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RESUMEN

La fichre por dengue hemorragico es la enfermedad arboviral que causa mas
morbilidad y mortalidad en el mundo. La carencia de una vacuna efectiva contra los
cuatro serotipos de virus del dengue ha convertido al control vectorial en la Unica medida
de combate contra ¢l dengue. Las campaias de control del vector dedes aegypti se basan
en ¢l uso del insecticidas piretroides para disminuir la densidad de mosquitos adultos, sin
embargo, la presion constante en ¢ampo ha seleccionado la resistencia a este grupo de
insecticidas. Los principales mecanismos de resistencia se basan en alteraciones en el
sitio blanco de los insecticidas y en la actividad intensificada de enzimas detoxificadoras.

El primer objetivo de éste trabajo consistio en identificar las mutaciones del gen para
que se encuentran asociadas con la resistencia por alteracion de sitio blanco de los
piretroides (kdr) en el mosquito Ae. aegypii. El segundo objetivo fue detectar las regiones
del genoma que estan asociadas al fenotipo resistencia a la permetrina, mediante una
mapeo de loci de rasgos cuantitativos (mapeo de QTL).

En este frabajo, seleccionamos una cepa de Ae. aegypti resistente a la permetrina
proviniente de la poblacion de Islas Mujeres, Quintana Roo, México. Una nueva
mutacién en ¢l gen para (gen del canal de sodio dependiente de voltaje) fue
significativamente asociada con la resistencia tipo kdr en esta cepa. Una técnica de
diagnéstico molecular fue desarrollada para detectar estas mutaciones a partir de ADN
genomico y realizamos una busqueda de cuatro distintas mutaciones asociadas a este tipo
de resistencia en 32 poblaciones de mosquitos de América. La frecuencia de la mutacion
Vail,016/s0, incrementd conforme la seleccion de cepas resistentes a piretroides (Cuba e
[slas Mujeres-F8), mientras que la frecuencia de las mutaciones en el codén fso1,011
disminuyd o no se vio afectada.

Una familia de intercruza F3 fue utilizada para mapear la posiciéon genética de 21
genes pertenecientes a los tres grupos de enzimas detoxificadoras: mono-oxidasas,
esterasas y glutation-s-transferasas. La correlacion entre tenotipo y genotipo de la famiha
de mapeo fue determinada mediante un mapeo de intervalos e intervalos compuestos.

Dos QTL controlando la susceptibilidad a la permetrina fueron identificados en el
cromosoma III. El principal QTL correspondid al gen para y el segundo QTL consisthid
en un grupo de oxidasas y esterasas en ¢l brazo inferior de cromosoma III. La
segregacion de alelos del marcador del gen para (Vall,016/s0) indicod que la presencia de
dos alelos provinientes de la linea resistente (/so1,016) estuvo signficativamente asociada
con el 100% de sobrevivencia a la exposcion a la permetrina. La presencia de dos alelos
provinientes de la linea susceptible a la permetrina estuvo asociada solamente con el 13%
de la sobrevivencia.

La identificacion de la base genética y el desarrollo de la prueba diagnéstico para la
mutacion kdr, proveen de una nueva herramienta para la identificacion de este tipo de
resistencia en poblaciones del mosquito Ae. aegypti. La aplicacion de esta técnica podra
ser un gran soporte para la elecciéon de insecticidas utilizados en las camapafias de control
vectorial .
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ABSTRACT

Dengue hemorrhagic fever is the arboviral disease that causes most morbidity and
mortality in the world. The lack of an effective vaccine against the 4-viral serotypes has
made vectorial control the only available disease control measure. Vector control
campaigns rely on pyrethroids to diminish adult mosquito-densities, however, as a result
of selection pressure; resistant populations have been selected against this group of
insecticides. The most umportant resistance mechanisms are altered insecticide target-site
resistance and enhanced levels of detoxification enzymes.

In this work, we selected an Ae. aegypti permethrin-resistant strain from Islas Mujeres,
Quintana Roo, Mexico. A novel mutation on the para gene (voltage gate sodium channel)
was significantly associated with kdr resistance in this strain. A new molecular-diagnostic
technique was developed to detect these mutations from genomic DNA. We made a
screening of the four different mutations among 32 mosquito populations from America.
The Vail,016/so mutation frequency increased after resistant strain selection with
permethrin (Cuba and Islas Mujeres-F8). Meanwhile, the frequency of mutations at
codon Iso1,011 was not affected or even diminished after selection.

An F3-intercross family was used to map the genetic position of 21 genes from the
three major detoxification enzymes: oxidases-P450, esterases and glutathione
transferases. Phenotype-genotype correlation from mapping family was determined using
an interval mapping and composite interval mapping.

Two QTLs controlling permethrin suscepfibility were identified in chromosome III.
The major QTL belongs to the para gene and the second QTL consisted in a group of
oxidases and esterases in the chromosome III. Allele segregation from para gene marker
(Vall,016Is0) indicated that the presence of two alleles (is01,016) segregating from the
resistant line was significantly associated with 100% survival following permetrhin
exposure. The presence of two alleles from the susceptible line was associated with 13 %
survival.

The kdr genetic mechanism identification and the kdr molecular diagnostic-test
development constitute an important tool for insecticide resistance monitoring in Ae.
aegypti mosquito populations. Application of this technology could support ongoing
dengue control strategies in developing countries.
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INTRODUCCION

Recientemente se ha estimado que mas de 2.5 billones de personas viven en regiones
con prevalencia de fiebre por dengue hemorragico. El dengue es la segunda enfermedad
tropical mas importante, aproximadamente ocurren entre 50 a 100 millones de casos
anuales de fiebre por dengue y 500,000 casos anuales de ficbre por dengue hemorragico.
El dengue se¢ ha convertido en la enfermedad arboviral que causa mas morbilidad y
muerte en humanos, ademds de ocasionar pérdidas economicas importantes en paises de
tercer mundo y en vias desarrollo (WHO, 1997).

A pesar de los adelantos tecnoldgicos de las ultimas décadas. ain carecemos de
vacunas o drogas eficaces contra la enfermedad del dengue. Desde principios del siglo
XX, la forma de combate mas eficaz ha consistido en ¢l control de su vector, €l mosquito
Aedes aegypti.

Entre las medidas de control vectorial, €l uso de insecticidas ha jugado un rol
importante en las campaiias de control del dengue. En las décadas de los 50’s y 60’s, el
uso del insecticida DDT estuvo cerca de lograr la “erradicacion” del mosquito Ae. aegypti
en las Américas. Desafortunadamente, la combinacion de diversos factores ocasiono la
reinfestacion de de. aegypti y posteriormente la emergencia y/o resurgencia del dengue,
Uno de los principales factores que ha contribuido a la re-surgencia del dengue, ha sido la
resistencia de de. aegypti a los insecticidas (Gubler, 1998a).

Inevitablemente, mientras que el uso de insecticidas sea la principal forma de control
vectorial, la resistencia a insecticidas continuard siendo un factor que afecte directamente
la incidencia de enfermedades emergentes y re-emergentes transmitidas por vectores
{Brogdon y McCallister, 1998a).

Actualmente, existen poblaciones de campo de 4e. aegypti con distintos niveles de

resistencia a los principales grupos de insecticidas: organoclorados, organofosforados,



carbamatos y piretroides. (Hemingway, 1989; Rodriguez et al, 2001) Peor aun, la
redundancia en el modo de accién de los insecticidas, ha generado la seleccion de
poblaciones de mosquitos con resistencia cruzada y/o resistencia multiple.

La resistencia a insecticidas puede deberse a dos tipos de mecanismos: actividad
metabdlica intensificada y/o alteraciones en el sitio blanco. Los mecanismos de
resistencia usualmente son inferidos mediante bioensayos dosis-mortalidad y el uso de
inhibidores de enzimas (WHO, 1981).

En la dltima década, fucron desarrolladas algunas pruebas bioquimicas que permiten
la identificacion de los tres principales grupos de enzimas detoxificadoras (Brogdon,
1989; WHQ, 1998). Por otro lado, aunque las alteraciones en el sitio blanco han sido
estudiadas en Ae. aegypri (Severson et al, 1997), los mecanismos moleculares y
genéticos que determinan estos mecanismos de resistencia son desconocidos.

El desarrollo de nuevos insecticidas es altamente costoso y requiere de
aproximadamente 15 afios para su liberacion al mercado. En este sentido, el manegjo
eficiente de los insecticidas disponibles se ha convertido en la principal forma de
postergar la aparicion de resistencia en poblaciones de Ae. aegypti.

La deteccion temprana de alelos de resistencia es la principal estrategia en el
monitoreo y manejo de la resistencia a insecticidas. Hasta la fecha, solo existe una prueba
diagnostica de alelos que confieren resistencia a ciclodienos (ffrench-Constant, 1995),
por lo cual, ¢l desarrollo de pruebas diagnostico-moleculares es una requerimiento para
permitir elaborar modelos predictivos de la evolucion de la resistencia en poblaciones
naturales de mosquitos.

A pesar de que disponemos de herramientas genético-moleculares para deteccion de
alelos, aun carecemos de informacion sobre los principales genes que controlan la
resistencia, sus efectos, heredabilidad y respuesta a la seleccion con insecticidas. En ¢l
presente trabajo, disefiamos una familia de mapeo F3, donde se determiné cuales loci
controlan la resistencia a la permetrina en mosquitos adultos Ae. gaegypti. Ademas, una
prueba diagnostico-molecular que detecta alelos del locus Vall10164se fue desarrollado

para detectar la resistencia tipo kdr en €ste mosquito.



HIPOTESIS

La resistencia a la permetrina en el mosquito Ae. aegypti, s un rasgo cuantitativo que
es controlado por varios genes. El mapeo de QTLs podra identificar las principales
regiones del genoma con mayor efecto en la resistencia/susceptibilidad del mosquito al
insecticida  permetrina. Este estudio permitird desarroliar prucbas diagnéstico-
moleculares sencillas y no costosas para detectar alelos asociados con la resistencia a la

permetrina.



OBIJETIVOS

3.1. General
Identificar loci o genes que controlan la resistencia a la permetrina en cepas del

mosquito Aedes aegypti de México.

3.2. Particulares
3.2.1. Identificar los mecanismos genéticos de la resistencia por alteraciones del sitio
blanco (kdr).
3.2.1.1. Seleccionar cepas de mosquitos 4e. aegypti resistentes a permetrina.
3.2.1.2. Identificar mutaciones en ¢l gen para (canal de sodio dependiente de
voltaje) asociadas con la resistencia tipo kdr en poblaciones de mosquitos
Ae. aegypti de América.
3.2.2.3. Desarrollar una prueba diagndstico molecular para la identificacion de las

mutaciones asociadas con resistencia tipo kdr.

3.2.2. Identificar los loci asociados con la resistencia/susceptibilidad a la permetrina en
el mosquito Ae. aegypti.
3.2.2.1. Fenotipificacidn y genotipificacion de la familia de mapeo F3.
3.2.2.2. Localizacién de genes asociados a la resistencia en el mapa genético de Ae,
aegyphi.
3.2.2.3. Mapeo cuantitativo de loci que controlan la resistencia a la permetrina en la

familia de mapeo.



ANTECEDENTES

4.1. Aedes aegypti: Ciclo Biolégico, Importancia como Vector y Control

Aedes aegypti (L.) es un mosquito perteneciente al orden Diptera, familia Culfcidae y
subfamilia Culicinae. Se distribuye ampliamente en las regiones tropicales y
subtropicales del globo, entre los 35° latitud Norte y 35° latitud Sur. de. aegypti es un
insecto con metamorfosis completa, su ¢iclo biologico consiste en cuatro etapas: huevo,
larva, pupa y adulto. Los huevecillos son depositados individualmente en sustratos
humedos que son sujetos a inundacion, preferentemente recipientes artificiales
domiciliares y peridomiciliares (Gordon, 1988). En condiciones ideales, la eclosion
ocurre en un par de dias, sin embargo, los huevecillos pueden mantener su viabilidad
hasta por mas de un afio, dependiendo de la fuente de reservas y las condiciones
ambientales (Eldrigde, 2005).

Los estadtos larvarios se desarrollan en habitats acuaticos, donde la principal fuente de
alimento consiste en microbiota filtrada por las partes bucales de la larva. La duracion del
desarrollo larvario depende de la temperatura del agua, disponibilidad del alimento y
densidad larvaria, variando entre 5 y 14 dias. Después de ¢ste periodo, una segunda
metamorfdsis ocurre en la fase acuatica para formar la etapa de pupa. La alimentacion se
detiene en la fase de pupa y después de uno a dos dias emerge €l adulto (Eldrigde, 2005).

La etapa adulta consiste en un insecto volador pequefio. Las hembras poseen una
proboscis larga, adaptada para succionar sangre a través de la piel. Los machos, por otro
lado, presentan una proboscis larga adaptada para succionar jugos de plantas y otras
fuentes de azucar. En forma general ambos requieren carbohidratos como principal fuente
de energia, sin embargo, las hembras dependen de sangre para obtener la energia
necesaria para la produccién de huevecillos. Las hembras comienzan la bisqueda de

sangre y la principal fuente de atraccion son las trazas de didxido de carbono y acido



lactico emanadas por el hospedero. Las horas con mayor actividad alimenticia, ocurren
enire las 6:00 am a 8:00 am y de 4:00 pm a 7:00 pm (Fernandez-Salas, 1999).

Durante la alimentacion, las hembras producen anticoagulantes, antihistaminicos y
analgésicos que le permiten ingerir sangre a replecion. Después de la alimentacion, las
hembras entran en una periodo de reposo y las ovariolas comienzan un proceso de
oogénesis que después de 3 a 4 dias culmina en la oviposicion de 50 a 120 huevecillos.

Como la mayoria de los insectos hematofagos, Ae. aegypti es capaz de ingerir, incubar
y transmitir distintos patogenos después de una alimentacion de sangre infectada. En el
aio 1900, Ae. aegypti fue implicado bioldgicamente en la transmisién del virus de la
fiebre amarilla y en 1903 en la transmision del virus del dengue (Philip y Rozenboom,
1973).

En forma general, ¢l virus del dengue debe cruzar la barrera del intestino medio del
insecto y posteriormente dispersarse a otros érganos, entre ¢llos las glandulas salivales.
Este proceso de incubacién toma de 10 a 14 dias. Una vez que el virus alcanza las
gléndulas salivales, el mosquito es considerado infectivo y es eapaz de transmitir el virus
por el resto de su vida. La permisividad de un mosquito a infectarse y/o transmitir el
virus, es conocido como competencia vectorial (Hardy, 1988). Las poblaciones de Ae.
aegypti de México, varian en la susceptibilidad a infectarse con el virus del dengue tipo-2
(Bennett et al., 2002).

Actualmente, de. aegypti es considerado el principal vector del virus del dengue a
nivel mundial, e¢sto se debe a su amplia distribucién geogréfica, su aito grado de
susceptibilidad a infectarse con el virus, asi como su cercana asociacién con las
habitaciones humanas. Este mosquito es considerado completamente antropofilico, mas
aun, el habito de tomar mas de una alimentacion de sangre durante su ciclo gonotréfico
incrementa su capacidad vectorial dramaticamente (Platt er al., 1997). La transmision del
dengue ocurre en forma particular durante los meses del afio con mas lluvia y altas
temperaturas, lo que propicia condiciones necesarias para el desarrollo larval en los
hébitats donde se almacena agua (Gubler y Trent, 1994).

El aumento en la actividad de¢ epidemias por dengue, ¢l desarrollo de hiper-
endemicidad y la emergencia de epidemias por dengue hemorragico, han sido generados

por diversos factores, entre ellos, cambios demograficos y sociales, reduccidn de recursos



para prevencion y control de enfermedades transmitidas por vectores, asi como cambios
en las estrategias de salud phblica (Gubler, 1998a).

La prevencion y control del dengue, depende en confrolar al mosquito vector Ae.
aegypti dentro y alrededor de los hogares donde ocurre la mayoria de la transmision. En
los utlimos 25 aiios, se ha puesto mucho énfasis en la aspersidn espacial de insecticidas
(ULV) con el objetivo de eliminar a la etapa adulta, sin embargo, al menos que sean
aplicados dentro de los hogares, estos usualmente son inefectivos (WHO, 1997; Gubler,
1989). Al parecer, la medida mas efectiva para controlar al mosquito transmisor del
dengue es a través de la reduccion de criaderos de larvas, ya sea via eliminacién de
contededores que almacenan agua o bien mediante el uso de larvicidas.

