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RESUMEN

Culex annulirostris es el principal vector del virus de la encefalitis Japonesa (JEV) en Australia. A pesar que
las condiciones ambientales son ideales para el establecimiento de JEV en Australia, C. annulirostris no ha
sido un vector efectivo, posiblemente debido a presencia de linajes divergentes en la especie. En este trabajo
se establece la filogeografia para C. annulirostris en Australia y sur de Papua Nueva Guinea, utilizando las
secuencias de 118 haplotipos de una region del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa I generadas previamente
por Hemmerter ef al. (2007), con el fin de realizar un analisis comparativo desde el punto de vista de inferen-
cias bioldgicas, evaluando para ello tres enfoques metodoldgicos para la construccion de filogenias intraespe-
cificas: red de uniones promediadas (Median-Joining Network MJ), red de parsimonia estadistica (Statistical
Parsimony Network SP) y Coémputo Bayesiano Aproximado (Approximate Bayesian Compute ABC). Los
resultados de la filogenia bajo los tres enfoques concuerdan con algunas diferencias, estableciéndose 5 linajes
para la especie en la region de Australasia: ann-AUS presente en Australia continental, ann-S-AUS en el sur
de Australia, ann-IS linaje insular en las Islas Salomon, ann-PNG-2 restringida a Papua Nueva Guinea y ann-
PNG-1 distribuida en la peninsula del cabo York y sur de Papua Nueva Guinea. Asimismo, se establece, con
las metodologias filogeograficas utilizadas, un limite entre los linajes de Papua Nueva Guinea y Australia que
coincide con el limite de la actividad de JEV y asi, la diferencia de huésped en las zonas también genera un
impacto identificable en la distribucion haplotipica de C. annulirostris.
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ABSTRACT

Culex annulirostris is the main vector of Japanese Encephalitis Virus (JEV) in Australia. Although the environ-
mental conditions are ideal for the establishment of JEV in Australia, C. annulirostris has not been an effective
vector, possibly due to the presence of divergent lineages in the species. This study establishes the intraspecific
phylogeography to C. annulirostris in Australia and southern Papua New Guinea, using the sequences of 118
haplotypes from a region of the mitochondrial gene cytochrome oxidase I previously generated by Hemmert
et al. (2007), in order to make a comparative analysis from the biological inferences standpoint. Three me-
thodological approaches were evaluated to the construction of intraspecific phylogenies: a network of averaged
unions (Median-Joining Network-M1J-), statistical parsimony network (Statistical Network-Parsimony-SP-) and
Approximate Bayesian Computation (Approximate Bayesian Compute-ABC-). The results of the phylogeny
under the three approaches are consistent with some differences, establishing five lineages for the species in
the Australasian region: ann-AUS present in mainland Australia, ann-S-AUS in southern Australia, a lineage
ann-Sl island in the Solomon Islands, PNG-2 ann-restricted to Papua New Guinea and ann-PNG-1 distributed
in the Cape York Peninsula and southern Papua New Guinea. Likewise, a boundary is established, using phylo-
geographical methods, between the tribes of Papua New Guinea and Australia which coincides with the limit of
JEV activity; and thus the host difference in the two areas also creates an identifiable impact on the haplotype

distribution of Culex annulirostris.
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INTRODUCCION

Una de las especies mds abundantes y de amplia distri-
bucidn en el sureste Asiatico y en Australia asociadas a
los brotes de JEV es Culex annulirostris. El virus de la
encefalitis japonesa se creia restringido a paises del su-
reste asiatico como Japon, China, Camboya, Corea del
sur, Indonesia entre otros, donde los indices de infecta-
dos sugieren que anualmente se identifican entre 30.000
y 50.000 casos (1). No obstante, ha habido reportes de
brotes esporadicos y localizados en otros paises como
Australia y Papua Nueva Guinea en los afios 1995 y
1998.

