phenuiviridae, Flaviridae 

y Peribunyaviridae contenían géneros de virus específicos de mosquitos (Figura 

15D). Aunque de todos los virus asociados a mosquitos conocidos, la mayoría de 

ellos aún no se han caracterizado y no se han aislado o identificado. 

 

A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

B) 
 



68  

 

C) 
 

 
D) 
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Figura 15. Descripción general del viroma de Ae. aegypti y Cx. pipiens 
 

analizados en este estudio. (A) Proporción viral más abundante a nivel de orden. 
 

(B) Abundancia relativa de los 25 virus más abundantes de cada muestra a nivel 

taxonómico de especie. (C) Abundancia relativa de los 25 virus más abundantes 

de cada muestra a nivel taxonómico de género. (D) Abundancia relativa de los 25 

virus más abundantes de cada muestra a nivel taxonómico de familia. La 

información de cada pool, como el lugar y año de recolección, se muestra en la parte 

inferior de cada barra, así como también la especie del mosquito al que pertenece 

(agrupados por la barra roja para Ae. aegypti y azul para Cx. pipiens). En el eje de 

la Y se muestra la abundancia relativa para cada análisis. 

 
 

 

4.3 Diversidad del viroma por especie huésped, sitio de recolección y 

clima 

A partir de la abundancia relativa y los metadatos obtenidos de cada muestra, 

primero se comparó la diversidad alfa utilizando el índice de diversidad de Shannon 

y Simpson a nivel de género entre especies de mosquitos (Ae. aegypti y Cx. 

pipiens), lugar de recolección (USA, COL, TTO, UGA, CHN, AUS, GLP, FRA y TUN) 

y zona climática del sitio de recolección (árido, tropical y templado). En general, la 

mayoría de las muestras presentaron un índice de diversidad alfa regular (si 

consideramos valores inferiores a 2 como diversidad baja y valores superiores a 

3 como altas en el índice de Shannon; y valores cercanos a 1 como diversidad alta 

en el índice de Simpson). 
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Con respecto a las comparaciones entre zona climática del sitio de 

recolección de la muestra, la zona templada reveló una diversidad ligeramente 

mayor, en comparación con la zona árida y tropical (Figura 16A). Esta zona incluyó 

a 3 países distintos (Estados unidos, Túnez y China), a diferencia de la zona tropical 

y árida, que solo incluyeron a uno, Guadalupe y Australia, respectivamente (Figura 

16B). La muestra recolectada en Uganda (W_UGA_2016) y Colombia 

(M_COL_2019) pertenecientes a la especie Ae. aegypti, presentaron un nivel bajo 

de diversidad al igual que la muestra CIP_FRA_2016 (recolectada en Francia) de 

Cx. pipiens, siendo el pool con mayor presencia de mosquitos (100 mosquitos 

hembra adultos) utilizados para el análisis transcriptómico. En el caso de la muestra 

LA_GLP_2016 y PB_GLP_2017, ambas pertenecientes la especie Cx pipiens, 

presentaron un índice de diversidad alfa significativamente diferente a pesar de ser 

recolectadas en el mismo país pero en diferente año (2016 y 2017). Las muestras 

recolectadas en el mismo país que incluyen ambas especies de mosquito, como 

F_CHN_2015 y X_CHN_2018 recolectadas en China, mostraron resultados 

similares con un alto índice de diversidad, al igual que las muestras recolectadas en 

Australia (NQ1_AUS_2016, NQ2_AUS_2016, NQ3_AUS_2016, PD_AUS_2015 

y SP_AUS_2015). No se 

encontraron diferencias significativas de diversidad alfa entre las comparaciones 

de Ae. aegypti y Cx. pipiens, ambas especies de mosquito muestran un viroma muy 

diverso y abundante. Cx. pipiens presentó muestras con un nivel de diversidad más 

alto que Ae. aegypti,  sin embargo,  hubo mayor presencia de 
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muestras de Ae. aegypti con un valor superior a 1.75 en el índice de diversidad 

Shannon o 0.625 al índice de diversidad Simpson. 

 
A) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B) 
 



72  

 

C) 

Figura 16. Comparaciones de la diversidad alfa entre especie huésped, sitio 

y clima entre muestras. Se realizó un análisis de diversidad alfa con el índice de 

Shannon y Simpson entre la zona climática del sitio de recolección (A), lugar de 

recolección (B) y especie de mosquito (C). Los colores corresponden a los 

diferentes metadatos ecológicos analizados. 