En las décadas de los 50°s y 60’s, varias campafias para la erradicacion de vectores de
enfermedades fueron implementadas a nivel mundial, entre éstas, la erradicacion del
mosquiio Ae. aegypti. Desafortunademente, todos estos programas han carecido de
sustentabilidad, y una vez que el mosquito y la enfermedad fueron controlados, los
limitados recursos para salud fueron transferidos a otros programas competentes. Como
consecuencia, las poblaciones de Ae. aegypri reinfestaron ¢ incluso invadieron nuevas
regiones, al grado de que la ocurrencia de transmision de dengue tiene ahora un nivel
epidémico (Gubler, 1998b).

Actualmente, las campanas de control de Ae. aegypti consisten en la eliminacién de
criaderos de estadios larvarios y en casos de brotes de dengue, la aplicacién espacial de
insecticidas. Usualmente, la eliminacion de pequenios utensilios que tienden a acumular
agua en los patios de las casas, asi como €l tratamiento de larvicidas en los contenedores
de agua necesarios para las actividades diarias, son realizados durante las campafias de
prevencion. En México, el principal insecticida utilizado para controlar a los estadios
larvarios es el organofosforado temefos (Abate®).

La medida de emergencia durante brotes o epidemias de dengue, consiste en la
aplicacion de insecticidas en nubes de gotas de ultrabajo-voltimen (ULV). Los principales
insecticidas utilizados para esta finalidad son el organofosforado malation y varios
piretroides, entre ellos, deltametrina, permetrina y lambda-cialotrina.

En México, en los utlimos 6 afios, los principales insecticidas utilizados para control

del mosquito 4e. aegypti, han sido el larvicida organofosforado temefds (Abate®) y el



adulticida permetrina junto con €l sinergista piperonil butéxido (Aquareslin ®) (Norma
Oficial Mexicana, S.S.A,1999).

La nueva tendencia en los programas de control es proveer de sustentabilidad a los
programas mediante €l uso de estrategias de reduccion larvaria basadas en la comunidad.
La razén consiste en que el control de Ae. aegypri solo puede lograrse por la gente que
vive en las casas donde la problemdtica ocurre y por la gente que crea los habitats
larvarios debido a sus estilos de vida. Estos programas de participacion comunitaria
requieren de un programa de educacion para la salud extensivo. Desafortunadamente,
esta medida resulta muy lenta, por lo cual se ha propuesto una combinacién de
estrategias, una que permita un éxito inmediato y otra que permita proveer de
sustentabilidad. La efectividad de dichos programnas aun no ha sido probado en campo,

siendo un 4rea de oportunidad para las programas de control de vectores.

4.2. Insecticidas

Los primeros insecticidas consistieron en sustancias quimicas inorganicas, tales como
stlfuro (1000 A.C), arsénico (900 D.C), arsenato de plomo, clorure de mercurio, acido
bérico y algunos jabones. Estas sustancias fueron clasificadas como venenos generales,
usualmente s¢ requerian grandes cantidades y se utilizaban principalmente para control
marginal de plagas.

El siguiente grupo utilizado se clasificd como insecticidas botanicos, incluyendo a la
nicotina, rotenona y piretrinas. Este grupo presentaba mayor complejidad estructural,
mayor potencial y mas selectividad. La disponibilidad de los insecticidas boténicos fue
limitada y su alto costo y su fotosensibilidad evitd que tuvieran un mayor impacto en
plagas, hasta la fecha, las piretrinas han sido €l botanico mas utilizado en los ultimos dos
siglos.

El verdadero desarrollo cientifico de los insecticidas comenzé en 1867 con la
formulacion y uso del arsénical “Verde de Paris”. Para la década de 1920, ya se habian
dado a conocer muchas de las estructuras de los insecticidas botanicos usados desde
1800. Para 1930, la principal meta fue el descubrimieto de insecticidas organicos
sintéticos. En esta €poca se optimizaron los sistemas de sintesis, identificacion, busqueda

y la metodologia para probar su actividad biolégica.



En 1939, Miiller descubri6 la propiedad insecticida del primer insecticida sintético, el
DDT (dicloro difenil tricloroetano). Después de éste hallazgo, hubo un ripido aumento en
el numero de¢ insecticidas descubiertos, la lista incluye otros insecticidas organoclorados
con modos de accion similares o distintos al DDT (ejemplo hexacloruro de benceno). En
1945, el primer organofosforado (OFs) fue descubierto, seguido en 1953, por los
carbamatos y una década después por los piretroides (Casida y Quistad, 1998).

Estos cuatro grupos de insecticidas aun constituyen el 90 % del mercado en salud
publica. Otros insecticidas se han adjuntado, tales como insecticidas bacterianos Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti) y reguladores de crecimiento, sin embargo, el uso de
dichos compuestos es limitado para muchos vectores de enfermedades debido a su alto
costo y a que su modo de accién es especifica para larvas.

Entre los insecticidas botanicos, la rotenona, rianodina, veratidina y azardiquina son
utilizados como los ingredientes activos de cubé, mnania, sabadilla y neemn
respectivamente, recientemente se han promovido intensivamente los programas de

desarrollo y usos de los extractos de semillas del neem (Murray, 2006).

4.2.1. Mecanismos de Accion de los Insecticidas

Los cuatro principales grupos de insecticidas actuan a nivel del sistema nervioso de los
insectos. Los insecticidas organoclorados actuan como basuras en los canales de sodio de
las neuronas de los insectos, resultando altamente especificos y toxicos para insectos.
Aunado a esto, tienen una larga residualidad (~15 - 30 afios) y su costo de produccion es
muy bajo, desafortunadamente, su bio-acumulacién en tejidos grasos de mamiferos y sus
efectos daiiinos a la fauna silvestre, ocasionaron su restriccion y veta en los Estados
Unidos a partir de 1972. Actualmente, el lindano, endosulfan y DDT son utilizados en
forma importante para salud publica en ciertas partes del mundo.

Los organofosforados y metil-carbamatos actiian mimetizando a la acetilcolina en las
uniones sinapticas. Los organofosforados son convertidos en sus analogos oxon mediante
la accion de monooxidasas antes de que actien como inhibidores de la AchE. Estos
insecticidas carecen de especificidad, resultando moderadamente toxicos para mamiferos,
sin embargo, la carencia de residualidad y bio-acumulacién se convirtieron en las

principales razones para incrementar su uso agricola y en salud puiblica. Actualmente, 10



de los 20 insecticidas mas utilizados en mercado, son organofosforados y carbamatos.
Los insecticidas mas utilizados para salud publica son los larvicidas temefés (OFs),
propoxur (MCs) y el adulticida malation (OFs).

Los insecticidas piretroides tienen un modo de accion similar a los organoclorados, sin
embargo, los piretroides ganaron popularidad por su baja toxicidad para mamiferos, por
su rapido efecto aniquilante en insectos y su residualidad intermedia (2-6 meses). Una
gran variedad de moléculas de piretroides fueron introducidas en el mercado en 1970 y
1980, actualmente constituyen el 25% de la produccién mundial d¢ insecticidas. Para el
mercado de salud publica son utilizados desde rociados residuales intradomiciliares,
tratamiento de pabellones, cortinas, mosquiteros asi como en sprays, carboncillos, etc
(Hemingway et al., 2004).

Un reducido niimero de nuevas clases de insecticidas podrian utilizarse para control de
vectores, sin embargo, el alto costo del desarrollo y registro de nuevos insecticidas,
significa que los insecticidas deben ser desarrollados inicialmente por el mercado de la
agricultura y después ser utilizados para el control de vectores. En el mercado de salud
publica, las actividades, perfil de seguridad del insecticida y su forma de aplicacién
deberan ser apropiados, ademas, el mercado debe ser lo suficientemente grande como

para garantizar los costos de registro para su uso en safud piblica.

4.2.2, Permetrina

La permetrina pertence al grupo de los piretroides. Los insecticidas piretroides sen
ésteres del acido crisantémico con un alto grado de lipofilia. Los compuestos originales
de esta serie fueron las piretrinas naturales, las cuales fueron aisladas de las flores del
crisantemo. La quimica de los piretroides y su modo de accion son clasificadas como de
Tipo-1 ¢ Tipo-2, dependiendo del alcohol substitutivo.

La permetrina pertenece al grupo del Tipo-1. En forma gencral este grupo incluye a
los piretroides que contienen desciano-3-fenoxibenci! u otros alcoholes en su estructura
quimica. Muchos de los antiguos compuestos de Tipo-1 carecientes del fenoxibencil,
resultan inestables en condiciones ambientales, impidiendo su uso en cultivos de campo

(por ejemplo, piretrinas, aletrina, tetrametrina). Sin embargo, la introduccion del

10



fenoxibencil en la permetrina mejord la estabilidad quimica y permitié el uso del los
piretroides en ¢l campo (Bloomquist, 1999).

El nombre cientifico de la permeirina ¢s 3-fenoxibenzil (1RS)-cis-trans-3-(2,2-
dichlorovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilato. Es un insecticida no sistémico con
accion de contacto, estomacal y con un poco de efecto repelente. La dosis oral aguda
LDs0 para ratas es de 4000 y 6000 mg/kg para mezclas de isémeros cis:trans de 40:60 y
20:80 respectivamente (LDsy aguda percutanea para ratas es >4000 mg/kg) (Shafer et
al.,2005). La permetrina es toxica para peces y abejas. En mamiferos ocurre la hidrolisis

de enldces éster y el compuesto es eliminado como un conjugado glicosilado.

Cl
CI—C/ O
3\ kN
HC
He  CH,
C21H20Cl 0

Estructura quimica de la permetrina.,

Los signos tipicos de intoxicacion por los piretroides del Tipo-1 incluyen hiper-
excitabilidad y convulsiones en insectos. En insectos, los efectos de los piretroides
(especialmente los del Tipo-1) pueden desarrollarse en 1 a 2 minutos despues del
tratamiento y pueden resultar en el derribe, es decir, la pérdida de la postura normal y de
la locomocién. La exposicién de humanos a cualquiera de los dos tipos de piretroides
puede causar parestesia, una sensacion de quemazon o picazon de la piel, pero este efecto
es mas intenso con los compuestos del Tipo-2 (Bloomquist, 1999).

La intoxicacion con piretroides resulta de sus potentes efectos sobre la generacion de
impulsos nerviosos en el sistema nervioso central y periférico. En condiciones normales,
las neuronas poseen un voltaje que traspasa las membranas, de unos -60 mV, en el lado

interno. El impulso nervioso o potencial de accion consiste en una despolarizacion
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transitoria {onda positiva) cuya onda de ascenso es impulsada por un influjo de iones
Na+, seguidos por un descenso del flujo hacia afuera de iones K+.

Estos flujos de iones ocurren debido a la apertura y cierre de canales ionicos de
proteinas que estan empotradas dentro de la membrana nerviosa (canales de sodio
dependiente de voltaje). El potencial de accion se propaga a lo largo del axén hasta llegar
a las terminales nerviosas, donde estimula la liberacion de los transmisores quimicos. Los
compuestos del Tipo-1 inducen picos multiples de las descargas en los nervios
sensoriales periféricos, nervios motores y en las neuronas dentro del sistema nervioso
central (SNC). Todos estos efectos ocurren por la forma en que los piretroides s¢ unen al
canal de sodio, prolongando la corriente que fluye por los canales de sodio al hacer mas
lento o impedir €l cierre de los canales (Soderlund y Knipple, 2003).

La duracion de las corrientes de sodio modificadas por los compuestos del Tipo-1 dura
décimas o centésimas de milisegundos, mientras que las del Tipo-2 duran algunos
minutos ¢ aun mas. Estos efectos sobre la corriente de sodio también causan un profundo
incremento en la liberacion de neurotransmisores de las terminales nerviosas. La sinapsis
neuromuscular de los insectos es un blanco especialmente importante para los piretroides,
como también para otros insecticidas. (Bloomquist, 1996).

La forma de aplicacion de la permetrina y otros pirteroides utilizados en el control del
dengue, es mediante aerosoles espaciales de gota de ultra bajo volumen (ULV). Para que
esta aplicacion sea efectiva, las gotas de permetrina deben hacer contacto con los
mosquitos en vuelo o en sitios de reposo, desafortunadamente, esta medida ha
demostrado ser inefectiva en muchos casos (Gubler, 1989; WHO, 2002).

Ultimamente, s¢ ha generado gran interés en nuevas formas de aplicacion residual de
piretroides en cortinas, paredes y otras superticies de reposo del mosquito Ae. aegypti
(Kroeger et al., 2006; Karch et al., 1995) Estas medidas, como ha sido demostrado en ¢l
control de Anopheles, son mas focalizadas, eficientizando el uso de insecticidas

economica y ambientalmente.

4,3. Resistencia a Insecticidas en Vectores
Los programas de control de vectores han dependido principalmente del uso de

insecticidas y muchos de los esfuerzos de control resultaron exitosos durante varias
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décadas. E! primer insecticida utilizado para control de mosquitos fue ¢! DDT. En 1955,
la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) llamé a la erradicacion global de la malaria
a través del uso de éste insecticida. El uso de rociados de casas con DDT en programas de
amplia escala, redujo dramdticamente la prevalencia de malaria en Asia (Phillips, 1983).
Por otro lado, los programas de aspersion aérea de temefos en los programas de control
de la oncocercosis en Affica, casi ¢liminaron la ceguera de los rios durante las décadas de
los 70’s y 80’s (Curtis, 1989).

En 1946, la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), armada con DDT inici6
una campaifia de erradicacion de Ae aegypti. Solo un afio después, ocurrieron los primeros
casos de resistencia en especics de este mosquito (Brown, 1986). Para 1972, Aedes
aegypti ya habia sido erradicado del 73% del territorio y de 19 paises (Gubler, 1989), sin
embargo, en el mismo aiio, la resistencia al DDT fue reconoctda como un problema serio
y la camparia termind antes que la meta de erradicacion fuera alcanzada (Brown y Pal,
1971).

Los problemas de resistencia han continuado a pesar del uso de nuevos grupos de
insecticidas. Alrededor de cién especies de mosquitos han generado resistencia a uno o
mas insecticidas (Hemingway y Ranson, 2000). El control de la malaria y dengue, han
incluido algunos organoclorados (hexacloruro de benceno, DDT), organofosforados
(meti-paration, temefoés, malatién y clorpirifos), carbamatos (propoxur y carbosulfan) y
piretroides (resmetrina, permetrina, fenotrina){Ayesa et al., 2006).

A pesar de que el uso del BHC y dieldrin fue restringido desde hace muchos afios, la
resistencia a estos insecticidas sigue dispersada en poblaciones de insectos. El uso del
DDT en algunos paises ha sido restringido o vetado, sin embargo, la resistencia al DDT
en muchas especies de mosquitos vectores es persistente (WHO, 1992). Actualmente,
existe un debate sobre la continuacion del uso de este insecticida, la presion publica
debida a los efectos adversos del DDT hacia el ambiente, exigen su retiro del mercado en
salud publica. Por otro lado, el retiro del DDT en las campaiias de control de vectores en
paises del tercer mundo, ha sido relacionado con ¢l aumento en la incidencia de la
malaria en paises de Africa. (Roberts er al, 1997). Ambos puntos de vista se estan
evaluando cautetosamente, antes de tomar una desicion definitiva sobre el uso de este

insecticida.
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Diversas especies de insectos vectores han desarrollado resistencia a los
organofosforados. La resistencia de amplio espectro a organofosforados, o la resistencia
especifica para malation estan presentes en las principales especies vectoras del género
Anopheles (Hemingway y Ranson, 2000), Cu/ex (Hemingway y Karunaratne, 1998) y
también en Aedes aegypti (Georghiou et al., 1987; Vaughan y ffrench-Constant, 1993;
Rawlins, 1998; Bisset et al., 2006). Los organofosforados y carbamatos tienen el mismo
modo de accién y una vez que una poblacion de insectos es resistente a alguno de los dos
insecticidas, es muy probable que ocurra un fendmeno de resistencia cruzada (Villani y
Hemingway, 1987).

La resistencia a varios grupos de piretroides se ha dispersado ampliamente en
culicidos y anofelinos (Chandre er al., 1998, 1999). La resistencia cruzada entre
piretroides y DDT en Anopheles gambie ha generado una gran preocupacion, ya que los
piretroides son ¢l unico grupo disponible para la implementaciéon de la estrategia mas
eficdz para controlar la malaria: la impregnacion de pabellones.