El caracter generalizado de los brotes de 1995 y 1998
en el norte de Queensland indico un caso de migracion
a gran escala, posiblemente causada por los mosquitos
arrastrados por el viento o las aves migratorias proce-
dentes del sur de Papua Nueva Guinea (2, 3). Para va-
rios investigadores (1, 2, 4, 5) esto demuestra una gran
capacidad del virus para difundirse y establecerse en
nuevas areas; pese a lo anterior, el virus de la encefalitis
Japonesa no ha tenido éxito para establecerse en Austra-
lia continental mediante C. annulirostris como vector.

Segun Hemmerter ef al. (2007) se han expuesto varias
explicaciones al fendmeno, sin embargo ninguna ha
sido probada hasta el momento. Una de dichas expli-
caciones plantea que la especie vector no ha sido reco-
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nocida o la variacion en la poblacion vector (C. annu-
lirostris) puede crear barreras, es decir las poblaciones
pueden ser diferentes y afectar la propagacion del virus
desde Papua Nueva Guinea (donde el virus esta estable-
cido) a Australia

El anterior escenario de distribucion del vector origina
un grado de complejidad importante, dado que, en ge-
neral, la habilidad de los mosquitos del complejo Culex
para transmitir numerosos agentes de enfermedades in-
crementa el riesgo potencial de expansiones repentinas
(6). Aproximadamente, en los ultimos dos siglos, los
factores favorables para la difusion y distribucion geo-
grafica de las enfermedades transmitidas por vectores
ha aumentado por fendmenos tanto abioticos (calenta-
miento global, procesos de deforestacion en zonas antes
no expuestas, inundaciones) como bioticos (adaptacion
de los ciclos de vida de los vectores a las nuevas condi-
ciones ambientales, desplazamiento y/o aumento de las
fronteras de distribucion de las especies en funcion de
las migraciones y asentamientos humanos, alteracion a
nivel ecoldgico de las relaciones huésped-hospedero).

Para intentar resolver la problematica asociada a la inte-
raccion de la dindmica espacial y de distribucion de un
vector y una enfermedad especifica, Hemmerter et al.
(2007) realizaron una investigacion sobre la filogeogra-
fia de Culex annulirostris, el principal vector de arbo-
virus endémicos en Australia y responsable del estable-
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cimiento de JEV en el sur de Papua Nueva Guinea, asi
como de algunas incursiones en el norte de Australia.
Papua Nueva Guinea y el area continental de Australia
estan separados por un pequefio estrecho de agua (To-
rres Strait) y sus islas.

Dentro de los principales resultados encontrados en
el trabajo de Hemmerter et al. (2007), se encontraron
cinco linajes intraespecificos para C. annulirostris que
concuerdan con los limites biogeograficos de la activi-
dad de JEV y la distribucion en el area continental aus-
traliana. La concordancia entre la diversidad genética
encontrada en los linajes del gen mitocondrial Citocro-
mo Oxidasa I (COI) en C. annulirostris y el limite sur
de la actividad del JEV en Papua Nueva Guinea es, de
acuerdo a los autores de la investigacion, la clave para
explicar por qué el JEV no se ha establecido todavia en
el area continental Australiana, pese a encontrarse alli la
especie vector y los potenciales hospederos.

De acuerdo a lo anterior, se hace evidente la necesidad
de estudios a nivel molecular complementarios a las in-
vestigaciones morfologicas, ecoldgicas, y epidemiolo-
gicas tradicionales llevadas a cabo en vectores como los
mosquitos, y en el caso particular de C. annulirostris,
reconociendo especialmente la variabilidad genética,
las poblaciones de mayor densidad y el establecimiento
de los riesgos de infeccion por arbovirus asociados a la
encefalitis japonesa (2, 7).