 
 
 

Luego realizamos una escala multidimensional para examinar el efecto de la 

especie de mosquito, sitio de recolección y clima en relación con la composición del 

viroma de los mosquitos, esto mediante un análisis de coordenadas principales. Al 

relacionar las muestras por zona climática del sitio de recolección, los resultados 

mostraron una ligera agrupación por clima (Figura 17A), en el que la zona templada 

y la tropical presentaron una mayor relación a diferencia de la zona árida (Figura 

17A). Esto sugirió que el viroma de los mosquitos podría estar relacionado con el 

sitio de recolección de la muestra. Posteriormente se analizó la 
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relación por el sitio de recolección de la muestra, en el que mostró agrupaciones 

para algunos países como Estados unidos, Trinidad y Tobago, Túnez, Guadalupe 

y China. Otros países como Colombia, Uganda y Francia estuvieron más aislados 

en comparación con los demás países (Figura 17B). Sorprendentemente, se 

observaron muestras pertenecientes al mismo país de recolección pero no 

mostraron relación alguna. Adicionalmente se empleó el método de doble análisis 

de coordenadas principales o (DPCoA), que fue apropiado para analizar 

conjuntamente dos tipos de datos, en este caso analizamos el sitio de recolección 

de la muestra y especie del mosquito (Figura 17C). Con este método podemos 

observar que la composición del viroma del mosquito se inclina más hacia la especie 

del mosquito, si observamos las muestras recolectadas en China y Australia (estas 

muestras incluyen ambas especies de mosquito), podemos observar el 

agrupamiento entre muestra de la misma especie de mosquito, pero no hay una 

relación entre ambas especies (Figura 17C). 

Aunque los datos seleccionados para este estudio no proporcionan una idea 

concreta debido a la limitación de datos, los resultados inducen a que el viroma de 

los mosquitos de la especie Ae. aegypti y Cx. pipiens presentan una alta diversidad 

y abundancia viral, que se encuentra estructurada principalmente por especie de 

mosquito y menos por el lugar de recolección, sin embargo también se observó una 

cierta estructuración por zona climática, lo que he de esperarse por las condiciones 

de hábitat del mosquito. 
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A) B) 
 

 

C) 

 
 
 

Figura 17. Efecto de la especie del mosquito, sitio de recolección y clima en 

la composición del viroma del mosquito. Análisis de coordenadas principales 

(PCoA) sobre el efecto de la zona climática (A) y sitio de recolección de la muestra 

(B). (C) DPCoA para medir el efecto del lugar de recolección de la muestra y especie 

del mosquito. Diagramas de escala multidimensional (aplicando la matriz de 

distancia euclidiana) donde los colores reflejan diferentes grupos ecológicos. 
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4.4 Evolución y filogenia de virus de ARN asociados a mosquitos 
 

Los virus, al tener genomas típicamente pequeños y en gran parte 

codificantes, experimentan fuerzas selectivas altas. Principalmente los virus de ARN 

carecen de mecanismo de corrección (a diferencia de los virus de ADN), lo que 

resulta en una mayor plasticidad y mayores tasas de mutación. Muchas de estas 

adaptaciones virales involucran cambios en la superficie exterior del virus. Aquí, 

realizamos un análisis estructural y genómico de proteínas estructurales de 

superficie para comprender la evolución de tres virus de ARN. 

4.4.1 Filogenia de Aedes anphevirus (AeAV), Culex phasma-like virus (CPLV) 

y Chikungunya (CHIKV) 

 
Tomando en cuenta la abundancia y diversidad viral obtenida de cada una 

de las muestras, como primera parte se realizó un análisis filogenético de los 

siguientes virus: I) Aedes anphevirus (AeAV), un ISV (virus de ARN de sentido 

negativo del orden Mononegavirales) distribuido en todo el mundo en mosquitos Ae. 

aegypti. Este virus presentó una alta abundancia en muestras de Ae. aegypti 

recolectadas en Estados unidos y Colombia (Figura 15B); II) Culex 

orthophasmavirus similar a Culex phasma-like virus (CPLV), presente en 3 muestras 

con mayor abundancia recolectados en 2 países diferentes (Guadalupe y Australia) 

(Figura 15B); y III) El virus Chikungunya (CHIKV), un arbovirus del género 

Alphavirus altamente abundante en muestras de Ae. aegypti recolectadas en 

Australia (Figura 15B). Se utilizaron secuencias codificantes de proteínas 
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estructurales de AeAV (Glicoproteína; MH237595.1), CPLV (Segmento M; 

NC_055213.1) y CHIKV (Poliproteína; MF773560.1) como genomas de referencia 

para el alineamiento de contings y comparaciones filogenéticas. Los árboles 

filogenéticos se construyeron a partir de secuencias consenso de cada componente 

viral obtenidas a partir de los contings alineados en cada muestra, y secuencias 

obtenidas previamente de un análisis BLASTn de cada genoma de referencia 

(MH237595.1, NC_055213.1 y MF773560.1). 