Por tltime, 1a resistencia a piretroides ocurre en diversas poblaciones del mosquito Ae.
aegypti, ya sca debida a la resistencia cruzada con el DDT (Hemingway ef al., 1989;
Brengues ef et al., 2003), 6 bien, mediante mecanismos métabolicos relacionados con la

resistencia a organofosforados y carbamatos (Rodriguez et al., 2002; Flores et al., 2003).

4.4. Deteccitn de la Resistencia en una Poblacion: Bioensayos

La Organizacion Mundial de la Salud define la resistencia como “el desarrollo de una
habilidad en una cepa de algiin organismo a tolerar una désis de un téxico que probaria
ser letal para la mayoria de los individuos en una poblaciéon normal de la misma especie”.
La resistencia €s una caracteristica genética heredable cuya frecuencia incrementa en la
poblacion como un resultado directo a los efectos selectivos de un insecticida.

Para entender la evolucidn de la resistencia a insecticidas es necesario conocer los
procesos que ocurren y son seleccionados en los individuos resistentes. La variacion
genética y fenotipica que afecta la resistencia se presenta en algunos individuos de la
poblacién como resultado de mutacién o duplicacion genética, modificando algin
aspecto fisiologico, morfologico o de comportamiento en el fenotipo normal. Estos

cambios en el fenotipo usualmente aumentan el proceso de detoxificacion, reducen la
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sensitividad del sistema nervioso o bien, incrementan la capacidad de los insectos de
evadir el contacto con el toxico. Cuando el insecticida es aplicado, los individuos con
dichas mutaciones tienen una ventaja considerable sobre los individuos mas susceptibles
en la poblacion, teniendo mayor probabilidad de sobrevivir al tratamiento con
insecticidas, y en promedio, contribuyen con mas descendencia en la siguiente
generacion. Como resultado, la frecuencia del gen que confiere resistencia aumentara en
la poblacion al paso del tiempo (Hemingway y Ranson, 2005).

La resistencia a insecticidas puede ser investigada en muchos ambitos, desde la
caracterizacion molecular de los genes y los productos bioquimicos que confieren
resistencia; el rol de éstos productos en las reacciones detoxificativas, e incluso el estudio
de las fuerzas ecoldgicas y evolutivas que afectan la dinamica de estos genes en la
poblacion.

Los métodos que miden los mecanismos de resistencia varian en su sofisticacion. Los
bioensayos usando un rango de concentraciones de insecticidas de distintas clases pueden
ayudar a establecer la resistencia y resistencia cruzada de una cepa resistente. De la
misma forma, bioensayos con insecticidas que envuelven la pre-¢xposicion a sinergistas
son utilizados para determinar si alglin tipo de resistencia especifico es bloqueado.

En los bioensayos dosis-respuesta a insecticidas, muestras de insectos son expuestas a
un rango de dasis de insecticidas, produciendo un rango de mortalidades en la muestra
tratada. Al graficar los datos de mortalidad contra la dosis, una curva sigmoide es
obtenida. Esta curva es transformada en una linca de respuesta recta, al transformar el
logaritmo de la dosis y la mortalidad en escala probit (Hemingway y Ranson, 2005).

La grafica dosis-respuesta permite al investigador establecer la dosis requerida para
matar a un porcentaje dado de individuos tratados. Las cepas usualmente son
caracterizadas por la dosis letal que mata al 50% (LD50) 6 95% (LD95) de los individuos.
Por otro lado, cuando la dosis exacta que entra al organismo no se conoce, se puede
calcular la concentracion letal (ejemplo, LC50 6 LC95).

La pendiente de la linea de respuesta es una medida de la variabilidad de la poblacidn,
una linea con mayor inclinacién de la pendiente indica la presencia de una cepa mas
homogeénea. Cuando una cepa de campo gencticamente heterogénea es expuesta a este

tipo de bioensayos, la linea resultante debe tener poca pendiente. Una vez que la
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seleccidn con insecticidas incrementa, la pendiente s¢ vuelve mas inclinada, debido a que
los insectos son cada vez més homogéneos en sus niveles de resistencia.

Los niveles de resistencia de distintas poblaciones pueden ser comparados usando esta
metodologia mediante el calculo de la proporcién de la resistencia (RR: resistance ratio).
La RR corresponde a la désis LD50 de 1a cepa “investigada™ dividida entre la dosis LD50
de 1a cepa susceptible. La proporcion de resistencia puede ser calculada en cualquiera de
los valores LD50 o LD9s.

Existen varias cepas susceptibles de 4nopheles y Culex que han sido mantenidas en
laboratorio para utilizarse como referencia en los bioensayos désis-respuesta. Para Ae.
aegypti, las cepa susceptible mas antigua es denominada “Rockefeller” y se mantiene en
varios laboratorios del mundo (por ejemplo Instituto de Medicina Tropical, Liverpool,
Inglaterra; Instituto Pedro Kouri, Cuba). Una cepa susceptible mas reciente se mantiene
en los laboratorios de CDC (Center of Disease Control, Atlanta, E.U.A.) y es denominada
“New Orleans”.

Los bioensayos dosis-diagnostico fueron una respuesta a la necesidad de evaluar
poblaciones en campo, donde usualmente no se tiene un alto nimero de especimenes.
Para este objetivo, se han calculado dosis diagnéstico predeterminadas para algunas
especies de insectos. Estas dosis se determinan en base a su letalidad para la mayoria de
los individuos susceptibles de varias poblaciones de una especie.

La Organizacion Mundial de la Salud ha establecido una lista de dosis diagnostico
recomendadas para insectos vectores de enfermedades, asi como kits estdndar para
evaluar la resistencia a varios insecticidas (WHO, 1981). El uso de las ddsis diagnostico
proveen una medida aproximada de la cantidad de resistencia en una poblacién, sin
embargo, el traslape de las lineas de mortalidad de los insectos susceptibles y resistentes,
ocasiona que usualmente se subestime €l verdadero alcance de la resistencia.

Por otro lado, estan disponibles algunos ensayos bioquimicos simples para detectar la
actividad elevada de los tres sistemas de enzimas {(esterasas, glutation-s-transferasas y
monoxigenasas) envueltas en el metabolismo de insecticidas (WHO, 1998; Brogdon,
1989). Otras pruebas bioquimicas y métodos moleculares basades en PCR han sido
desarrollados para detectar alteraciones del sitio blanco del insecticida para algunos

insectos vectores de enfermedades (Hemingway et al., 2004).
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4.5. Mecanismos de Resistencia a Insecticidas

La resistencia a insecticidas es el resultado de cambios genéticos que alteran atributos
fisiologicos, morfolégicos 0 de comportamiento en las especies. Los mecanismos de
resistencia se dividen en cuatro categorias: penetracion reducida, comportamiento,
metabolismo elevado e insensitividad del sitio blanco. Por lo general, estos mecanismos
no son especificos y confieren resistencia cruzada a otros téxicos de estructura similar y
en muchos casos, a compugestos quimicamente no relacionados (Soderlund y Bloomquist,
1990).

La penetracién reducida es €l mecanismo de resistencia menos entendido. La mayoria
de los formulados de insecticidas han sido disefiados para penetrar €l insecto a través de
la cuticula. Algunos insectos han desarrollado cutilculas mas gruesas o cuticulas alteradas
que reducen ¢l grado de penetracion de los insecticidas (Apperson y Georghiou, 1975).

Por si sola, la penetracion reducida confiere un bajo nivel de resistencia, sin embargo,
en combinacién con otros mecanismos de resistencia, puede potencializar la resistencia
en forma no aditiva. Por otro lado, al disminuir el grado en el cual ¢l insecticida alcanza
su sitio blanco, permite que otro mecanismo pueda detoxificar mas efectivamente al
insecticida.

Un mecanismo de resistencia por comportamiento fue identificado en moscas que
evaden cebos tratados con malatién. Por otro lado, los insecticidas como el DDT y la
permetrina influencian cambios de comportamiento en los insectos, por ejemplo reducen
la proporcion de entrada de mosquitos hacia las casas, incrementan la proporcién de
escape 0 salida de las casas o bien, inducen un cambio en los tiempos de picadura (Lines
et al., 1987, Mbogo et al., 1996). Aun se desconoce si estas respuestas pueden ser
consideradas como un mecanismo de resistencia, ya que muchos otfros factores pueden
estar afectando al comportamiento de los insectos.

La resistencia metabdlica es el resultado del incremento en la expresion de genes
codificadores de enzimas que metabolizan a los principales xenobio6ticos. Tres familias de
enzimas han sido involucradas en la resistencia a los cuatro grupos de insecticidas, sin
embargo, su rol exacto aun no ha sido determinado. Las monoxidasas del citocromo-
P450, glutatién-s-transferasas (GST) y carboxyl-esterasas son familias de enzimas que

catalizan un gran rango de reacciones de detoxificacion. Estas constituyen la primera
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defensa enzimatica contra los xenobidticos, son responsables de retirar muchos productos
de deshecho del metabolismo, juegan roles esenciales en las rutas biosintéticas y estan
envueltas en la comunicacion quimica (Scott, 1995).

La actividad elevada de las enzimas detoxificativas ha sido asociada con la resistencia
a insecticidas en un gran rango de especies de insectos plaga. Las esterasas usualmente
estan envueltas en la resistencia a organofosforados, carbamatos y en menor proporcion a
piretroides. Las monoxidasas-P450 estan involucradas en el metabolismo de piretroides y
en la activacion o detoxificacion de insecticidas organofosforados y en menor proporcion
de metil-carbamatos. La DDT-dehidroclorinasa fue reconocida recientemente como una
glutation-s-transferasa en la mosca doméstica Musca domestica, posteriormente fue
demostrado que esta enzima tiene un rol comun en anofelinos y mosquitos Aedes
(Hemingway et al., 2004).

La resistencia por insensibilidad del sitio blanco se debe a mutaciones sencillas no
silenciosas en genes estructurales. Para que ocurra la seleccion de estas mutaciones, el
aminoacido resultante debe reducir la union del insecticida, sin causar vna pérdida de la
funcién primaria del sitio blanco. Por lo tanto, €l nimero de substituciones probables de
aminoacidos resulta muy limitada y comunmente pueden encontrarse las mismas
mutaciones asociadas a la resistencia en taxas muy divergentes. El grado en que se afecta
la funcion debida a la mutacidn resistente, puede reflejarse en la viabilidad de los
individuos resistentes en la auscencia de seleccion. Este costo en la viabilidad tiene
importantes implicaciones en la persistencia de la resistencia en el campo.

Los genes de los principales sitio blancos: canales de sodio (para), receptores del
acido amino-butirico (GABA) y acetilcolinesterasa (AChE), han sido clonados y sus
secuencias han sido comparadas entre insectos resistentes y susceptibles. Algunas
mutaciones han sido asociadas con resistencia a insecticidas, aunque en muchos casos no

se ha elucidado el mecanismo de resistencia a nivel molecular.

4.5.1. Resistencia Metabdlica
4.5.1.1. Carboxil-Esterasas
Las carboxil-esterasas son un grupo amplio de enzimas capaces de metabolizar una

gran variedad de substratos mediante la hidrolizacién de los enlaces éster en presencia de
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agua. Las esterasas pueden clasificarse en base a su preferencia por los substratos o. o 3
naftol (aNA y BNA), a sus patrones electroforéticos o bien, por su secuencia nucleotidica.

Muchos insecticidas contienen enlaces éster, por lo cual, es esperado encontrar que el
principal mecanismo de resistencia en cepas de insectos resistentes se deba a la actividad
intensificada o sobreproduccion de esterasas. En forma general, los insecticidas
organofosforados y metil-carbamatos achian como inhibidores de esterasas, ya que tienen
una alta afinidad por las enzimas pero son substratos pobres.

En los insectos resistentes, existe una mayor frecuencia de la interaccion esterasa-
insecticida, evitando que el insecticida alcance su sitio blanco (la acetilcolinesterasa).
Cuando las esterasas estan presentes en €l misma proporcion molar que el insecticida,
estas son capaces de secuestrar efectivamente a los msecticidas ¢ hidrolizarlos lentamente
(Scott, 1995).

El papel de las esterasas como mecanismo de resistencia puede ser inferido mediante
tres formas: 1) deteccion de niveles elevados de productos de la hidrélisis de insecticidas
en estudios de metabolismo en insectos resistentes; 2) sinergismo de la toxicidad del
insecticida en insectos resistentes mediante ¢l uso de inhibidores de ¢sterasas no téxicos,
tales como TPP (0,0,0-trifenil fosfato), DEF (S,S,S-tributil fosforotritioato) o IBP (0,0-
bis(1-metiletil)s-feniimetil posforotioato); 3) deteccion de niveles altos de actividad de
esterasas generales (Brogdon, 1989), usando substratos simples y ensayos
espectrofotométricos de homogenizados o tejidos de insectos, o bien, por ¢lectroforésis y
tincion de geles (Hemingway y Karunaratne, 1998).

La sobreproduccion de esterasas es una respuesta evolutiva contra la presion de
seleccion por insecticidas organofosforados y carbamatos, su presencia se ha
documentado en numerosas especies de artrépodos, incluyendo mosquitos, garrapatas,
afidos y cucarachas.

El papel de las esterasas en la detoxificacion de los piretroides ha sido poco estudiado,
existen varios reportes de la actividad intensificada de las esterasas en poblaciones de
mosquitos resistentes, enire éstas An. gambiae, An. albimanus y Culex quinguefasciatus y
Aedes aegypti (Rodriguez et al., 2001; Flores et al, 2003), sin embargo, los genes
involucrados aun son desconocidos. Algunos estudios han demostrado que las esterasas

tienen baja actividad catalitica sobre algunos piretroides, sugiriendo que los elevados

19



niveles de esterasas presentes en cepas resistentes a piretroides, podria deberse a una pre-
seleccion con organofosforados (Rodriguez ef al., 2002).

La principal causa de la excesiva sintesis de esterasas en insectos resistentes, se debe a
la amplificacion de genes dentro del genoma, aunque también la transcripcion sobre-
regulada y expresion genética alterada han sido documentadas. El mecanismo de
resistencia metabolica estudiado con mas detalle en vectores de enfermedades, es el
sistema de esterasas elevadas en Culex.

En este mosquito, la sobreproduccion de enzimas se debe a la amplificacion de uno o
mas genes de esterasas, variando entre 20 a 250 copias en el genoma (Mouches e¢ al.,
1990; Callaghan et al, 1998). Existen varios alelos de esterasas asociados con la
resistencia, sin embargo, ¢l genotipo mas comun ¢s la co-amplificacion de dos genes de
esterasas: esta y esif. Alrededor del 90% de las poblaciones resistentes de Culex
presentan un genotipo esta2/estp2 (Coleman et al., 2002) aunque otras combinaciones
han sido identificadas, por ejemplo la cepa Cyprus tiene entre 40 a 60 copias de los genes
esta-5 y estf-5, mientras que la cepa TEM-R de California solo presenta amplificacion en
el locus estf-1. Se ha encontrado muy poca variacion en la cinética de inhibicion entre los
distintos alelos de esterasas, por lo cual la ventaja selectiva del genotipo est-u2/est-p2
podria estar ligada a un tercer gen (aldehido oxidasa) que se co-eleva solamente con este
fenotipo (Hemingway et al., 2000b).

Los genes homologos a las esterasas amplificadas en el mosquito Culex, han sido
identificados en la misma proximidad y orientacion en 4n. gambiae, pero se desconoce si
estan involucrados en la resistencia a piretroides, ya que las esterasas son inefectivas
contra los piretroides en este mosquito (Ranson ez al., 2000).

Los elevados niveles de esterasas no siempre son el resultado de la amplificacion
genética. La sobre-expresion de la esta-1 en la cepa Barriol de Cx. pipiens del Sur de
Francia, se podria deber a cambios en algin elemento regulatorio no identificado y no a
la amplificacion del gen esta-1. Las esterasas amplificadas pueden tambien ser
expresadas en diferentes niveles, por ejemplo, existe cuatro veces mas estfi quc esta en
Cx. quinquefasciatus resistente, a pesar de que los genes estan presentes en una
proporcion 1:1. Aun asi, estos mecanismos no han sido identificados a nivel genético o

molecular en poblaciones naturales de mosquitos (Hemingway et al., 2000a)
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Por otro lado, algunas especies de Anopheles tienen un mecanismo que confiere
resistencia especifica al malation ¢ involucra a carboxilesterasas con alta actividad
hidrolitica (Hemingway, 1982). En A4n. stephensi, tres esterasas con actividad carboxil-
esterasa contra malation han sido aisladas y caracterizadas, sin embargo, la alteracion
genética que genera estos cambios cualitativos no han sido identificados en poblaciones
de mosquitos de campo. Datos de otros artropodos resistentes al malation, sugieren que
una 0 dos mutaciones de aminoacidos en €stas enzimas podrian ser responsables de éste

tipo de resistencia (Hemingway, 1983).