Como aporte complementario a la investigacion de He-
mmerter y colaboradores (2007), en el presente trabajo
se realizan una serie de andlisis alternativos a los pro-
puestos en el articulo original, trabajando con la base de
datos de secuencias de una region del gen mitocondrial
Citocromo Oxidasa I sometidas y publicadas por los
autores mencionados anteriormente en el GENBANK.
Estos analisis alternativos manejan unos supuestos de
agrupacion de clados diferentes, con miras a explorar
diferencias entre las posibles interpretaciones biologi-
cas que se pueden realizar e inferir de una misma pro-
blematica partiendo de una misma serie de datos.

Como valor agregado de gran importancia se plantea
la pertinencia de este tipo de estudio, en cuanto a los
movimientos de dispersion y filogeografia de vecto-
res de enfermedades, en este caso los mosquitos, que
presentan un potencial de extrapolacion para evaluar y
analizar otros casos de movimientos y distribucion de
especies, por lo que se podria considerar este tipo de
trabajo como un modelo de estudio para resolver cues-
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tiones epidemiologicas, evolutivas y de conservacion.
Asimismo, la posibilidad de realizar investigaciones
usando herramientas como el GenBank que ofrecen la
posibilidad de acercamiento entre investigadores y sus
trabajos para generar nuevos datos y analisis que impul-
sen el potencial de extrapolacion y validacion a otros
estudios.

MATERIALES Y METODOS

La metodologia propuesta considera el analisis de un
fragmento de 538pb del gen mitocondrial Citocromo
Oxidasa I (COI) en 134 secuencias de la especie Cu-
lex annulirostris distribuida en la region Australasia de
Papua Nueva Guinea y el area continental de Australia,
con el fin de establecer la filogenia intraespecifica de la
especie, mediantes tres tipos de analisis filogenéticos.

La eleccion de la especie y del trabajo de Hemmerter et
al. (2007) como documento base de la presente investi-
gacion se establecio de acuerdo a dos criterios:

1) Disponibilidad de acceso a las secuencias del gen
COI generados para la especie C. annulirostris.

2) La importancia transversal a todo tipo de estudio
epidemiologico que generan los analisis filogeograficos
expuestos en la presente investigacion.

Las 134 secuencias de la region COI del ADNmt uti-
lizadas en la presente investigacion fueron obtenidas
en 13 regiones en Australasia (Australia, sur de Papta
Nueva Guinea, Timor Leste y las islas Salomoén (Tabla
1), de acuerdo a Hemmerter et al. (2007) (accesion en
el Genbank DQ673677 DQ673858).

Mediante el programa DnaSP v. 4.5 (8), se generaron
ficheros con extension Nexus y Fasta, para realizar los
calculos de diversidad molecular y la generacion de los
output para la construccion de las redes haplotipicas de
parsimonia estadistica y red de uniones promediadas.

Las 134 secuencias del COI mitocondrial originaron
118 haplotipos utilizados en la construccion de la fi-
logenia de Culex annulirostris. Se realiz6 un analisis
comparativo de tres métodos de construccion de grafi-
cos filogenéticos seglin el enfoque estadistico de cada
uno:

1) MJ “Median-Joining Network™ basado en el criterio

de MP (maxima parsimonia) mediante el software Net-
work 4.5.1.0 (9). El valor de Epsilon fue por defecto
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Tabla 1. Zonas de muestreo de Culex annulirostris en Australasia con el color de referencia

por cada region.

POBLACION NOMBRE
1 Australia, Queensland (Cabo de York)
2 Australia, Queensland (extreme del Cabo York)
3 Australia, Nueva Gales del sur
4 Australia, Territorio Norte
5 Australia, Australia occidental
6 Australia, Queensland
7 Australia, Queensland (Estrecho de Torres)
8 Timor Leste
9 Australia, Sur de Australia
10 Papua New Guinea (Provincia occidental)
11 Papua New Guinea (Provincia del Golfo)
12 Islas Salomon, territorio norte
13 Islas Salomon, territorio sur

cero y posteriormente se realizo el calculo de MP para
limpiar la red de vectores de innecesarios.