Para la filogenia de AeAV, se identificó el alineamiento de la secuencia 

codificante completa de la glicoproteína de AeAV (MH237595.1) en la muestra 

M_COL_2019 de Ae. aegypti, con un porcentaje de alineamiento de lecturas del 

0.03% (17640 / 58798435). La secuencia consenso resultante fue de una longitud 

de 1,941 nt. Se descargaron alrededor de 30 secuencias alineadas en formato fasta 

del resultado del análisis BLASTn de la secuencia codificante de la glicoproteína de 

AeAV, con un porcentaje de identidad variando del 98.15% al 99.23%. El resultado 

del árbol filogenético agrupó la secuencia de la proteína de AeAV obtenida en este 

estudio (RSX15159949, visualizada de color rojo, Figura 18) en un clado de AeAV 

recolectados en Colombia y Estados unidos entre el 2017 y 2019. Las similitudes 

de nucleótidos entre los genomas de los AeAV fueron muy altas, variando del 96% 

al 99%. Se observó que las variantes de la proteína de AeAV se agrupaban muy 

estrechamente por zonas geográficas (Color rojo, azul y amarillo, Figura 18), 

aunque algunas variantes se encuentran incluidas dentro de una zona a pesar de 

no estar cerca de mismo continente como por 



77  

 

ejemplo los AeAV recolectados en Australia y Polinesia Francesa (MH237595.1 y 

MH430649.1, respectivamente), lo que indica posible expansión migratoria por parte 

del mosquito vector. Además se identificaron variantes de AeAV aisladas del Ae. 

albopictus (MH430663.1 y MH037149.1, visualizadas de color azul, Figura 18), otro 

importante mosquito vector perteneciente al género Aedes, implicado en la 

transmisión de arbovirus. 

 

 

Figura 18. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en el nivel de 

nucleótidos de la región codificante completa de la glicoproteína del virus 

Aedes anphevirus (AeAV). La información de las variantes de AeAV muestran el 

siguiente orden: Número de acceso de GenBank; lugar y año de recolección; 

hospedero. La secuencia identificada en este estudio se visualiza en color rojo. 

Los AeAV aislados del mosquito Ae. albopictus se visualizan de color azul. El color 

de los cuadros representa la agrupación por continente (Rojo: Asia, Azul: América 

y Amarillo: África) 
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Para la región codificante completa del segmento M de CPLV 

(NC_055213.1), esta presentó alineamiento en 3 muestras de Cx. pipiens 

recolectadas en Guadalupe (LA_GLP_2016) y Australia (SP_AUS_2015 y 

PD_AUS_2015) con un porcentaje de lecturas alineadas del 32.33% (680717 / 

2105526), 1.12% (237305 / 21187981) y 1.58% (329981 / 20884830), 

respectivamente. El resultado de las tres secuencias consenso presentaron un 

tamaño de longitud de 1,941 nt, y se obtuvieron 9 secuencias alineadas del análisis 

BLASTn de la secuencia completa codificante del segmento M de CPLV con un 

porcentaje de alineamiento mayor al 99.15%. Las secuencias consenso 

identificadas en muestras recolectadas en Australia (SRX2901194 y SRX2901195, 

visualizadas de color rojo, Figura 19) se agruparon junto con los virus aislados de 

mosquitos Cx. australicus y Cx. globocoxitus, estos mosquitos pertenecen al 

complejo Cx. pipiens predominando sobre todo en el país de Australia, justo como 

se observa las variantes agrupadas en ese país (Cuadro color rojo, Figura 19). 