4.5.1.2. Monoxidasas del Citocromo-P450

Las monoxidasas del citocromo-P450 son una familia de enzimas encontrada en la
mayoria de organismos, incluyendo a los insectos. Estas enzimas actian en el
metabolismo de xenobidticos y tienen un rol en el metabolismo endégeno. Las enzimas
P450 se unen al oxigeno molecular y reciben elecirones del NADPH para introducir una
molécula de oxigeno en el substrato. Las monoxidasas tienen un amplio rango de
substratos, pero en general, estas enzimas metabolizan substratos lipofilicos para producir
moléculas con mayor solubilidad en agua, o bien con grupes funcionales que permiten las
reacciones de conjugacion, promoviendo la excrecion (Berge er al., 1998).

Las monoxidasas P450 estin envueltas en el metabolismo de todos los insecticidas,
permitiecndo la detoxificacion a través de la hidroxilacién alifatica del DDT,
deshidroxilacion aromatica del carbaryl y propoxur, y la epoxidacion de cicledienos, o
bien, permitiendo la activacién de los organofosforados a través de reacciones de
oxidacion. La gran diversidad de monoxidasas se debe a la existencia de multiples
isoformas de P450, varios patrones de expresion y un amplio espectro de substratos
(Scott, 1995).

La elevada actividad de las monoxidasas ha sido asociada con la resistencia a
piretroides en An. stephensi, An. subpictus, An. gambiae y Cx. quinguefasciatus
(Brogdon, et al, 1999; Vulule et al., 1999). El principal método para identificar este
mecanismo de resistencia se basa en bioensayos con insecticidas utilizando inhibidores
de las monoxidasas del citocromo-P450 (piperonil butéxido PBO). La reduccion en la

magnitud de la resistencia observada constituye la primera pista de la presencia de este
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mecanismo de resistencia. La confirmacion de este mecanismo requiere de estudios
bioquimicos comparando cepas resistentes y susceptibles. Este tipo de ensayos ha sido
estandarizado para multiples especies de mosquitos vectores.

En la mayoria de los casos donde se ha correlacionado la actividad elevada de las
monoxidasas-P450 con la resistencia a insecticidas, se ha identificado €l rol de los genes
Cyp pertenecientes a la familia Cyp6. La enzima CYP6D se sobreproduce en una cepa de
M. domestica resistente a piretroides debido a la transcripcion regulada, por otro lado, la
CYP6A se ha asociado con la resistencia a organofosforados en la misma especie
(Feyereisen et al., 1995).

En An. gambiae y Cx. quinfefasciatus se han identificado la sobre-expresion de uno o
varios genes pertenecientes a la familia CYP6 asociados con la resistencia a piretroides
(Nikou et al., 2003; Gong et al., 2005). Otros genes pertenecientes a las familias CYP4,
CYPI2 y CYP9 han sido observados en cepas resistentes a insecticidas en diferentes
especies de insectos. Recientemente, diecisiete cDNAs que codifican oxidasas CYP4 han
sido identificadas en An. albimanus y 111 genes P450 han sido identificados en An.
gambiae, sin embargo, aun se desconoce si estas familras de oxidasas juegan algtn rol en

la resistencia del mosquito (Ranson et al., 2002).

4.5.1.3. Glutation-s-Transferasas

Las glutation-s-transferasas (GSTs) son enzimas dimericas multifuncionales que
juegan un rol en la detoxificacion de un gran range de xenobidticos. Las enzimas
catalizan el ataque nucleofilico del glutation reducido (GSH), en los centros electrofilicos
de los compuestos lipofilicos. De los dos tipos de GSTs (microsomales y citosdlicas),
solo las enzimas citosélicas han sido implicadas en el metabolismo de los insecticidas.

Las GSTs pueden detoxificar insecticidas mediante reacciones de conjugacion con el
glutatién reducido, produciendo metabolitos hidrosolubles, o bién, al facilitar la dehidr-
clorinizacion de compuestos mediante reacciones de reduccion. Mas alin, estas enzimas
también contribuyen en la remocion de especies de rudicales de oxigeno-libre producidas
por la accion de los insecticidas (Enayati, et al., 2005).

La GSTs de las clases delta y epsilon son especificas para insectos, han sido reportadas

en mosquitos, mosca domestica, drosofilidos y mosca de las ovejas. Se sugiere que las
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GSTs juegan un rol en la resistencia, ya que muchos estudios han demostrado que los
homogenizados de insectos resistentes a insecticidas presentan altos niveles de actividad
de éstas enzimas.

El principal rol de las GSTs en la resistencia a insecticidas en mosquitos, es el
metabolismo del DDT a productos no téxicos (DDE), aunque también tienen un rol
secundario en la resistencia a organofosforados. La resistencia al DDT basada en GSTs es
muy comun en varias especies de anofelinos, reflejando el fuerte uso de éste insecticida
para ¢l control de la malaria durante varias décadas.

En Ae. aegypti al menos dos grupos de GSTs se encuentran en altos niveles en
insectos resistentes al DDT (Lumjuan ef af., 2005), mientras que en An. gambiae un gran
numero de GSTs se encuentran elevadas y algunas de ellas pertenecen a la clase delta
(Ranson ez al., 1997),

Las GSTs en Ae. aegypti y An. gambiae de insectos resistentes se sobre-expresan en
forma constitutiva . Las GSTs-2 de Ae. aegypti se sobre-expresan en todos los tejidos a
excepcion de los ovarios de los insectos resistentes. La secuencia de la clase Il de GSTs
de An. gambiae ha sido publicada y las principales clases de GST II en Ae. aegypti se ha
clonado y secuenciado. En esta ultima especie, GST-2 es sobre-expresada en la cepa GG
resistente a DDT, y se piensa que Ja mulacion resistente ocasiona la interrupcion de un
represor, esta mutacion evita la funciéon normal del represor llevando a elevados niveles
de la enzima GST-2 en mosquitos resistentes (Ranson er /., 2002).

Las GSTs de la clase I son codificadas por una extensa familia de genes en An
gambiae, M. domestica y D. melanogaster. La organizacion genémica en estas tres
especies es sorprendentemente diferente. En D. melanogaster ocho genes divergentes sin
intrones se encuentran en un segmento de DNA de 14 kb. En An. gambiae, miltiples
genes de la clase GST-1 se encuentran agrupados en un solo sitio gendémico (cluster). La
mayoria de los genes contienen uno o mas intrones, uno de estos genes, aggst-1a, tiene
un empalme alternativo produciendo cuatro transcriptos distintos de mRNA.

La organizacién de la familia de genes GST-1 es muy similar en insectos resistentes y
susceptibles en An. gambiae, sugiriendo que el mecanismo de resistencia basado en GSTs

es probablemente causado por un regulador cis-trans (Ding et al., 2003). Los productos
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de estos genes difieren en su habilidad para metabolizar al DDT y algunos de estos genes

son regulados para activar el metabolismo en mosquitos resistentes (Enayati et al., 2005).

4.5.2. Resistencia por Sitio Blanco

4.5.2.1. Acetilcolinesterasa Insensitiva

Los organofosforados y carbamatos tienen su sitio blanco en la acetilcolinesterasa
(AchE). La AChE hidroliza al neurotransmisor excitatorio acetilcolina en la membrana
post-sindptica del nervio. La AChE de los insectos tiene una especificidad de sustrato
intermedio entre la AChE de los vertebrados y la butiril-colinesterasa.

La forma molecular predominante en insectos es un dimero globular anfifilico que se
une a la membrana mediante una ancla glipofilica. Alteraciones en la AChE en insectos
resistentes a organofosforados y carbamatos resulta en una reduccion o inhibicién en la
sensibilidad de la enzima por estos insecticidas. En Cx. pipiéens, la AChE-1 y AChE-2
difieren en su especificidad de sustrato, sensibilidad inhibitoria y el patron de migracion
electroforético. Solo la AchE-1 parece conferir resistencia a insecticidas (Raymond et al.,
1986).

Hasta la fecha, se han identificado dos genes Ace con esta actividad. La tinica acetil-
colinesterasa clonada en C. pipiens es la Ace2, la cual no esta involucrada en la
resistencia a insecticidas y ademas se encuentra ligada al sexo. Por otro lado, el gen Acel
es autosomico y confiere resistencia a insecticidas (Malcolm et al., 1995).

Los vertebrados tienen dos tipos de colinesterasas: acetil-colinesterasa y butiril-
colinesterasa. En D. melanogaster solo un gen Ace que codifica una colinesterasa ha sido
clonada. Distintas substituciones de aminodcidos en los genes Ace de Drosophila y M.
domestica podrian causar resistencia, siempre y cuando los residuos asociados a la
resistencia se localizen cerca o dentro del sitio activo de la acetil-colinesterasa.

Hasta ahora, no ha sido registrada la resistencia basada en AChE en An stephensi y
debido a que ninguno de los casos de resistencia registrada han estado ligados al sexo, se
sugiere que estos genes no representan el sitio blanco del insecticida. El anélisis detallado
del pertil de inhibicion de la acetilcolinesterasas de Ae. aegypti sugiere que existe un solo
locus AChE en esta especie. En este caso, la resistencia basada en alteraciones de la

acetil-colinesterasa podria estar ligada al sexo. Los genes AChE han sido clonados en los
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mosquitos Ae. aegypti y An. stephensi, aunque ambos genes estan ligados al sexo
(Anthony et al., 1995).

Cinco mutaciones puntuales asociadas con la resistencia a organofosforados y
carbamatos han sido identificadas en ¢l gen de la acetilcolinesterasa en D. melanogaster
(Mutero ef al., 1994) y estudios dirigidos por mutagénesis del AChE ligado al sexo de Ade.
aegypti, han demostrado que estas mutaciones también confieren resistencia en
mosquitos (Vaughan ef al,, 1997).

Las alteraciones en la AChE tienen un costo de viabilidad muy severo en las
poblaciones de Cx. pipiens en ¢l sur de Francia, probablemente causado por la reduccion
en la actividad de AChE de la enzima mutada comparada al tipo silvestre. Sin embargo,
en Drosophila se ha propuesto que la presencia de miltiples mutaciones que conficren
bajos niveles de resistencia podria ser una respuesta a la seleccion de mutaciones con

mayor viabilidad en esta enzima (Ming et al., 2004).

4.5.2.2. Receptores GABA

La resistencia a dieldrin fue registrada en 1950, sin embargo, la participacion de los
receptores GABA en este tipo de resistencia fue elucidada hasta 1990. El receptor GABA
en los insectos €s un canal de iones de cloro heteromultimérico, con funcion de inhibir ia
neurotranmision en el sistema nervioso central del insecto y en uniones neuromusculares.
El receptor GABA de los insectos esta implicado como un sitio de accion para
piretroides, ivermectinas y ciclodienos. Algunos estudios muestran que los insectos
resistentes a ciclodienos son resistentes a los insecticidas picrotoxina y fenilpirazole y
que el efecto de la ivermectina en neuronas cultivadas puede revertirse con el pre-
tratamiento con picrotoxina, sugiriendo que estos insecticidas interaciian con el ionéforo
de cloro asociado con ¢l receptor GABA de insectos.

Los receptores GABA pertenecen a una superfamilia de receptores de
neurotransmisores que incluyen a los receptores nicotinicos de la acetilcolina. Estos
receptores estdn formados por oligomerizacion de cinco subunidades alrededor del canal
central de iones de sodio. Cinco distintas subunidades han sido clonadas a partir de

vertebrados. Hasta la fecha solo tres subunidades han sido clonadas en D. melanogaster,
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pero estas no entran en la clasificacion de subunidades GABA de los vertebrados
(ffrench-Constant et al.,, 1993).

Se ha encontrado que una substitucion de alanina a serina en el dominio que envuelve
al canal del receptor GABA, confiere resistencia a ciclodienos tales como ¢l dieldrin. La
mutacién fue identificada por primera vez en Drosophila, y desde entonces ha mostrado
estar en un amplio rango de insectos resistentes a dieldrin, incluyendo Ae. aegypti
(ffrench-Constant ez a/, 1994). La Gnica variacién en insectos resistentes es que el
residuo substituido cambia a glicina en vez de serina. A pesar de que se ha detenido el
uso de insecticidas ciclodienos para agricultura y salud publica, los alelos resistentes
pueden ser encontrados en relativamente altas frecuencias en poblaciones de insectos en

campo.

4.5.2.3. Canales de Sodio

El rapido efecto de derribe que caracteriza a los insecticidas DDT y piretroides, es es
ocasionado por la activacién persistente de los canales de sodio. Esta activacion se debe a
la forma en que los insecticidas s¢ unen al poro del canal, prolongando el mecanismo de
inactivacion dependiente de voltaje. La reduccion en la sensitividad del canal de sodio
dependiente de voltage a la union de los insecticidas es la causa del fenotipo resistente
conocido como “kdr” presente en varias especies de insectos.

Debido a que €l canal de sodio es el sitio blanco del DDT y piretroides, muchos
estudios en la década de los 80 y 90s se enfocaron en esta proteina. El canal de sodio
dependiente de voltaje de los insectos, es una proteina transmembranal que contiene
alrededor de 2108 aminoacidos plegados en cuatro dominios homologos e hidrofobicos
(dominio L, 11, TII y TV), separados por uniones hidrofilicas. Cada dominio se compone de
seis segmentos transmembranales (s1-s6).

Diversas especies de insectos resistentes al DDT y piretroides presentan alteraciones
en el gen del canal de sodio. La asociacion entre la resistencia kdr con modificaciones en
el canal de sodio fue confirmada mediante estudios de unidn de neurotoxinas
(Bloomquist y Miller, 1986) y mediante estudios de mapeo genético. En estos ultimos, se
identifico una sola mutaciéon en el dominio I segmento transmembranal 6 (DIIS6),

asociada con la resistencia tipo kdr en Musca domestica (Williamson et al., 1993).
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La mutacién kdr consistié en un cambio de nucledtidos de adenina a timina en el
residuo LeucinalOl14, confiriendo un cambio de aminoacidos de leucina (Leu) a
fenilalanina (Phe). Posteriormente, la misma mutacion fue identificada en varias especies
de mosquitos, tales como An. gambiae, An. stephensi, An. sacharovi y Culex pipiens
(Martinez-Torres ef al., 1998; Enayati ez al., 2003; Martinez-Torres et al.,, 1999; Luleyap
et al., 2002).

Otras mutaciones en el segmento DIIS6 han sido identificadas. Una nueva mutacién
en T-2A en el residuo Leul014 de An. gambiae y Cx. pipiens (Ranson et al, 2000b;
Luleyap et al., 2002) confiere una substitucion a serina, sin embargo, estas cepas fueron
mas resistentes al DDT que a los piretroides.

Por otro lado, algunos insectos dipteros (muscidos) con el fenotipo “super kdr”,
ademas de contener la mutacion Leul014Phe, presentaron una segunda mutacion
(Met918Thr) que ocurre en €l puente de unién de los segmentos transmembranales 4 y 5,
del dominio Il (Williamson et al., 1996; Guerrero et af, 1997). Se ha sugerido que la
segunda mutacion intensifica ¢l fenotipo kdr en cepas de moscas resistentes, sin embargo,
esta mutacion no ha sido identificada en poblaciones de moscas de campo, ni en
mosquitos vectores.

En forma interesante, las alteraciones del canal de sodio asociado con la resistencia,
son mucho mas variables que las alteraciones identificadas en los receptores GABA, sin
embargo, se siguen limitando a un pequefio numero de regiones en la proteina. La
mayoria de las alteraciones de la proteina del canal de sodio ocurren en una region que
forma parte de la cobertura del canal de sodio (DIIS6). Se ha sugerido que los canales de
sodio alterados permiten una rapida disociacion del insecticida, confiriendo resistencia a
los efectos toxicos del insecticida (Sederlund y Knipple, 2003).

La mutacion de leucina a fenilalanina en anofelinos puede detectarse mediante
pruebas diagnéstico-moleculares basadas en PCR, discriminando entre individuos
homocigotos susceptibles, homocigotos resistentes y heterocigotos (Martinez-Torres ef
al, 1998, Lynd et al, 2004). Debido a que la resistencia Adr es semi-recesivd o
completamente recesiva, la capacidad de identificar organismos heterocigotos es de vital
importancia para la deteccién temprana y manejo de resistencia en campo. Actualmente

existe una tendencia a investigar la resistencia a piretroides mediante PCR en regiongs
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donde otras mutaciones kdr han sido encontradas, sin embargo, cambios en otras regiones

podrian estar asociados a la resistencia.