2) SP “Statistical Parsimony Network” bajo el enfoque
de parsimonia estadistica (10). Mediante el software
TCS 1.21 (10) basado en el algoritmo de Templeton et
al. (1992). El limite de conexién se establecio en 10
pasos mutacionales que garantizaron la conexion de to-
dos los haplotipos a la red; la solucion de los bucles se
realizé siguiendo los criterios de distancia, frecuencia y
topologia (11).

3) Para efectos del analisis comparativo se extrajo el
analisis filogeografico ABC “Approximate Bayesian
Compute”, de Hemmerter et al. (2007), generado me-
diante la metodologia de aproximacion bayesiana, utili-
zando el software Mrbayes 3.1.2.

Los tres analisis graficos fueron sometidos a un anali-
sis comparativo descriptivo con el fin de determinar la
potencia, la congruencia y la eficacia de los métodos
para la reconstruccion de la filogenia intraespecifica de
Culex annulirostris y su historia evolutiva en la region
de Australasia.

Se realizd un analisis filogeografico mediante el méto-
do NCPA utilizando la red construida bajo parsimonia
estadistica TCS 1.21. (10). La solucion de los bucles se
realizd manualmente siguiendo los criterios de distan-
cia, frecuencia y topologia (11) y para la anidacion de
los clados se siguieron los criterios de anidacion parea-
dos (11). Las medidas de distancia de Clado y genéticas
Dn y Dec se estimaron utilizando el software GeoDis 2.5
(12). Los resultados obtenidos en el analisis del GeoDis
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fueron interpretados mediante la aplicacion de la clave
de clados para NCPA (13).

RESULTADOS

Los valores de diversidad haplotipica (Hd) alta con un
rango entre 0.98 — 1.0 indicando una alta cantidad de
haplotipos tnicos y exclusivos con una tamafio mues-
tral bajo en las poblaciones, bajo esta condiciones los
calculos de diferenciacion genética puede ser subes-
timados, por esta razén se presentan calculos de Fst
estadisticos del vecino mas proximo llamadas nearest-
neighbor statistic (Snn) (14) basado en las diferencias
de las secuencias y no en las frecuencias de los haplo-
tipos, los valores de significancia P<0.05 se calcularon
con Arlequin 3.01 utilizando pruebas de permutacion
implementadas en el software (15) (Tabla 2.)

Los graficos de construccion filogenética bajo el enfo-
que MJ (Median-Joining Network) mostraron una red
reticulada con multiples conexiones entre los haploti-
pos. La posicion de los haplotipos en la red identifico
cuatro grupos diferenciados (Grafico 1.): Haplotipos de
las poblaciones de las Islas Salomon, Haplotipos de las
poblaciones del sur de Australia y un haplotipo de la
region 3 en Australia continental contigua a la region
6 al sur de Australia, Haplotipos de las poblaciones de
Papta Nueva Guinea y algunos haplotipos de las po-
blaciones en el estrecho de Torres, Haplotipos de las
Poblaciones de Australia continental que incluyen las
poblaciones de la peninsula del Cabo York y el haplo-
tipo de la region de Timor Leste, al igual que algunos
haplotipos del sur de Papua Nueva Guinea.
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Tabla 2. Valores de diferenciacion genética (Fst) entre poblaciones de Culex annuliros-

tris en Australasia. En negrilla los valores con significancia P<0.05
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La posicion de los haplotipos en la red bajo SP (Statis-
tical Parsimony Network) indic6 cinco grupos diferen-
ciados (Grafico 2.): Haplotipos de las poblaciones de
las Islas Salomon, Haplotipos de las poblaciones del sur
de Australia y un haplotipo de la region 3 en Australia
continental contigua a la region 6 al sur de Australia,
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@ ann-PNG-1 o000
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Grafico 2. Red de haplotipos generada mediante SP de-
rivados de secuencias del gen mitocondrial Citocromo
Oxidasa I en el mosquito Culex annulirostris, distribui-
do en la region de Australasia. Los circulos delimitan
los linajes intraespecificos