Estos virus forman un clado junto con el virus aislado del mosquito Cx. pipiens 

recolectado en Egipto (Cuadro Azul) con un porcentaje de identidad de 99.53%. Por 

otro lado, la secuencia consenso obtenida a partir de la muestra recolectada de 

Guadalupe (SRX5261903, visualizada de color rojo, cuadro amarillo), su relación 

filogenética más cercana se identificó en mosquitos Cx. australicus recolectados en 

Australia en 2015. Del mismo modo, el genoma de CPLV recolectado de Colombia 

en mosquitos Cx. pipiens (Cuadro morado) se distanció filogenéticamente 

presentando un alto porcentaje de identidad del 98.78% (Figura 19). 
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Figura 19. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en el nivel de 

nucleótidos de la región codificante completa del segmento M de Culex 

phasma-like virus (CPLV). La información de las variantes de CPLV muestran el 

siguiente orden: Número de acceso de GenBank; lugar y año de recolección; 

hospedero. La secuencia identificada en este estudio se visualiza en color rojo. El 

color de los cuadros representa  la agrupación de los diferentes CPLV. 

 

Por último la secuencia codificante completa de la poliproteína estructural de 

CHIKV (MF773560.1) tuvo alineamiento en la muestra NQ1_AUS_2016 con un 

0.44% (135895 / 30885126) de lecturas alineadas y 0.31% (95756 / 30888781) de 

lecturas alineadas en la muestra NQ2_AUS_2016, ambas pertenecientes a la 

especie de Ae. aegypti. Se obtuvieron 2 secuencias consenso de 3,744 y 3,742 nt 

de longitud, y alrededor de 100 secuencias alineadas y descargadas del análisis 

BLASTn de la poliproteína de CHIKV para la construcción del árbol filogenético. El 
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análisis reveló que todos los CHIKV recolectados en ubicaciones geográficas 

distantes y en diferentes años, se agruparon muy estrechamente, lo que indica que 

el CHIKV se encuentra ampliamente distribuido (Figura 20). En la figura podemos 

observar como las dos muestras recolectadas de mosquitos Ae. aegypti en Australia 

(cuadro rojo, Figura 20) analizadas en este estudio, se distancian filogenéticamente 

de las demás (cuadro azul, Figura 20) a pesar de mantener un alto porcentaje de 

identidad con las secuencias obtenidas del BLASTn. Esto sugiere que son 

secuencias de la proteína de envoltura diferentes, que han evolucionado 

acomulando un mayor número de cambios con respecto a las otras secuencias y 

por lo tanto no logran agruparse. 
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Figura 20. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en el nivel de 

nucleótidos de la región codificante de la poliproteína de Chikungunya 

(CHIKV). La información de las variantes de CHIKV muestran el siguiente orden: 

Número de acceso de GenBank; lugar y año de recolección. Las secuencias 

identificadas en este estudio se visualizan en el cuadro rojo. El color de los cuadros 

representa la agrupación de los diferentes CHIKV. En adición se muestra el 

alineamiento bajo la opción MUSCLE de las secuencias de aminoácidos de la 

poliproteína de CHIKV. 

 

4.4.2 Evolución neutral en virus AeAV, CPLV y CHKV 

 

 
La teoría neutralista de la evolución molecular establece que la mayor parte 

de los cambios evolutivos a nivel molecular son causados por la deriva genética 

de mutantes neutros en cuanto a la selección natural. Aquí se aplicó una prueba de 

neutralidad de aminoácidos sobre las proteínas estructurales de AeAV, CPLV y 

CHIKV analizadas en este estudio, para ajustarse mejor a un modelo de evolución 

que explique las preferencias de aminoácidos que se han seleccionado para una 

mayor afinidad de unión al receptor del huésped. Además, se demostró mediante 

un modelo estructural las diferentes presiones selectivas ejercidas sobre las 

distintas variantes del virus. 

Para la identificación de sitios mutacionales bajo presión selectiva, se utilizó 

la herramienta DataMonkey empleando el método FEL sobre las secuencias 
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analizadas en este estudio. En general, el resultado mostró un porcentaje bajo en 

la presión natural tanto positiva, como negativa en la evolución de las proteínas 

estructurales de AeAV, CPLV y CHIKV. Para el CHIKV, solo se obtuvo un solo 

sitio (codón) bajo selección natural positiva, a diferencia de las proteínas de AeAV 

y CPLV que no mostraron ningún sitio bajo esta presión. De las 24 secuencias 

analizadas para la poliproteína de AeAV, 111 de los 647 codones alineados 

presentaron una evolución bajo presión natural negativa o purificadora, con un 

porcentaje del 17.15% (Tabla 5), mientras que para las proteínas de CPLV y CHIKV, 

estas mostraron un porcentaje más bajo de codones alineados cerca del 2.48% (16 

/ 643 codones) y 6.57% (82 / 1248), respectivamente (Tabla 5). Sin embargo, los 

tres virus presentaron en mayor proporción que los procesos evolutivos de selección 

natural (Tabla 5), alineamientos bajo evolución neutral, esto quiere decir que las 

mutaciones en las secuencias de ácidos nucleicos son aleatorias, y éstas pueden 

ser fijadas por deriva genética y/o selección natural. 