4.5.2.4. Resistencia kdr en el Mosquito Ae. aegypti

La resistencia . tipo kdr (por sus siglas en inglés: knockdown resistance) es un
mecanismo de resistencia seleccionado por insecticidas piretroides y DDT. Actualmente
su principal forma de deteccion es mediante bioensayos, donde los insectos son expuestos
a DDT o piretroides en conjunto con inhibidores de enzimas, tales como PBO y DEF,
para descartar resistencia por mecanismos enzimaticos.

El primer reporte de resistencia tipo kdr en Ae. aegypti, ocurrié en Tailandia (1975)
después de la falla en una campafia de control utilizando bioresmetrina. Los estudios
genéticos de una cepa seleccionada de esta poblacidn, demostré la presencia de un solo
factor de resistencia a piretroides (Rpy) presente en el cromosoma IIl. Este factor fue
incompletamente dominante en herencia (Soderlund y Bloomquist, 1990).

Este mecanismo de resistencia ha sido reportado en diversas poblaciones del mosquito
transmisor del dengue Ae. aegypti hacia una variedad de insecticidas piretroides. Un
estudio reciente, identificod siete mutaciones ¢n el dominio II, segmento transmembranal
S6 del canal de sodio en cepas de Ae. aegypti resistentes a permetrina. Ninguna de estas
mutaciones ocurre en el residuo leucina 1014 presente en otros dipteros, sin embargo,
algunos polimorfismos han side encontrados en cercana proximidad a esta region.

Una de las mutaciones ocurre en la primera posicion del coddn isoleucina en el
residuo 1,011 (Isel1,011), donde un cambio de adenina a guanina (A->G) ocasiona una
substitucién del aminodcido de isoleucina por metionina (Mer), esta mutacion tue
encontrada en cepas resistentes a piretroides de Sud-América (Brengues et al., 2003).

Una segunda mutacion asociada a la resistencia kdr en el mosquito Ae. aegypti fue
identificada en cepas resistentes a piretroides y DDT provinientes de Tailandia. Esta
mutacion ocurre en el codon 1,016 (Val1,016), donde una substitucion de nucledtidos de
timina a guanina (T2>G) en la segunda posicion del codon, ocasiona la substitucion del
aminodacido valina (silvestre) a glicina (resistentes). (Brengues et al., 2003; Prapanthadara
et al, 2002).
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4.6. Genética de 1a Resistencia

La resistencia a insecticidas es un fendmeno evolutivo que solo puede entenderse con
la informacién genética. Los estudios genéticos son la principal herramienta en el
desarrollo de mejores métodos de deteccion, en la investigacién de los mecanismos de
resistencia, asi como en la eleccidon de mejores estrategias para el manejo de la resistencia
(Roush y Daly, 1990).

El estudio de la adaptacion sigue siendo uno de los principales enfoques de la
entomologia. La genética de la adaptacion se fundamenta en la substitucion de genes
dentro de las poblaciones en el tiempo: los alelos favorecidos por seleccion natural
reemplazan a otros alelos y al mismo tiempo cambian los rasgos dentro de una poblacion.

En forma historica, la genética de la adaptacion ha sido estudiada en tres formas 1) por
andisis cuantitativo de variacién fenotipica, 2) por genética de poblaciones basada en
marcadores, y 3) por analisis de polimorfismos de genes simples.

Las diferencias entre estos estudios ha desaparecido rapidamente con el advenimiento
de los “proyectos genomicos” que mapean y secuencian los genomas completos
(Drosophila melanogaster, An. gambiae y Ae. aegypti). Otro aspecto importante ha sido
el desarrollo de procedimientos estadisticos (bioinformatica) para la examinacion de las
bases de datos y por ltimo, 1a creaciéon de mapas genéticos capaces de identificar loci
que afectan la variacion fenotipica (quantitative trait loci: QTL)(Black ez af., 2001).

Para conocer las bases genéticas de los distintos mecanismos de resistencia a
insecticidas, es necesario conocer la variacion (polimorfismos) que ocurre en los genes
que podrian estar implicados en la resistencia. Posteriormente, debe conocerse si esta
variacion genéfica produce proteinas con un mayor grado de detoxificacion de
insecticidas.

El desarrollo de pruebas diagnostico que detecten estos alelos, permitrd iniciar
estudios sobre la frecuencia, estabilidad y evolucion de alelos resistentes en poblaciones
de campo, abriendo el paso al desarrollo de estrategias de uso de insecticidas que
disminuyan la seleccion de poblaciones resistentes.

La reciente liberacion de proyectos gendémicos de mosquitos ha facilitado

enormemente el estudio de la genética de la resistencia y en la proxima década podran
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identificarse alelos (forma alternativa de un gen) que se asocian con la resistencia a los

principales grupos de insecticidas utilizados actualmente.

4.6.1. Mapas Genéticos

Un mapa genético es una representacion grafica que indica la frecuencia con la que los
marcadores a lo largo de un cromosoma recombinan durante la meiosis. Por otro lado, un
locus en un mapa fisico se define como la posicion en el arreglo linear de nucledtidos a lo
largo de un cromosoma, teniendo una posicién mas precisa en el mapa fisico.

Los mapas genéticos de una gran variedad de especies vectoras ya estan disponibles,
en gran parte gracias a la reciente revolucion de la genética molecular que incremento
dramaticamente los nimeros y tipos de marcadores genéticos que pueden ser analizados
en los genomas de los vectores. Esto trajo la evolucién de los mapas genéticos intensivos
o saturados.

Los mapas genéticos utilizan marcadores genéticos basados en varias tecnologias. El
primer mapa genético construido para Ae. aegypti se basé en polimorfismos de
fragmentos de restriccion (RFLPs) (Severson et al., 1993), la limitacion de este tipo de
mapas se debia a la cantidad de ADN disponible que solo permitia el andlisis de un
maximo de 25 a 30 marcadores por cada individuo. Esta limitaciéon desapareci6 en 1985,
cuando la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) pemnitié amplificar
rapidamente la secuencia de un gen a partir de una minima cantidad de ADN. Esta
técnica revoluciond la forma en que todas las determinaciones genético-moleculares
habian sido realizadas.

El PCR amplifica directamente la secuencia de ADN en unas pocas horas usando
cebadores de oligonucleétidos que se alinean a regiones conservadas y flanquean a una
secuencia de un gen de interés. El producto de ADN amplificado por PCR puede ser
analizado a nivel de variacion nucleotidica usando métodos como: polimorfismos de
ADN amplificado al azar (RAPDs), polimorfismos de fragmentos de longitud
amplificados (AFLPs), microsatélites, polimorfismos conformacionales de cadena
sencilla (SSCP) y polimorfismos de nuceldtidos simples (SNPs), entr¢ otros. La técnica
de PCR permitie al investigador realizar cientos de determinaciones en un simple

organismo.
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Los mapas genéticos se basan en el registro de los eventos de recombinacion en una
familia de cruza. Para ésto, es necesario tener una serie¢ de marcadores genéticos que
permitan discernir entre gametos (6 individuos) con genotipos parental o recombinante,
La segregacion de los alelos en una familia es comparada entre marcadores, esperando
que ocurran mas eventos de recombinacion entre dos marcadores que se encuentran mas
lejanos.

Las unidades de un mapa genético son denominadas centimorgans (¢M). Un cM es
una unidad de frecuencia de recombinacion entre alelos en un par de loci, en un simple
evento de meiosis, un ¢cM equivale a un solo evento de recombinacion en cada 100
meiosis. Los mapas genéticos han sido frecuentemente generados usando disefios de
intercruza F1 o retrocruzas recurrentes. Se¢ ha estimado que el limite maximo de distancia
de recombinacion entre dos loci es de 50 ¢cM, esto se basa en que no pueden existir mas
gametos con genotipos recombinantes que gametos con el genotipo parental. Sin
embargo, es frecuente que los mapas genéticos tengan mas de 50 cM, esto se debe
principalmente al tamaiio fisico de un cromosoma individual.

Recientemente se han desarrollado algoritmos estadisticos para analizar
simultdneamente las frecuencias de recombinacion entre muchos loci. Estos algoritmos
realizan comparaciones entre muchos puntos de unidn, usando todas las posibles
frecuencias entre dos puntos para identificar el orden mas probable de cada grupo
genético.

Los algoritmos requieren de la informacion precisa sobre la segregacion de alelos ya
sea en un intercruza F1, en una linea endogamica-recombinante (RIL), o bién en una
retrocruza con un padre recurrente. Un requisito es deteminar ¢l genoitpo correcto para
cada uno de los padres-P1 (generacion parental) y padres-F1 (generacion filial 1).
Afortunadamente, cuando se utilizan marcadores basados en ADN, solo 4 distintos alelos
pueden estar segregando en cada locus en una cruza dada.

Los loci donde los padres P1 no comparten ningun alelo en comun, son considerados
completamente informativos, debido a que puede trazarse el lineaje correcto en la
progenie. Por ofro lado, en algunos loci, los padres P1 pueden compartir un alelo comun,
dichos loci s¢ consideran parcialmente informativos. Por ultimo, cuando ambos padres

comparten dos alelos en un locus (heterocigotos), se considera que este marcador no es
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informativo. Las frecuencias de recombinacion pueden ser calculadas usando loci de
marcadores informativos y también de marcadores parcialmente informativos, aunque
estos 1ltimos tienen errores estindar mas grandes (Black y Severson, 2005).

Una vez que los genotipos son determinados para cada marcador, estos s¢ colocan en
un matriz de datos de cada locus en cada uno de los individuos de la progenie F2 o
progenie de la retrocruza. Existen dos paquetes de software comtiinmente utilizados en el
céalculo de distancias de recombinacion tales como MAPMAKER (Lander et al., 1987) y
JoinMap (Stam y Ooijen, 1995).

Estos programas determinaﬁ para cada par de loci: 1) cuales son los genotipos
informativos, 2) estiman las distancias entre pares (pairwise distances) a partir de un
genotipo informativo y, 3) estiman los valores de LOD (log odds ratio) para cada una de
las estimaciones. El valor LOD es la probabilidad de que la estimacion de unién genética
pueda ser causada solo por azar. La ecuacion es LOD=-1xLog!l0 (probabilidad d¢ que un
evento ocurra solo por azar). Los marcadores cercanamente ligados generalmente tienen
altos valores LOD y una vez que la proporcion de recombinacion se acerca al 50%, los
valores LOD declinan.

Una vez que se¢ consigue un mapa genético, es posible identificar los loci que
condicionan al rasgo de interés. El mapeo intensivo de unién y los analisis QTL son tan
cercanos que los investigadores usualmente determinan ambos simultaneamente, ya que

la misma matriz de datos puede ser utilizado para alcanzar ambas metas.

4.6.2. Mapeo de QTLs

QTL (por sus siglas en inglés: guantitative trait loci) se define como un loci (plural de
locus) en el genoma que controla un rasgo fenotipico. Un locus, se entiende como una
una posicién en un cromosoma y un rasgo puede entenderse como una caracteristica
fenotipica que es heredada. La localizacion de un QTL consiste en estudiar la segregacion
del fenotipo y genotipo a partir de una familia de mapeo.

Existen dos tipos de rasgos fenotipicos, los mendelianos y los cuantitativos. Los
rasgos mendelianos usualmente consisten en alelos altamente perjudiciales que ocasionan
errores en €l metabolismo y desordenes causados por genes tinicos, estos son raros en la

poblacion en general. Por otro lado, los rasgos cuantitativos son el resultado de multiples
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factores genéticos y del ambiente, que afectan a gran parte de la poblacion. La
localizacion de un loci que controla un rasgo fenotipico requiere de un mapa genético y/o
un mapa fisico.

La variacién de los rasgos cuantitativos es el material puro sobre el cual actian las
fuerzas evolutivas para producir diversidad fenotipica y adaptacion. La vanacion
fenotipica de los rasgos cuantitativos resulta de la segregacion simultdnea de alelos en
multiples loci de rasgos cuantitativos. El entendimiento de la arquitectura genética de los
rasgos cuantitativos comienza con el mapeo de loci de rasgos cuantitativos (QTL),
obteniendo regiones genomicas amplias, y finaliza con la definicion molecular de alelos
de loci de rasgos cuantitativos (QTN) (Mackay T.F.C., 2001.)

Para lograr el completo entendimiento de la arquitectura genética de un rasgo
cuantitativo se requiere de respuestas a las siguientes preguntas: (En qué loci ocurren las
variaciones de mutacién que afectan al rasgo cuantitativo?, ;Cuales son los grados de
mutacién espontanea en estos loci?, ;Cuales loci afectan [a variacion en poblaciones
naturales de una misma especie y entre especies?, ;Cuales son los efectos alélicos en los
heterocigotos y homocigotos en estos loci?, ;Los efectos de los loci individuales en el
fenotipo final son independientes (aditivos), o el efecto de loci miltiples es no linear
(epistasis)?, ;Cual es el efecto de los alelos del QTL en otros rasgos cuantitativos,
incluyendo la viabilidad reproductiva?, ;Que define a un alelo QTL a nivel molecular?,
(Cual es la frecuencia de alelos QTL dentro y entre poblaciones?, entre otras.

El principio del mapeo de QTL requiere de: 1) dos cepas endogamicas en las cuales se
hayan fijado alelos en loci que afectan la variacion del rasgo de interés y 2) un mapa
genético basado en marcadores moleculares polimorficos. Posteriormente, se desarrolla
una poblacion de mapeo en la cual se determina el fenotipo y el genotipo de muchos
locus de cada individuo. Las poblaciones de mapeo pueden obtenerse por retrocruza, F2,
lineas recombinantes endogamicas u otras generaciones segregantes derivadas de las
cepas parentales (Mackay T.F.C., 2001).

En su forma mds simple, ¢l mapeo de QTL implica recorrer el genoma, un marcador a
la vez, clasificando a los individuos en clases de genotipos por cada marcador y

realizando pruebas estadisticas para determinar la presencia de diferencia significativa del
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fenotipo entre las clases de genotipo de un marcador. Si esta diferencia es encontrada,
entonces se considera que €l QTL esta ligado al marcador.

Un andlisis de contingencia de chi cuadrada o un procedimiento de ANOVA pueden
repetirse exhaustivamente entre cada uno de los loci del estudio, sin embargo, este intento
trata a cada locus como un factor independiente. En la realidad, se sabe que los alelos en
un loci no segregan independientemente. Cada marcador del loci estara estadisticamente
asociado con el fenotipo, siempre y cuando estos se encuentren en cercana proximidad
con el QTL. Miés atin, la posicién mas probable del QTL no puede ser inferida utilizando
esta aproximacion. Esto ha intensificado el desarrollo de métodos mas severos y exactos
para probar la presencia de un QTL y mas importante, de estimar la posicion genética del
QTL. Este procedimiento tal cudl, subestima ¢l efecto del QTL por una cantidad
proporcional a la distancia entre el QTL y el marcador, pero este problema se ha superado
mediante el mapeo de QTL relativo a los dos marcadores que lo flanquean (mapeo por
intervalos) (Black y Severson, 1995).

El mapeo por intervalos es un método que utiliza pares de marcadores adyacentes para
probar asociaciones estadisticas de un intervalo con el fenotipo. El mapeo de QTL utiliza
valores LOD, para probar la probabilidad de que una asociacion en particular proviene de
un acontecimiento al azar. En este caso, LOD=log10 (probabilidad de hipdtesis alterna/
probabilidad de hipdtesis nula). La hipdteis nula (Ho) es que no existe asociacion ¢ntre
fenotipo y genotipo; la hipdtesis alterna es que existe una asociacion entre €l fenotipo de
un individuo con el genotipo. Si la probabilidad de Ha excede la probabilidad de Ho
entonces, el valor del LOD sera mayor a 0. Por ejemplo, si la probabilidad de Ha equivale
a 1000 veces la probabilidad de Ho, entonces el valor LOD es 3.0. Er un mapeo por
intervalos, €l valor LOD para cada intervalo se grafica en ¢l eje-y, mientras qu el mapa
genético se coloca en el gje-x. El mapeo de intervalos agrega los valores LOD a lo largo
de cromosoma y después estima la posicion mas probable del QTL.