Haplotipos de la poblacion de Papua Nueva Guinea y
algunos haplotipos de las poblaciones en el estrecho de
Torres, Haplotipos de las poblaciones de Papua Nueva
Guinea con un haplotipo de la region 2 en la peninsula
del cabo York, Haplotipos de las Poblaciones de Aus-
tralia continental y el haplotipo de la region de Timor
Leste al igual que algunos haplotipos de las regiones de
Papua Nueva Guinea.

Los resultados de la filogenia bajo el enfoque ABC fue-
ron tomados de Hemmerter et al. (2007), mostraron cin-
co linajes intraespecificos diferenciados dentro del arbol
de haplotipos para Culex annulirostris: ann-AUS (Gra-
fico 3.): haplotipos presentes en poblaciones de Austra-
lia continental, ann-S-AUS: haplotipos presenten en las
poblaciones del sur de Australia, ann-IS: haplotipos de
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las poblaciones de las Islas Salomon, ann-PNG-2: ha-
plotipos presentes en las poblaciones de Papua Nueva
Guinea, estrecho de Torres y el cabo York en el Norte
de Australia, ann-PNG-2: haplotipos de Papua Nueva
Guinea.

Los graficos para las tres metodologias parecen presen-
tar historias filogenéticas similares, no obstante con al-
gunas diferencias.

Las redes filogenéticas construidas bajo el enfoque MJ
y SP son altamente concordantes y apoyan la asignacion
de linajes propuesta por Hemmerter et a/. (2007) aun-
que difieran en 16 haplotipos presentes en poblaciones
de Papua Nueva Guinea (Graficos 1 y 2). Las dos me-
todologias exponen los linajes de ann-IS, ann-S-AUS y
ann-PNG-1 bien establecidas y delimitadas, siendo la
agrupacion de los haplotipos igual en ambas metodolo-
gias; sin embargo, el linaje ann-PNG-2 no parece dife-
renciarse del linaje ann-AUS en la red bajo MJ, esto se
debe a las multiples conexiones bajo MJ que dificulta su
interpretacion, por otro lado, la metodologia SP muestra
claramente ann-PNG-2.

Los linajes ann-PNG-1 y ann-PNG-2 presentan una im-
portancia relevante debido a que su distribucién con-
cuerda con el limite del virus de la encefalitis japonesa
(JEV); esto a su vez coincide con los resultados presen-
tados por Hemmerter et al. (2007 — 2009), que estable-
ce el norte de Australia como zona de amortiguamiento
para el virus JEV.

Adicionalmente a la construccion filogenética para Cu-
lex annulirostris mediante tres enfoques metodologicos,
se realizé un analisis filogeografico mediante la meto-
dologia NCPA, la anidacion para esto se tomo la red ob-
tenida mediante parsimonia estadistica. Los resultados
de asignacion de clados sobre la geografia (figura 1 y
tabla 3.) concuerdan con los linajes establecidos bajo
las metodologias SPy MJ

DISCUSION

Los métodos de construccion filogeografica bajo el en-
foque de “Statistical Parsimony” y ‘“Median Joining”
establecen una red para Culex annulirostris que com-
prende 4 linajes bien delimitados: ann-AUS, ann-S-
AUS, ann-IS y ann-PNG. El linaje ann-PNG se divide
a su vez en dos linajes, ann-PNG-1 y ann-PNG-2, con-
tiguos geograficamente, pero que presentan diferentes
ubicaciones dentro de la reconstruccion filogeografica;
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ann-Is
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en Australia, sur de Papua Nueva Guinea, Timor Leste e Islas Salomon