 
 
 

 
Proceso 

evolutivo 

AeAV CPLV CHIKV 
24 secuencias 

alineadas 

647 codones 9 secuencias 

alineadas 

643 codones 78 secuencias 

alineadas 

1248 codones 

Codones 
alineados 

% Codones 
alineados 

% Codones 
alineados 

% 

S. Positiva 0 0% 0 0% 1 0.08% 

S. Negativa 111 17.15% 16 2.48% 82 6.57% 

Neutral 155 23.95% 24 3.73% 252 20.19% 

Invariable 381 58.88% 603 93.77% 913 73.15% 

Tabla 5. Evolución de la proteína estructural de AeAV, CPLV y CHIKV basado en 

el método de FEL (estableciendo un valor de umbral de P≤0.1) 
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Se realizó un modelo estructural de las proteínas para cada uno de los virus 

analizados, mapeando los sitios bajo evolución neutral basado en el método de FEL 

(valor de umbral de P≤0.1). Para el AeAV se utilizó una predicción basada en la 

glicoproteína de AeAV (MH237595.1) (Figura 21). La figura 21A muestra los sitios 

que caen bajo evolución neutral en un modelo estructural de listones. Se puede 

observar que la distribución de los sitios a lo largo de la secuencia de aminoácidos 

es uniforme, sin embargo presenta 2 regiones de 6 y 4 sitios consecutivos bajo 

evolución neutral (Figura 21B), en la posición del codón 5 y 

284. Los sitios bajo presión natural negativa, del mismo se encontraron dispersos 

uniformemente a lo largo de la secuencia. 

 

Figura 21. Estructura 3D de la glicoproteína de AeAV. (A) Estructura de 

listones. Muestra la posición de los codones bajo evolución neutral (color amarillo). 

(B) Estructura de superficie. Muestra las posiciones de codones consecutivos bajo 

evolución neutral en color amarillo. 

 
A) B) 
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Para el modelo estructural de la proteína del CPLV, se creó basado en la secuencia 

del segmento M codificante de la proteína estructural de CPLV (MF176243.1). Al 

igual que la glicoproteína de AeAV, esta presentó una distribución de codones bajo 

evolución neutra uniformemente, sin embargo la distancia entre los codones bajo 

este proceso evolutivo se encuentra más distante (Figura 22A). Solo se identificó 

una región con 2 sitios consecutivos bajo evolución neutral en la posición 197-198 

(Figura 22B). Esta proteína en gran parte mostró mayor conservación a lo largo de 

toda la secuencia. Los codones que se encontraban bajo presión natural 

purificadora fueron muy escasos y distribuidos distantemente uno del otro a lo largo 

de la secuencia. 

 
 

 
A) 

 
 
 
 

B) 
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Figura 22. Estructura 3D de la proteína estructural de CPLV. (A) Estructura de 

listones. Muestra la posición de los codones bajo evolución neutral (color rosa). 

(B) Estructura de superficie. Muestra las posiciones de codones consecutivos bajo 

evolución neutral en color rosa. 

 

 

Por último, el modelo estructural de CHIKV se creó basado en la poliproteína 

estructural de CHIKV (MT526807.1). En este análisis de identificó 1 codón en la 

posición 311 bajo presión natural positiva (Figura 23C), 82 codones bajo presión 

natural purificadora y 252 codones con evolución neutra distribuidos a lo largo de 

la secuencia de la poliproteína (Figura 23A). Esta poliproteína de CHIKV presentó 

múltiples regiones con sitios de evolución neutra consecutivamente, alguna de ellas 

se muestra en la Figura 23B, la región con mayor presencia de sitios bajo 

evolución neutra se encuentra en la posición 61, 78, 641 y 1142. 
 

 
B) 

A) 

 
 

 
C) 
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Figura 23. Estructura 3D de la poliproteína de CHIKV. (A) Estructura de listones. 

Muestra la posición de los codones bajo evolución neutral (color azul). (B) Estructura 

de superficie. Muestra las posiciones de codones consecutivos bajo evolución 

neutral en color azul. (C) Posición del codón bajo selección natural positiva (color 

rojo). 