Una pregunta comin concierne a la magnitud en la cual los valores LOD deben ser
considerados véalidos. Cominmente, se utilizan pruebas de permutacion para asegurar la
consistencia con la cual el set de datos soporta a los valores LOD para cada inervalo, Un
método propuesto consiste en que después de calcular los valores LOD del set original de

datos, los fenofipos de los individuos son permutados al azar en los genotipos
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individuales. Después, los valores LOD son estimados y almacenados para el set de datos
permutados. Este procedimiento de permutacion se repite 1000 veces (Churchill, 1994).
El software reporta para cada infervalo los valores LOD mas grandes (en las posiciones
900, 950 y 999). También reporta los umbrales mas grandes del experimento. La
comparacién en la cual el 95% de los umbrales de intervalo y experimento coinciden es
utilizada. El umbral comparativo tiende a sobrestimar el namero de QTLs. En forma
contraria, el umbral del experimento tiende a ser conservativo y por supuesto subestima
el nimero de QTLs.

Dependiendo de la magnitud del efecto y en las relaciones de ligamiento, los LOD de
diferentes mapas de intervalo pueden variar de uno a otro y esto puede afectar las
estimaciones LOD en intervalos individuales. El mapeo por intervalos compuestos (Zeng,
1994) ajusta los valores LOD a intervalos individuales usando un nimero variable de
marcadores para controlar los efectos de otros intervalos en el mapa, ademas utiliza una
ventana variable para ajustar los e¢fectos de intervalos en proximidad con ¢l intervalo que
csta siendo analizado. Las pruebas de permutacion pueden ser aplicadas al mapeo
compuesto de intervalos. Como siempre el factor critico en que determina la precision de

un QTL reside en €l tamafio de 1a muestra.

4.6.3. Estudios de Mapeo de QTL en Mosquitos Vectores

La técnicas de mapeo de QTL han sido utilizadas para examinar varios fenotipos
complejos de los mosquitos An. gambiae, Ae. aegypti y An. funestus. Aunque esta técnica
puede ser aplicada para estudiar cualquier fenotipo, la mayoria de los estudios se han
dirigido a aspectos de la competencia para transmitir patdogenos y para determinar loci
que controlan la resistencia a insecticidas.

En An. gambiae, los primeros estudios de mapeo de QTL se enfocaron en el fenotipo
de resistencia por encapsulacion melandtica. Tres QTL con efectos aditivos han sido
identificados y controlan el 70% de la variacion fenotipica en la encapsulacion de
ooquinetos de Plasmodium cynomolgi (Zheng et al., 1997).

En An. gambiae se han identificado dos QTL (rtd1 y rtd2) que controlan mas del 50 %
de la variacion en la susceptibilidad al DDT (Ranson et al, 2000a). En el mismo

mosquito fueron identificados tres QTLs controlando la resistencia a la permetrina, ¢l de
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mayor importancia se co-localiza con ¢l gen del canal de sodio en €l cromosoma II
(Ranson ef al., 2004). En el mosquito 4An. funestus vwn estudio de QTL identificé a un solo
QTL, rp! determinando el 60% de la variacién en la susceptibilidad a la permetrina. Este
loci esta genéticamente ligado a un cluster de genes CYP6 de citocromo-P450 (Wondji et
al., 2007),

En el mosquito Ae. aegypti, han sido mapeados loci que afectan la infeccion del virus
del dengue-2 en el intestino del mosquito, en uno de los estudios, ¢l mapeo de la familia
de intercruza F1 detect6é un loci en el cromosoma II y un segundo loci en el cromosoma
111, ambos loci ocasionan el 30% de la variacion fenotipica (Bosio et al., 2000). En el
mismo mosquite se mapearon las regiones que controlan la infeccion del virus del dengue
en ¢l intestino, utilizando una familia de una linea de intercruza avanzada FS, (AIL)
previamente establecida; fueron detectados un nuevo loci ligado al sexo y un segundo
QTL en el cromosoma II con genotipos sujetos a seleccion por balance. Los alelos en
estos QTL contribuyeron aditivamente para determinar la susceptibilidad a la infeccién
con el virus (Gomez-Machorro et al., 2004).

Bennett er al, (2005) mapearon los QTLs que afectan la habilidad de diseminar la
infeccion del virus del dengue-2 a otros tejidos del mosquito. El mapeo se realizé en una
familia de intercruza F2 y posteriormente en la generacion avanzada F5. Se encontraron
tres QTL distribuidos en los tres cromosomas, con efectos aditivos o dominantes en
determinar la diseminacion del virus y contribuyeron al 45% de la variacién fentotipica.
Las posiciones de los QTL que controlan al infeccion y diseminacion del virus del

dengue-2 corresponden a los mismos loci de los estudios antes descritos.
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METODOLOGIA

5.1. Mutaciones en ¢l gen para asociadas con la resistencia tipo kdr

El primer objetivo (seccion 5.1.1) consistio en identificar polimorfismos en la regién
DIIS6 del canal de sodio dependiente de voltaje (gen para). Este objetivo tuvo un disefio
experimental observacional, no fueron usados tratamientos ni controles. Utilizamos un
solo grupo de ~250 individuos (cuatro poblaciones de campo de Ae. aegypti de México y
una cepa seleccionada para resistencia a la permetrina) y una sola observacion categorica
(clase de haplotipos SSCP).

La regién DIIS6 del canal de sodio fue amplificada mediante PCR y después fue
analizada por polimorfismos mediante la técnica SSCP. El ADN de los mosquitos con
diferentes haplotipos SSCP fue secuenciado y analizado con la finalidad de identificar los
polimorfismos presentes en esta region. Dos nuevas mutaciones fueron identificadas, una
en €l codon 1,011 y la segunda en el codén 1,016.

El segundo objetivo (seccion 5.1.2.) consistié en determinar la frecuencia alélica de
las cuatro mutaciones “kdr” (Mer1,011, Vall1,011, Giv1,016 e [s01,016) del gen para en
32 distintas colecciones del mosquito Ade. agegypti de Aménca. Para éste disenio
experimental no fué:ron utilizados tratamientos ni controles. Utilizamos 32 grupos (32
colecciones de mosquitos), en las cuales se realizaron cuatro mediciones categoricas
(genotipo de las cuatro mutaciones-kdr). El ADN de 30-50 mosquites de cada coleccion
de mosquitos fue extraido y la frecuencia alélica de las cuatro mutaciones fue identificada
para cada poblacion mediante PCR especifico para alelos. La frecuencia alélica fue

analizada junto con le evolucion y filogenia de dichas mutaciones.

5.1.1. Colecciones de mosquitos y mantenimiento en laboratorio
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Los mosquitos fueron colectados en seis poblaciones de México: Loreto, Baja
California Sur (26.000309° Latitud Nte y -111.339285° Longitud Oeste); Cd.
Constitucion, Baja California Sur (25.022414° Latitud Nte y -111.662518° Longitud
Oeste); Tecate, Baja California Sur (32.569099° Latitud Nte y -116.631401° Longitud
Oeste); Islas Mujeres, Quintana Roo; Coatzacoalcos (18.128856° Latitud Nte, -
94.451492°), Veracruz; y Mazatldn (23.251603° Latitud Nte, -106.428641° Longitud
Oeste), Sinaloa. La cepa susceptible de referencia New Orleans fue donada por el Dr.
William Brogdon (CDC, Atlanta) y ha sido mantenida en laboratorio por milltiples
generaciones sin ser sometida a ningin pesticida.

Las larvas fueron colectadas en campo y transportadas al laboratorio de Entomologia
M¢édica en la Facultad de Ciencias Biolégicas, UANL en los afios 2003 y 2004. Las
larvas fueron alimentadas con comida para pez (Aquacrece®) y una vez que llegaron al
estado de pupa, fueron colocados dentro de jaulas donde los adultos fueron
suplementados con una solucion de sacarosa al 10%. Las hembras fueron alimentadas
con sangre de raton para permitir [a produccién de huevecillos. El sustrato de oviposicion
consistio en tiras de papel filtro colocado en contenedores de plastico.

Dependiendo de la cantidad de huevecillos F1 obtenidos, se repitio la misma
metodologia para obtener una segunda o tercera generacion de huevecillos. Las papeletas
con huevecillos de las generaciones F2 y F3 fueron transportadas al Laboratorio de
Microbiologia, en la Universidad del Estado de Colorado, E.U.A. Alrededor de 80
mosquitos de cada coleccién de mosquitos tueron congelados a -80 °C para la posterior

extraccion de ADN.

5.1.2. Bioensayos y cstimacion de LC50

Los bioensayos se basaron en una combinacién de las metodologias descritas por
CDC (Brogdon y McCallister, 1998b) y WHO (WHO, 1981). Los mosquitos fueron
expucstos a distintas concentraciones de permetrina, durante un tiempo de 1 hora. La
mortalidad a las 24 horas fue utilizada para determinar la concentracion LC50 para este
insecticida. El disefio experimental consistié en cinco concentraciones de permetrina

(tratamientos) y un control negativo.
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Las botellas wheaton de 250 m] fueron impregnadas con distintas concentraciones de
permetrina, usando acetona como solvente. Una solucién stock de permetrina (stock #1)
fue preparada afiadiendo 1 ml de acetona a 100 mg de permetrina (grado técnico)
obteniendo una concentracion final de 100 microgramos (pg) de permetrina por
microlitro (ul) de solucion.

Una segunda solucion stock (#2) fue preparada disclviendo 1 pl del stock #1 en 1 ml
de acetona, obteniendo una concentracion final de 100 nanogramos (ng) por microlitro.
Distintas cantidades de este stock, 5, 10, 25, 50 y 100 ul, respectivamente, fueron
diluidas en 1 ml de acetona para obtener concentraciones finales de permetrina de 0.5,
1.0, 2.5, 5.0 y 10 pg por botella respectivamente. Las botellas wheaton de 250 ml, fueron
impregnadas con estas soluciones, asegurando que la acetona se haya evaporado
completamente. Las botellas se utilizaron después dos horas de la impregnacion para
asegurar la evaporacion completa de la acetona.

Alrededor de 40 mosquitos adultos entre 3 a 4 dias de edad fueron aspirades y
colocados dentro de las botellas durante un periodo de 1 hora. Transcurrida la hora de
exposicion, los mosquitos fueron transferidos a cajas de carton por un tiempo de 24
horas. Las cajas de carton fueron colocadas en una incubadora con 80% de humedad
relativa, una temperatura constante de 28°C y un fotoperiodo de 14 horas luz.

El derribe fue definido como el nimero de mosquitos derribados transcurrida la hora
de exposicion, mientras que la mortalidad fue registrada a las 24 horas post-exposicion.
Los experimentos se replicaron por triplicado. El criterio para determinar el estado de
derribe se baso en: 1) el mosquito se encuentra con el dorso en el fondo de la botella (o
con las patas hacia arriba), 2) es incapaz de volar, 3) tiene movimientos aberrantes y es
incapaz de mantenerse en posicion erguida. Un mosquito muerto fue aquel que no
presentd movimiento después de un tiempo de 24 horas.

El namero de mosquitos vivos, derribados, recuperados y muertos fue registrado en
una pagina de Excell. El nimero de mosquitos muertos a las 24 horas, fue graficado
colocando la concentracién de permetrina en el eje de las X y la mortalidad en el eje de
las Y. La concentracion letal 50 (LC50) fue determinada para cada colonia de mosquitos.
Las colecciones cuyas LCS50 sobrepasaron a la cepa susceptible New Orleans fueron

posteriormente seleccionadas con permetrina por varias generaciones.
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5.1.3 Se¢leccion de cepa resistente a permetrina

Las cepas resistentes tienen como funcién ser referencia y hacer comparaciones con
otras cepas o poblaciones de campo. Las colecciones de Mazatlan (generacion F4) y Cd.
Constitucion (F4) fueron seleccionadas con 0.5 ug de permetrina (~LC50). La coleccion
de Islas Mujeres (F2), fue seleccionada con 5 pg de permetrina (~LC70). Cada cepa de
mosquitos fue seleccionada por tres generaciones.

La seleccion consistié en exponer ~100 mosquitos adultos a botellas impregnadas con
la respectiva cantidad de permetrina durante una hora. El derribe fue registrado y la
totalidad de los mosquitos fue colocada en cajas de cartén en una incubadora a las
condiciones descritas anteriormente. Los mosquitos sobrevivientes y recuperados a las 24
horas post-exposicidn, fueron colocados en una jaula para permitir la cépula en masa. Las
hembras fueron alimentadas con sangre de raton para la obtencion de huevecillos de la
siguiente generacion.

La progenie de la primera generacién seleccionada, fue eclosianada y criada hasta
obtener adultos. Los adultos fueron sometidos a las mismas concentracienes de
permetrina y los sobrevivientes fueron colectados y colocados en jaulas para obtener

huevecillos de la siguiente generacion. Esta metodologia se repitié una vez mas.

5.1.4. Técnicas para deteccion de polimorfismos SSCP

5.1.4.1. Disefio de iniciadores kdr

Este paso conisfio en desartollar iniciadores capaces de amplificar al dominio II
segmento transmembranal 6, del gen del canal de sodio dependiente de voltaje (VGSC en
M. domestica o gen “para” en D. melanogaster) del mosquito Aedes aegypti (nimero de
acceso AY663385). Los cebadores fueron disefiados con el programa Primer Premier 5
(Premier Biosoft International, Palo Alto, CA) a partir de una libreria de ADN de Aedes
aegypti procediente de la Universidad del Estado de Colorado en E.U.A..

La secuencia de ADN complementario, de la region DIIS6 de Ae. aegypti fue colocada
en el programa Primer Premier 5. El programa se estandarizé para obtener productos de
PCR de 250 a 300 pares de bases (pb) y los pares de iniciadores obtemdos fueron

analizados para harpirinas, dimeros y regiones de alineacion falsas. El par de iniciadores
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denominado kdrD2T6 (5'-ATGTGGGATTGTATGCTTG-3" y 5’ -TCTTGTTCGTTTCGTTGTC-3")
fue enviado a sintetizar en la compafiia OPERON (Operon Inc., Huntsville, AL).

Los iniciadores kdrD2T6 fueron optimizados usando un pool de ADN de Ae. aegypti
de Puerto Rico. La optimizacion de los iniciadores consistié en someter la reaccion de
PCR (ver en seccion 5.1.2.3.) a distintas temperaturas de alineacion, desde 45°C a 65°C.
Los productos de PCR fueron fraccionados en geles de agarosa al 1.2% y la presencia de
bandas amplificadas se revisé en un transiluminador de UV, la presencia de una sola
banda de peso molecular esperado y suficiente intensidad, fue elegida como la

temperatura ideal para amplificacion.

5.1.4.2. Extraccion de ADN

El ADN genémico fue extraido de cada mosquito individualmente en base a la técnica
de sales (Black y Munstermann, 1996). Los mosquitos fueron macerados individualmente
en 50 ul de buffer de homogenizacion (0.1M NaCL, 0.2M sacarosa, 0.1 Tris-HCL pH
9.1, 0.05M EDTA y 0.5% dodecilsulfato de sodio) utilizando pisitilos Kontes y tubos
eppendorf de 1.7 ml. Este homogenado fiie incubado a 65°C por 30 minutos. Después de
éste periodo, fueron agregados 7 pl de acetato de potasio (8M). Los tuboes fueron
colocados en hiclo por al menos 30 minutos para precipitar el SDS (dodecilsuifato de
sodio). Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 14,000 revoluciones por minuto
(rpm) durante 15 minutos. El sobrenadante fue transferido a nuevos tubos estériles de 1.7
ml. Los acidos nucléicos fueron precipitados al agregar 100 pl de etanol al 100% a cada
tubo e incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos. Este ADN fue centrifugado
a 14,000 rpm durante 15 minutos, el etanol fue removido cuidadosamente. Después, 100
ul de etanol al 70% fueron agregados al pellet formado, centrifugado 5 minutos a 14,000
rpm para remover el exceso de sales; el sobrenadante fue desechado cuidadosamene para
no perder el pellet formado. Por 1iltimo, se utilizé un segundo lavado con 100 pl de etanol
al 100 %, logrando deshidratar al pellet. El pellet de ADN se secd usando un Speed-Vac
y después fue resuspendido en 150 a 200 pl de buffer TE (0.05M Tris-HCI, 0.05 EDTA,
pH 8.0). Una alicuota de 100 pl de ADN fue colocada en viales con tapa de rosca y fue
almacenada a —80°C. El ADN restante tue colocado en el refirgerador a 4°C para uso

diario en las reacciones de cadena de la polimerasa (PCR).