Figura 1. Ubicaci

ann-AUS

{
w

CLADO Dc Dn INFERENCIA
2-8 (interior) 187,88 811,43 Expansion de rango continua

3-1 (punta) 828.72 1589.15 Fragmentacion pasada seguida de rango de expansion

Colonizaciéon desde una gran distancia seguida de un proceso
de expansion de rango amplio
34 (punta) 194.215S 495.89 Flujo de genes restringido con aislamiento por distancia

3-2 (interior) 986,73S 992,69 L

3.6 (punta) 1128.00 1502.60L Flujo de genes restringido con aislamiento por distancia
3.7 (punta) 416.38S  1075.89 Colonizacion desde una gran distancia y/o fragmentacion en el pasado

Expansion de rango continua

4-1 (punta)

4-2 (punta) Fragmentacion alopdtrica
Fragmentacion alopatrica

4-3 (punta)

Tabla 3. Clave de inferencia de Templeton (2004) para datos originados a partir de la red de bajo SP, derivados de
secuencias del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa I en el mosquito Culex annulirostris distribuido en la region de
Australasia.
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Grifico 3. Arbol filogenético presentado por Hemmerter et al. (2007) bajo el
enfoque de aproximacion bayesiana. Red de haplotipos derivados de secuen-
cias del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa I en el mosquito Culex annuli-
rostris distribuido en la region de Australasia

esta designacion de linajes concuerda con la establecida
por Hemmerter et al (2007) quienes sugieren que los
cuatro linajes divergentes indican aislamiento alopatri-
co.

El linaje ann-AUS se establece en Australia continental,
cuenta con poblaciones contiguas con flujo de genes en-
tre las poblaciones mas cercanas, y muestra una estruc-
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tura genética con poca o modera diferenciacion entre
las poblaciones. Este linaje es contiguo geograficamen-
te al linaje ann-S-AUS del sur de Australia, sin embar-
g0, parece haber poco flujo génico entre las poblaciones
de ambos linajes por lo que se sugiere la existencia de
divergencia para las poblaciones del sur de Australia y
Australia continental.
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El linaje ann-IS se encuentra restringido a las Islas
Salomon, esto concuerda con los resultados presentados
por Hemmerter et al. (2007): “El linaje ann-IS incluye
individuos del norte y del sur las Islas Salomén y proba-
blemente representa una especie insular del Pacifico”,
Por otro lado, los linajes ann-PNG representan un caso
importante no solo por la ubicacion dentro del clado,
sino porque la distribucion de estos linajes concuerda
con los limites de distribucion del virus de la encefalitis
japonesa.

Considerando lo anterior, podria esperarse que a medi-
da que se alejan las poblaciones de Papua Nueva Gui-
nea del estrecho de Torres, las distancias genéticas con
los linajes Australianos sera mucho mayor. En este sen-
tido se entiende que la actividad de Culex annulirostris
como vector de JEV se encuentre en la region del estre-
cho de Torres y el cabo York en el norte de Australia,
justo en el limite entre los linajes ann-PNG y ann-AUS.
En ese caso, el establecimiento de JEV en Australia
continental se encuentra a cargo del linaje ann-AUS.

Considerando la divergencia, es evidente que el linaje
ann-AUS no tiene la capacidad de establecer JEV en
el continente Australiano, idea apoyada por diversos
estudios (1, 2,4, 9, 16, 17) a pesar de las condiciones
factibles para el establecimiento de JEV en Australia y
el potencial de Culex annulirostris como colonizador:
“Culex annulirostris es una especie de temporada que
se destaca por su capacidad de colonizar rapidamente
superficies de agua temporales y semipermanentes, es-
pecialmente los resultantes de la humedad generada por
las lluvias de la temporada” (18).