 
 

 

Estos resultados indican que en la mayor parte de las proteínas de estos virus 

se han mantenido estables o conservadas, en su mayoría no se encuentran sobre 

una presión de selección natural o caen bajo un proceso evolutivo neutro, aunque 

se encuentran en proporción baja sobre presión natural negativa. Estas mutaciones 

bajo presiones selectivas negativas podrían mantenerse debido a que son 

ventajosas para el virus al contribuir a la estabilidad de la proteína o aumentar la 

afinidad por su receptor. 

Por otra parte, debemos retomar que a lo largo del genoma se encontraban 

distribuidos los codones que presentaban un proceso evolución neutro, en algunos 

estos se agrupaban en regiones específicas que podía observarse en la estructura 

de la proteína, esto podría indicar la interacción con el huésped o algún otro factor 

involucrado, un estudio enfocado en la región específica de interacción con el 

receptor huésped podría ampliar el conocimiento de estos procesos evolutivos. 

En general, el resultado del análisis bajo el método de FEL, mostró un 

porcentaje muy bajo en la presión natural tanto positiva, como negativa sobre las 

proteínas de envoltura de AeAV, CPLV y CHIKV. Sin embargo, la mayoría de los 
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sitios que son variables caen bajo un proceso evolutivo neutral. Comparando las 

secuencias a nivel de aminoácidos, estas presentaron muchos cambios no 

sinónimos en las secuencias, por lo que se esperaría observar una evolución bajo 

selección natural positiva, sin embargo los resultados indican que están 

evolucionando bajo neutralidad, por lo tanto los cambios que se observan en las 

secuencias de los aminoácidos probablemente se deban a la deriva genética. La 

estructura de las proteínas se encuentra relativamente conservadas a pasar de los 

sitios variables observados, lo que parece indicar limitaciones en la variabilidad de 

las secuencias. Este análisis nos permite entender cómo es que las proteínas virales 

que interactúan con el receptor huésped están sometidas a presiones selectivas, 

que no son necesariamente las mismas para todos los virus o para el mismo 

genoma del virus. Las diferentes proteínas virales están influenciadas por distintos 

factores que modifican la probabilidad de aparición de sus propios aminoácidos. 
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CAPÍTULO 5. CONCLUSIONES 

 

 
Este estudio contribuye al conocimiento de la diversidad del viroma de los mosquitos 

vectores Aedes aegypti y Culex pipiens, así como el estudio evolutivo de los virus 

que predominaron en estos mosquitos a partir de datos de acceso público que 

utilizan secuenciación de ARN. En conjunto, los datos revelaron: 

I. Existe una alta diversidad de virus para ambas especies en los distintos sitios 

de recolección. A pesar de presentar un viroma muy diverso, esta parecía 

estar estrechamente relacionada con la especie del mosquito y zona 

climática, pero no diferencias sustanciales por el sitio de recolección. En 

particular, en el lugar donde ambas especies de mosquito fueron 

recolectadas, como China y Australia, el viroma mostró una fuerte estructura 

hacia el huésped entre los mosquitos muestreados. 

II. Los virus de ARN fueron los más abundantes, en especial, el virus Aedes 

anphevirus (AeAV), Culex phasma-like virus (CPLV) y Chikungunya (CHIKV). 

III. En los alineamientos de las secuencias de las proteínas de envoltura se 

observa una alta variabilidad de sitios no sinónimos. 

IV. Los árboles filogenéticos de AeAV y CPLV sugieren que han evolucionado 

en linajes Africanos, Asia-Pacífico y América, mientras que el CHIKV se 

encuentra ampliamente distribuido en diferentes regiones. 
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V. El análisis de presiones selectivas de las proteínas estructurales de estos 

virus, indica que se encuentran bajo un proceso evolutivo neutral y en 

menor proporción bajo selección natural purificadora. Es decir, los cambios 

no sinónimos observados en los alineamientos son por efecto de un proceso 

neutral por deriva genética, más que la selección natural diversificadora o 

positiva. 

VI. Los virus Aedes anphevirus (AeAV), Culex phasma-like virus (CPLV) y 

Chikungunya (CHIKV), presentan proteínas relativamente conservadas a 

pasar de los sitios variables observados, lo que puede indicar que 

posiblemente estos virus tienen constricciones evolutivas (limitación en la 

variabilidad) por tener biciclos de replicación. 
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