41



5.1.4.3. Amplificaciéon por PCR.

Esta fue efectuada segun Black y DuTeau (1997). Las reacciones de PCR se realizaron
en microplacas de policarbonato de 96 pocillos (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). Para
asegurar la homogencidad de las condiciones de PCR, se prepar6 un solo mix de reaccion
de PCR suficiente para amplificar 100 reacciones de 50 pl (volumen final). Esta reaccion
consitio en 4350 pl de agua bidestilada (ddH20), 500 pl de buffer para Taq 10X [500mM
KCl, 100mM TrisHCI (pH 9.0}, 15 mM MgCI12, 0.1% gelatina (w/v) y 1.0 % Triton-X-
100)], 50 pl de dNTP (20 mM Biorad), 5000 picomoles de cada iniciador y 40 pl de Tag-
polimerasa termoestable (producida por el Laboratorio del Dr. William Black IV).
Alrededor de 49 pl de la mezcla de la reaccion fue distribuida en cada pocillo de la
microplaca. La placa fue colocada en hielo y 1 pl de ADN de cada mosquito fue colocado
en su respectivo pocillo. Dos gotas de aceite mineral fueron agregadas en cada pocilio y
la placa fue sellada con papel plastico adhesivo para evitar la evaporacion y
contaminacion de la reaccion. En cada placa se utilizé un control negativo, el cual
consistid de la misma mezcla de reaceion sin agregar ADN.

Cada placa fue colocada en un termociclador de 96 pocillos (BioRad). La reaccion tue
sometida a un periodo de S minutos de desnaturalizacion inicial a 95°C y después a 30
ciclos de: 1) un minuto a 95°C para desnaturalizacion; 2) un minuto a la temperatura de
alineacion del respectivo par de iniciadores; 3) dos minutos a 72°C para extension.
Después de estos ciclos, hubo un periodo de extension final a 72°C por diez minutos. La
placa fue después enfriada a 4°C y almacenada en refrigerador a 4°C.

Varios productos de PCR, el marcador de una kilobase (Tracklt, Invitrogen, Carlsbad,
CA) y el control negativo se revisaron en geles de agarosa al 1.2% (w/v) disuelto en
buffer TBE. Para cargar las muestras en el gel, se mezclaron 4 pul del producto de PCR
con 4 pl buffer de carga (LB conteniendo el marcador Sybergreen) y después se
colocaron en los pocillos del gel. La electroforésis se realizd por 20 minutos a 112
voltios. Los productos de PCR se visualizaron sobre un transiluminador de luz

ultravioleta.

5.1.4.4. Clonacion de productos de PCR amplificados con el iniciador kdrD2T6
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Para asegurar que las bandas amplificadas con el par de iniciadores kdrD2T6
corresponden al dominio-1I segmento-6, del gen para, los productos de PCR amplificado,
fueron extraidos y purificados del gel de agarosa utilizando el kit de Quiagen para
extraccion de geles de agarosa (QIAquick gel extraction kit). Los productos de PCR
purificados fueron ligados en el vector topo 2.1 (TOPO TA cloning kits). Posteriormente
el vector fue cultivado en cepas de E. coli competente. Las colonias transformadas con el
inserto fueron seleccionadas con ampicilina. Se tomo una muestra de 10 colonias blancas
de cada una de las colonias transformadas (clonas).

Se realizé una reaccion de PCR utilizando los iniciadores kdrR2T6, a partir de las
clonas. Los productos fueron fraccionados en un gel de agarosa al 1.2%. Cuando se¢
obtuvieron fragmentos de peso esperado, las clonas fueron purificadas (QlAprep Spin
Miniprep kit) y fueron enviadas a secuenciar (Davis, California) utilizando los iniciadores
MI13 y T7. Las secuencias fueron editadas y analizadas con el programa SeqMan y

Clustalw, respectivamente.

5.1.4.5. Analisis SSCP

Las diferencias genotipicas entre los mosquitos de cada coleccion fueron identificadas
mediante el analists de polimorfismos conformacionales de cadenas sencillas (SSCP)
(Black y DuTeau, 1997). Los fragmentos analizados corresponden al DIIS6 del gen para,
y estas regiones fueron amplificadas con los iniciadores kdr2 y kdr4.

En resumen, los productos de PCR (100-350 pb) fueron desnaturalizados con calor €
inmediatamente fueron colocados en hielo, permitiendo la formacion de estructuras de
conformacion secundaria. Estos productos con conformacion secundaria, fueron
sometidos a electroforésis en geles de poliacrilamida. La base de la téenica consiste en
que los polimorfismos presentes en el ADN de los fragmentos de PCR, ocasionan la
formacion de distintas estructuras secundarias de las cadenas simples. Las cadenas con
distinta conformacién secundaria corren a distinta velocidad en el gel. Los geles son
tefiidos con nitrato de plata y las bandas son reveladas con carbonato de sodio. La
presencia de diferentes patrones de bandas (haplotipos) sugiere la presencia de

polimorfismos en la cadena de ADN. Por ultimo, los productos de PCR de los individuos
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con distintos haplotipos son enviados a secuenciar para corroborar la presencia de
polimorfismos a nivel de nucleétido.

Para formar ¢l gel de poliacrilamida s¢ utilizaron vidrios de 40x50 cm de supetficie

(sistema Sequigen Bio-Rad, Biorad Laboratories, Hercules, CA). El primer proceso
consistio en preparar una de las superticies del vidrio y la superficie plana de la unidad de
electroforesis. La superficie del vidrio se limpié con ddH20 usando una servilleta
(kimpwipe). Después de un plazo de dos minutos, la superficie se lavo con alcohol al
95% utilizando un servilleta y se dejo evaporar por dos minutos. Posteriormente, se
distribuyeron 5 pl de silano de adherencia (g-metacrioloxy-propil- timethoxusilano,
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) previamente disueltos en 1 mL de etanol (95 %
contenuendo 0.5 % écido acético glacial). Después de evaporar por 5 minutos, se
realizaron tres lavados con alcohol al 95 %, este paso permitid distribuir
homogeneamente al xilano, ademas de remover su exceso en los vidrios. Después de cada
lavado, se dejé un tiempo de evaporacién de dos minutos.
Por otro lado, la superficie plana de la unidad de electroforesis [PC (40x50 cm) fue
lavada con ddH20, se dejo secar por dos minutos y despues se aplicé un lavado con
etanol al 95%, vsando servilletas. Después de dos minutos, esta superficie fue tratada con
2 mL del repelente de agua RainEx usando una servilleta pequefia. Esta superficie se dejo
reposar por cinco minutos para permitir la evaporacion completa.

Para ensamblar la unidad de electroforesis (IPC) y el vidrio, las superficies tratadas
con silano y RainEX fueron colocadas una frente a la otra, utilizando una tira separadora
de 0.4 mm de grosor. Las placas fueron prensadas por los lados y selladas en la parte
inferior. Posteriormente, la unidad IPC se colocd en forma horizontal. Alrededor de 100
mL de poliacrilamida (5.0 %) previamente mezclada con 100 pl de TEMED y 100u] de
APS (250 mg de peroxidisulfato de amonio en 1 mL de ddH20) fueron colocados dentro
de una jeringa de 300 mL. Esta mezcla fue inyectada cautelosamente para llenar el
espacio (0.4 mm de grosor) entre el vidrio y la superficie plana de la IPC, evitando la
formacion de burbujas de aire. Un tira de plastico de 2 cm de alto se coloco en la parte
superior del gel con la finalidad de formar un espacio para cargar las muestras. Una hora
después, la unidad IPC se coloco en forma veritcal en el contenedor de la IPC y se

agregaron cerca de 2000 mi de buffer TBE 1X a la unidad IPC.



Entre 2 a 4 pl del producto de PCR fueron mezcladoes con 4 pl de buffer
desnaturalizante de carga (DLM: 10 mM NaOH, 95% formamida, 0.05 azul de
bromofenol y 0.05% cyanol de xileno). Esta mezcla fue calentada a 95°C por cinco
minutos € inmediatamente colocada en hielo durante otros cinco minutos. Este paso s
necesario para promover la formacion de complejos dentro de las mismas cadenas
sencillas y para reducir la restauracion de la doble cadena de ADN. Estos productos,
ademas de un marcador de tamafio estandard (1kb ladder, Gibco BRL, Gaithesburg MD)
fueron sometidos a clectroforésis (sistema Sequigen Bio-Rad, Biorad Laboratories,
Hercules, CA) a una corriente constante de 13 miliampéres, durante 15 a [§ horas a
temperatura ambiente.

Los fragmentos de ADN sometidos a electroforésis fueron detectados usando tincién
con plata. Para é€sto, ¢l vidrio con el gel adherido fue separado cuidadosamente del [PC y
se colocd en una charola de plastico (50x70cm). Para fijar el ADN, se agregaron 2 litros
(L) de 4cido acético glacial (10 % v/v disuelto en dH20) y la charola se agité a 70 rpm
durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, el dcido acético fue colocado en un
recipiente de plastico para utilizarse después. El vidrio fue lavado tres veces con ddH20
por dos minutos en cada lavado.

Posteriormente, se agregaron dos litros de la solucion de tincion [0.075% (w/v) nitrato
de plata y formaldehido a una concentracién final de 15 % (v/v)] por 30 minutos. La
solucién de plata fue retirada y el vidrio se lavo durante 15 segundos con agua destilada.
El ultimo paso fue agregar la solucion reveladora [3% carbonato de sodio enfriado a
10°C, previamente tratada con formaldehido (0.15% v/v) y tiosulfato de sodio (0.0002%
w/v)]. Una vez que las bandas se resolvieron claramente (~5 a 7 minutos), la solucidn
fijadora (4cido acético glacial) fue agregada directamente sobre el vidrio y agitada
durante 5 a 10 minutos. Los geles fueron enjuagados por 20 minutos en dH2O para
remover los residuos de sales que pueden manchar al gel despues de secarse. Los geles se
removieron de la charola y se colocaron en forma vertical para secarse durante la noche.

La revision visual de los geles se realizé colocando el vidrio en placas de luz, para
permitir un buen contraste. El primer paso consistié en colocar €l nombre de la poblacion
y el numero del mosquito en cada carril. Posteriormente, en orden de aparicion se

diferenciaron a los distintos haplotipos en base al patrén de bandas. A cada tipo de patrén
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de bandas se le designd una letra del alfabeto. El resto de los individuos fue clasificado
en base al tipo de patron que presentd. El tipo de patron de SSCP (letra) para cada

individuo y poblacion fue registrado en una base de datos.

5.1.4.6. Secuenciacion y andlisis de productos de PCR

Dos productos de PCR por cada tipo de patrén SSCP, fueron enviados a secuenciar
para analizar las diferencias entre haplotipos a nivel nucleétido. Previo al envio, los 45 pl
de producto de PCR fueron purificados utilizando un kit para purificacion de productos
de PCR (Qiaquick PCR purification kit, Qiagen) utilizando el procedimiento de
microcentrifugaciéon. Los productos se mezclaron con 200pul de buffer de unién y se
colocaron en columnas de purificacion con un filtro de silica. Esta mezcla fue
centrifugada por un minuto a 14,000 rpm, el decantado se desechd y el filtro se lavé con
750 pl de buffer de elucién, centrifugando por un minuto. El decantado fue desechado y
se procedié a otro ciclo de centrifugacion. Para elulir el ADN, se agregaron 30ul de
ddH20 sobre la membrana, dejando reposar durante un minuto y posteriormente fue
centrifugado por un minuto.

Alrededor de 28 pl de producto de PCR purificado a la concentracion de 10
ng/ul/100pb fueron obtenidos de cada muestra. Este ADN se separd en dos alicuotas de
14ul para permitir la secuenciacion de la cadena positiva y negativa respectivamente. Las
muestras fueron etiquetadas, liofilizadas y enviadas al centro de Secuenciacion de Davis
(Davis California).

Las cromatografias de las secuencias fueron analizadas y alineadas con los softwares
SeqMan® y Clustalw respectivamente (Thompson et al., 1994). Un sitio polimoérfico fue
aquel donde aparecian dos distintos nucledtidos (adenina, timina, guanina o cifosina) en
el mismo sitio de la secuencia. La presencia de una sola curva sugirié que ese individuo
fue homocigoto para ese nucleétido. La presencia de dos curvas en €l mismo sitio sugirio
la heterocigocidad de ese individuo. La presencia de polimorfismos fue revisada tanto en
la cadena positiva y negativa del mismo individuo, si hubo discrepancia en el nucelotido

presente en ese loci, se descartd ese sitio polimoérfico.
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5.1.5. Deteccion de alelos especificos en los codones Isol,011 y Va/l,016

Cuatro sistemas fueron desarrollados para detectar alelos especificos en cada SNP
(single nucelotide polymorphism) del DIIS6 del gen para, asociados con la resistencia
kdr. Los sistemas de dcteccion de alelos especificos, se basaron en dos mutaciones
encontradas en los codones /so1,011 y dos mutaciones en el codon Vall,016.

La base de la técnica consiste en amplificar productos de PCR de distinto tamafio para
cada alelo especifico en una sola reaccion. Este producto de PCR contiene un marcador
fluorescente (sybergreen) que se une a la cadena doble de ADN. Posteriormente, los
productos de PCR s¢ someten a un aumento gradual de temperatura, ocasionando la
desnaturalizacion de dichas cadenas. La disociacién del marcador fluorescente de la
doble cadena de ADN es detectada por una maquina de PCR-tiempo-real, registrando las
temperaturas donde ocurrié una mayor disociacion. Un producto de PCR de mayor
tamafio presenta una temperatura de disociacién mas alta, mientras que un producto de
menor tamafio se desnaturaliza con menor temperatura. Estas curvas de desnaturalizacion
son graficadas, permitiendo registrar la presencia de una sola curva a una temperatura alta
(homocigoto Y), una curva de baja temperatura (homocigoto X) o bien, la presencia de

ambas curvas en el mismo individuo (heterocigoto XY).

5.1.5.1. Diseiio de iniciadores alelo-especificos

Los iniciadores positivo y negativo fueron disefiados con €l programa Primer-Premier
5 para obtener productos de PCR entre 50 y 90 pares de bases. Los iniciadores midieron
entre 18 y 25 pares de bases. El iniciador positivo (alelo-especitico) fue disefiado en
forma de que el altimo nucelotido de la region -3° correspondiera al alelo polimérfico.
Para detectar a cada alelo especifico, se realizaron dos modificaciones en el iniciador
positivo: 1) para detectar el alelo X, se adicioné la cadena de “GCGGGC” al extremo 5°
del iniciador postitivo especifico X; por otro lado, para detectar el alelo especifico Y, se
adiciono la cadena, “GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCC” en el extremo 5° del
iniciador positivo ¥ (Germen y Higuchi 1999; Wang ef @/, 2005); 2) la segunda
modificacion consistid en des-estabilizar cada uno de los iniciadores positivos al
modificar al tercer nucleotido de la region 3’ hacia el grupo purina o pirimidina contrario

{Okimoto y Dodgson, 1996).
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Los iniciadores fueron sintetizados por las compaiiias de OPERON, cada iniciador fue
resuspendido en una cantidad de TE para obtener una concentracion final de 500
picomoles (pmol) por microlitro. La cantidad de TE para diluir al iniciador se calculd

dividiendo el nimero de picomoles de cada iniciador entre 500 (concentracion final).

5.1.5.2. Reaccion de PCR para detectar alelos especificos

Una reaccion de PCR consitié en 11.85 pl de ddH20, 12.5 pl del master Mix IQ
SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories: 100mM KCl, 40 mM Tris-HCI pH8.4,
0.4 mM de cada dNTP, 50 unidades/ml de iTag DNA polimerasa, 6 mM MgCl,, SYBR
Greenl, 20nM de fluoresceina) y ~0.05 pl de cada niciador especifico e iniciador
reverso, completando una reaccion con volumen final de 25 pl.

La mayoria de las reacciones se realizaron en microplacas de 96 pocillos (Hard Shell
™ _ Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) de color blanco, ya que permiten una mejor
deteccion de la fluorescencia. Para realizar 96 reacciones de un volumen final de 18 pl/rx,
se utilizé una mezcla de 875 pl de 1Q-sybergreen mix, 830 ul de ddH20 y 3.5 ul de cada
iniciador. Posteriormente, se distribuyeron 18 pl de esta mezcla en cada pocillo de la
microplaca y entre 0.5 a 1.0 pl de ADN de cada mosquito se coloco en su respectivo
pocillo. Los pocillos fueron cubiertos con tiras plasticas planas (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA).