Considerando lo anterior es importante reconocer las
areas con mayor densidad de cerdos en la zonas como
zona de alimentacion de preferencia para los mosquitos,
posible que estas zonas representen focos de propaga-
cion del virus y su relacion con las poblaciones de vec-
tores; en este sentido (17) encuentran que las areas con
mayor numero de cerdos en Australia se encuentran en
el Cabo York y estan representados por algunos cerdos
domésticos y cerdos salvajes en zonas aledafias a las
poblaciones, en la region de Papua Nueva Guinea.

Este trabajo solo muestra una asociacion entre los limi-
tes de linajes intraespecificos para Culex annulirostris
en la region con relacion a los limites de la actividad
de la encefalitis japonesa JEV al norte de Australia. Se
destaca la complejidad y diferencia del papel de Culex
annulirostris como vector de JEV en Australia y Papua
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Nueva Guinea y se reconoce a JEV como una enfer-
medad emergente en Australia (3, 17). Aunque los mé-
todos de construccion filogeografica son ampliamente
utilizados, hay pocos estudios que describen su rendi-
miento y dada su importancia es necesario realizar ana-
lisis comparativos que muestren las diferencias entre
los métodos. En este sentido el objetivo de este estudio
es comparar la fidelidad de los graficos filogeograficos
obtenidos para Culex annulirostris (10, 19).

En este estudio se emplean tres representaciones grafi-
cas de la filogeografia de Culex annulirostris bajo tres
enfoques metodologicos. Dos de ellas son redes filo-
geograficas bajo los enfoques MJ y SP y un grafico tipo
arbol que fue tomado de Hemmerter et al. (2007) bajo
el enfoque ABC. Los métodos MJ y SP arrojan graficos
en forma de red, la principal diferencia entre los dos
es que en SP los bucles en la red son resueltos, mien-
tras en el enfoque MJ las reticulaciones o bucles no se
resuelven, resultado de secuencias consenso incluidas
en la red que indican eventos poblacionales que crean
multiples asociaciones.

Los resultados de Hemmerter et al. (2007) fueron co-
rroborados por los métodos de construccion bajo MJ
y SP; sin embargo, el grafico presentando por el autor
presentd muchas diferencias. Basicamente, estas fueron
debidas a la ubicacion de algunos haplotipos dentro del
arbol como el caso del linaje ann-IS junto a haplotipos
de Papua Nueva Guinea, para los casos de las redes bajo
MJ y SP el linaje ann-IS solo mostré haplotipos de las
Islas Salomon.

La razén de estas diferencias tiene fundamentos tanto
en la estadistica de las pruebas como en las caracteris-
ticas del grafico. En este sentido diferentes investiga-
dores (10-15), encuentran que los graficos en forma ar-
bol bifurcados presentan algunas ambigiiedades debido
a que cada haplotipo solo tiene la posibilidad de una
conexion, mientras que los graficos tipo red como los
obtenidos por MJ y SP revelan mejor las relaciones de
los haplotipos a nivel de poblacion.

Considerando lo anterior, las relaciones reticuladas re-
presentan mejor las relaciones dentro de la poblacion
que los métodos tradicionales bifurcados que no tienen
en cuenta las relaciones evolutivas dentro de la pobla-
cion (20). Teniendo esto en cuenta, los graficos en for-
ma de red propuestos para Culex annulirostris bajo los
enfoques MJ y SP, representan mejor la filogeografia
para la especie en el area geografica y da mayor apoyo
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a la asignacion de linajes propuesto por Hemmerter et
al. (2007).

Aunque los resultados encontrados para la redes filo-
geograficas en Culex annulirostris no sugieren dife-
rencias significativas, las diferencias de ubicacion de
haplotipos encontradas dentro de la red pueden tener
una explicacion metodologica. El enfoque MJ sigue
el criterio de Maxima Parsimonia (MP) que construye
las conexiones entre los haplotipos con el minimo nu-
mero de pasos mutacionales entre dos secuencias, por
su lado, la parsimonia estadistica (SP) no solo tiene en
cuenta las conexiones con menor pasos mutacionales
entre dos secuencias, sino la probabilidad de mutacion,
de esta manera se reducen las posibilidades de conexion
alared (21).

Aunque el nivel de compatibilidad entre los patrones
genealdgicos y la construccion de grafico es una impor-
tante medida de la eficacia de un método, es también
necesario establecer comparaciones estadisticas en la
topologia de las redes que cuantifiquen el rendimiento
de los métodos; sin embargo establecer las fortalezas y
debilidades de los métodos de redes y la comparacion
de las diferentes estrategias de construccion no es sen-
cillo (20).

Los resultados descritos por NCPA pueden interpretar-
se bajo dos historias filogeograficas (hipotesis filogeo-
graficas), una de ellas es un evento de expansion desde
Nueva Guinea hacia Australia y la otra implica un even-
to de divergencia; las dos posibles hipotesis se descri-
ben a continuacion, partiendo de la base que ambas en-
cuentran apoyo en los clados anidados por NCPA y los
linajes filogeograficos presentados por las metodologias
Mly SP.

Una posible hipotesis sugiere que los procesos de ex-
pansion de Culex annulirostris se dan desde Papua Nue-
va Guinea hacia el norte de Australia a través del cabo
York, luego se expande hacia el oriente y occidente y
diverge en el sur de Australia, siendo las islas Salomon
un linaje insular mas reciente. La otra posible hipdtesis
de la historia de los haplotipos sugiere un evento de ran-
go de expansion pasado en el territorio que comprende
Australia y Nueva Guinea con un posterior evento de
fragmentacion causada por la formacion del estrecho de
Torres, posteriormente se da la divergencia de las po-
blaciones de Australia y Nueva Guinea, siendo las Islas
Salomon un linaje insular.
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Aunque estas inferencias encuentran apoyo en los ana-
lisis filogeograficos y en los valores de Fst entre pobla-
ciones, no deben ser tomadas a la ligera y solo plan-
tean posibles escenarios historicos de distribucion de
los haplotipos de la especie en la region. NCPA ha sido
criticado debido a sus limitaciones asociadas a la sensi-
bilidad de la resolucion genética que genera, el tamafio
y amplitud del muestreo y la carencia de limites de con-
fianza de la clave de inferencia (21), factores que con-
llevan a inferencias erroneas bajo este método. A pesar
de esto, este estudio apoya la sugerencia de que NCPA
tiene un mejor rendimiento evaluando casos reales (2,
11-22) y no simulados (21).

En este sentido se debe considerar que las inferencias
filogeograficas presentan limitaciones y factores que li-
mitan las inferencias biologicas; uno de los limites es
el tamafo de muestra. “En general, cuanto mayor sea
el tamafio de muestra, mas potencia hay para hacer in-
ferencias, dado que los acontecimientos historicos de
mayor tiempo pasado y los procesos de influencia de
muchas poblaciones y haplotipos son generalmente mas
faciles de detectar que los acontecimientos mas recien-
tes, que generalmente afectan a una mayor parte de la
muestra”(13).

En este estudio, aunque las inferencias biologicas pa-
recen estar bien soportadas y encuentran apoyo en las
comparaciones realizadas y en los resultados encontra-
dos por Hemmerter et al. (2007, 2009), se considera que
el disefio de muestreo es escaso y no representa toda el
area de interés, dado que los individuos por poblacion
para la region son bajos: 13 en las islas Salomoén y 8 en
Timor Leste, donde s6lo hay un individuo analizado.
Asimismo, faltan muestreos mejorar la resolucion fi-
logeografica.

CONCLUSIONES

La distribucion geografica de las diferentes linajes de
Culex annulirostris sugiere alta diversidad biologica
evaluada a través de diferentes metodologias filogeo-
graficas, indicando que zonas de amortiguacién natu-
ral (en este caso Australia) pueden ser identificadas en
otras zonas del mundo.
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