La placa se colocd en un termociclador y se sometio a 12 minutos a 95°C para
desnaturalizacion y a 39 ciclos de 1) 95°C por 20 segundos para desnaturalizacion, 2) 60
°C por un minuto 3) 72 °C por 30 segundos para extensiéon. Un periodo de extension final
de cinco minutos a 72°C y un periodo de incubacion de 4°C por no mas de 24 horas
fueron incluidos. Posteriormente, la placa se transporto a una maquina de PCR tiempo-
real (Opticon 2 DNA Engine, MJ Research, Waltham MA), donde se realizo la deteccion
de alelos especificos mediante un analisis de curva de desnaturalizacién (melting curve).
Las condiciones de la reaccion, tales como tipo de placa (blanca), tipo de marcador
fluorescente (sybrgreen) y la identificacion de los pocillos control, pocillos vacios y
pocillos con muestra fueron sefalados. El programa consistié en una lectura de placa a

una propotcion de 0.2°C por segundo, con una rampa de temperatura desde 65°C a 95°C.
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5.1.5.3. Frecuencia de alelos en los codones /lel,011 y ¥al1,016 en poblaciones de
Ae. aegyipi.

ILa frecuencia de alelos en los cuatro sistemas desarrollados (Is01,01 1 Met,
Isol,011Val, Vall,016/so y Vall,016Gly) fue estimada en 27 colecciones de campo Ae.
aegypti y 5 cepas seleccionadas con insecticidas. La tabla 1 muestra el origen de las
colecciones y ¢ su referencia. Alrededor de 50 mosquitos de la generacion F2 de las
nueve colecciones de Venezuela (analizadas por la Dra. Ludmel Urdaneta) y 9
colecciones de México fueron evaluadas. Las colecciones de Panama, Costa Rica,
Nicaragua y cuatro cepas de Santiago de Cuba (seleccionadas con temefos-F6, propoxur-
Fi14 y deltametrina F12, F13) fueron gentilmente donadas por la Dra. Magdalena
Rodriguez (Rodriguez ef al., 2005).

En tabla 1, se muestran las poblaciones donde fueron colectados los mosquitos
analizados. La presencia y/o evolucion de estas mutaciones fue evaluada en las cepas
seleccionadas con deltametrina por 13 generaciones (Santiago de Cuba) y la cepa IMUF-
5 (Islas Mujeres) seleccionada por 5 generaciones con permetrina realizada en este

estudio.

5.1.5.4. Evolucion de las mutaciones en €l DIIS6 del gen para

La region 3’ del exon 20, el mtron 20 y laregion 5° del exén 21 fueron amplificados y
secuenciados para analizar la evolucion de las cuatro mutaciones en el gen para. Los
iniciadores kdr2 (5’-ATGTGGGATTGTATGCTTG-3' y 5°-GATGAACCGAAATTGGAC-3’)
fueron utilizados para amplificar esta region. Las secuencias de 87 mosquitos fueron
elegidas por sus genotipos en los residuos 1011 y 1016. Las secuencias fueron alineadas
utilizando Clustalw (Thompson ez al., 1994).

El nimero de sitios segregantes, inserciones/deleciones, haplotipos, diversidad de
nucleotidos (m, (Nei & Miller 1990)), niimero promedio de diferencias de nucleotidos (k,
(Tajima, 1993)), el nimero minimo de eventos de recombinacion (R,,, (Hudson y Kaplan
1985)) y los coeficientes de desequilibrio de unién (Hill y Robertson 1968) fucron
estimados usando DNASP 4.10.9 (Rozas et al., 2003). La reconstruccion filogenética fue

efectuada usando un andlisis de maxima parsimonia en PAUP 4.0 (Swofford, 1993) en
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las cuales las inserciones/deleciones fueron tratadas como un quinto caracter y un analisis

bootstrap con 1000 replicas fue realizado para probar el soporte de la filogenia derivada.

5.2. Mapeo de QTL que controlan la resistencia a la permetrina en Ae. ae;gyptz'

Este objetivo consistié en identificar los loci (sitios en el genoma) que afectan
significativamente a la resistencia (fenotipo) a la permetrina en el mosquito Ae. aegyp#i.
En el disefio experimental no se utiliz6 tratamientos ni controles, se manejé un solo grupo
(familia de mapeo-F3) y posteriormente se realizaron 33 mediciones independientes en
cada individuo del grupo (441 individuos). Las mediciones realizadas fueron discretas
(categoricas). Una de las mediciones consistié en medir la respuesta a la exposicion a la
permetrina (fenotipo: vive, recuperado 6 muerto) y las restantes 32 mediciones
consistieron ¢n determinar €l genotipo para los 32 marcadores genéticos (genotipo: A, B
6 H).

El modelo de intercruza Fi fue utilizado para obtener una familia de mapeo-F3. Las
cruzas parentales consistieron en cepas resistentes y susceptibles al insecticida
permetrina. Una vez que obtuvimos la familia de mapeo-F3 (441 individuos), cada uno de
los individuos fué fenotipificado mediante la exposicion a una LCs0 de permetrina,
separando el fenotipo en tres grupos: vévos, recuperados y muertos. Estos tres grupos de
mosquitos de la familia de mapeo fueron congelados, se extrajo ADN y realizamos la
genotipificacion de cada individuo mediante el uso de 32 marcadores genéticos de
nucledtidos simples (SNPs). Tres clases de genotipos fueron obtenidos: homocigoto
proviniente de la cepa resistente (A), homocigoto que proviniente de la cepa susceptible
(B) y heterocigotos (H).

Se establecié un base de datos utilizando las mediciones realizadas (clase de fenotipo
y genotipo) de cada individuo de la familia de mapeo. Tres analisis fueron realizados: 1)
analisis de contingencia chi-cuadrada para determinar la existencia de asociacion entre
algln tipo de genotipo con el fenotipo, para cada marcador individualmente; 2) analisis
de union genética en el programa JoinMap para determinar la frecuencia de
recombinacion entre pares de marcadores genéticos y establecer su orden en €l mapa

genético y 3) analisis en ¢l programa Cartographer, donde se utiliza una serie de médulos
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para caracterizar a un QTL, obteniendo los sitios en el genoma donde ocurre una relacion

significativa entre la resistencia (fenotipo) y los marcadores geneticos.

5.2.1. Diseiio de familia de mapeo '

Un total de 20 parejas de mosquitos fueron colonizadas en cajas de carton, la
generacion parental-P1 consistié en cruzar una hembra virgen perteneciente a la cepa
seleccionada con permetrina IMUS-F4 con un macho proviniente de la cepa de New
Orleans.

Por otro lado, para determinar si la resistencia esta ligada al sexo, se realizaron otras
20 cruzas reciprocas, utilizando una hembra virgen proviniente de New Orleans y un
macho de la cepa resistente IMUS-F4. Las hembras P1 fueron alimentadas tres veces con
sangre de raton para permitir la produccion de suficientes huevecillos. Después de la
primera alimentacion, los machos fueron aspirados de la caja, colocados en un tubo
eppendorf de 1.5 ml etiquetado con la generaciéon y el nimero de la familia (por ejemplo
P1-3) y se congelaron a -80°C. Una vez que las tres papeletas de huevecillos fueron
colectadas, etiquetadas y almacenadas, las hembras P1 fueron aspiradas y colocadas en un
tubo con su respectiva parcja y posteriormente se almacenaron a -80°C.

Los huevecillos obtenidos de cada pareja P1, fueron eclosionados en vasos de plastico.
Las pupas F1 fueron sexadas conforme a su tamafio con la finalidad de asegurar que las
hembras fueran virgenes y copulardn solamente con su respectiva pareja. Las pupas de
mayor tamafio fueron catalogadas como hembras y las pupas de menor tamafio como
machos. Una pupa hembra y una pupa macho fueron celocadas en una copa dentro de una
caja de carton, a estas parejas se les denominé intercruza F1. En total se realizaron cinco
intercruzas F1 por cada familia P1 construida.

Una vez que emergieron los adultos de las intercruzas F1, se dejé un plazo de tres dias
para permitir la copula. Posteriormente, tres alimentaciones con sangre de raton fueron
realizadas para obtener ~ 70-130 huevecillos de la generaciéon F2. Los machos fueron
almacenados a -80°C después de la primera alimentacion de sangre. Después de colectar
tres papeletas de huevecillos, las hembras fueron almacenadas junto con su pareja Fl.

En este punto se eligieron las cinco familias con mayor nimero de huevecillos. Los
huevecillos F2 fueron eclosionados y colocados en una jaula para permitir la copula en
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masa. Este paso permitié la recombinacion de alelos y la obtencion de una familia
suficientemente grande para realizar el mapeo de QTLs. Los huevecillos de la generacion
F3 de cada familia fueron almacenados ¢n bolsas de plastico a temperatura ambiente.

Las generaciones posteriores a la generacion F2 de cada familia fueron consideradas
como lineas de intercruza avanzada (AIL). Un AIL permite detectar la segregacion
“avanzada” de alelos en una familia de mapeo especifica, esto se basa en que ocurren mas
eventos de recombinacion ¢n generaciones posteriores a la generacion de intercruza F2,

La linea avanzada consistié en realizar una cruza en masa entre ~100 hembras y 100
machos obtenidos de una familia F2. Las hembras de cada familia AIL fueron
alimentadas con sangre de ratén para obtener cerca de 1000 huevecillos F3. Cada seis
meses, se repite la misma metodologia con la progenie F4, F5, F6 y asi sucesivamente. La
linea de intercruza avanzada de la generacion F3 fue utilizada para elegir a la familia de

mapeo de QTL en este estudio.

5.2.2. Fenotipo de la familia de mapeo

Esta se realizd mediante bioensayos de adultos de 3-6 dias de edad expuestos a la
concentracion letal-50 de permetrina en botellas wheaton. Alrededor de 700 mosquitos
fueron expuestos al insecticida durante una hora, posteriormente, fueron retirados de la
botella y colocados en un cilindro de cartén. Los mosquitos que fueron capaces de
mantener una posicidn erguida o de volar a una hora de exposicion, fueron aspirados y
colocados en un nuevo cilindro etiquetado, estos mosquitos fueron registrados como
Vivos.

El resto de los mosquitos derribados, fueron colocados en una incubadora a 28°C y
una humedad relativad de 80%. Después de 4 horas, los cilindros se extrajeron del
incubador y se registr6é el nimero de mosquitos recuperados y el nimero de mosquitos
muertos, Utilizamos un tiempo de 4 horas, para evitar la degradaciéon del ADN de los
mosquitos muertos. La mortalidad registrada a las 4 horas, 8 horas y 24 horas fue muy
similar en una serie de expenimentos con los mosquitos de la familia de mapeo.

Los mosquitos de cada grupo fenotipico (vivos, recuperados y muertos) fueron
almacenados en tubos de¢ 15 ml a -80°C para su posterior extraccion de ADN y

genotipificacion.
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La familia de mapeo incluyé a la generacion parental P1 (abuela y abuelo), generacion
filial de intercruza F1 (madre y padre) y 439 individuos de la generacion filial F3
previamente fenotipificados mediante la exposicion a permetrina. Los mosquitos hembra-
vivos fueron colocados en los tubos etiquetados con los numeros 1 al 75, los mosquitos
hembra-recuperados se colocaron en tubos individuales etiquetados con los nimeros 126
al 201. A los machos-vivos se les asignaron los tubos 251 a 318, mientras que los
mosquitos machos-recuperados se enumeraron del 376 a 445. Por ultimo, los mosquitos
hembra-muertos se colocaron en los tubos 501 a 575 y los mosquitos macho-muertos

tuvieron los numeros 751 a 825.

5.2.3. Extraccién de ADN de la familia de mapeo

El ADN de cada individuo de la familia, se obtuve mediante la técnica de extraccién
de sales (Black y Munsterman, 1996) deserito en la seccion 5.1.4.2. E1 ADN de las
hembras se resuspendio en 200 pl de TE y el ADN de los machos se resuspendié en 150
ul de TE. Una alicuota de 80 ul de ADN se almaceno en tubos criogénicos a -80°C. El
resto del ADN se mantuvo en el refrigerador para su uso diario en las reaccicnes de PCR.
5.2.4. Amplificacion de ADN genémico (MDA)

Para prevenir que los ~150-200 ul ADN de algunos individuos de la familia de mapeo
se terminara, decidimos realizar la amplificacion de ADN genomico (multiple
displacement amplification: MDA), basandonos en la técnica descrita por Gorrochotegui-
Escalante (2003). En esta técnica se utilizd 1 pl de ADN y el kit TempliPhi™ 500
Amplification Kit (Amersham Biosciences, Amersham Biosciences UK Limited,
England), permitiendo amplificar entre 100 a 400 veces el ADN genomico total.

Alrededor de 1 pl de la muestra de ADN resuspendida en TE (10 mMTns EDTA pH
8.0) fue agregada a 5 pl de buffer de muestra. El butfer de muestra consitié en 10 mM TE
pH8.0 y 100 pM de hexameros de tiofosfato resistentes a exonucleasas (5°-
NpNpNpNpsNpsN-3"). Esta mezcla fue combinada con 5 pl de mezcla de reacciéon. La
mezcla de reaccion consistio en 74 mMTris-HC! (pH 7.5), 100 mM KCl, 20 mM MgCl,,
10 mM (NH4)2SO;3, 2 mM de dNTPs, 100 uM de hexameros resistentes a exonucleasas y
0.2 unidades de pirofosfatasa de levadura (Roche Molecular Biochemicals).



Por ultimo, la ADN-polimerasa 929 (8 unidades) (Amersham PharmaciaBiosciences)
fue agregada a la mezcla. Las reacciones fueron incuabadas por 18 horas a 30°C y
finalizadas al calentar la reaccién a 65° por 10 minutos. Después de la reaccion, el ADN
amplificado fue resuspendido en 100 pl, al agregar 90 pl de ddH2O a la reaccion MDA.
Los MDAs fueron almacenados a -20°C. Los MDAs tuvieron los mismos resultados en la
amplificacion por PCR, con la diferencia de que cada reaccion de PCR requiere entre 1.5
a 2.5 ul de MDA,

5.2.5. Marcadores-SSCP analizados ¢n la familia de mapeo

A pesar de que contamos con un mapa geneético de cerca de 60 marcadores-SSCP
alrededor de todo el genoma, decidimos desarrollar marcadores basados en los genes de
resistencia. Un total de 107 iniciadores que amplifican distintos genes o areas de los
genes asociados con la resistencia a insecticidas, fueron disefiados y optimizados
utilizando ¢l programa PrimerPremier-5.

Los iniciadores que amplifican 68 genes de oxidasas del citocromo-P450, 26 genes de
esterasas y 24 genes de glutation transferasas fueron optimizados para la obtencion de la
temperatura de alineamiento. Para esta finalidad se utilizé un pool de ADN de Ae. aegypti
de Puerto Rico, en una reaccion de PCR sometida a un programa de gradientes de
temperatura entre 46 a 65°C. Los productos de PCR esperados, midieron entre 180 a 380
pares de bases. La eleccion de la temperatura de alineamiento se basé en la presencia de
una sola banda con suficiente intensidad en el rango del peso esperado.

Los patrones de segregacion de los haplotipos en la familia de mapeo, fueron
analizados mediante la técnica de SSCP. Los productos de PCR de la generacion parental
P1 (abuela y abuelo), generacion F1 de intercruza (madre y padre) y cerca de 10 indiviuos
de la generacion F3, fueron amplificados segin la seccién 5.1.4.5. Los polimorfismos
conformacionales de cadena sencilla (SSCP) fueron performados y analizados mediante
el procedimiento descrito en la seccion 5.1.2.5.

La segregacion de polimorfismos de 107 fragmentos amplificados a partir de los genes
de resistencia fue analizada. Por otro lado, también utilizamos marcadores genémicos-
SSCP previamente publicados para ¢l mosquito Ae. aegypti (Fulton ef al., 2001; Gomez-
Machorro et al., 2004), Un total de 43 marcadores-SSCP distribuidos en todo el genoma
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fueron analizados para la familia de mapeo-F3. El mapeo de genes cuya posicion en el
mapa genético ya son conocidas, permite confirmar la posicion de los nuevos marcadores
de genes asociados a la resistencia.

Para categorizar a un marcador-SSCP como completamente informativo, parcialmente
informativo o ne informativo, se realizd una comparacion visual de los patrones de
haplotipos obtenidos en la generacion parental P1 (abuelo y abuela). Cuando los patrones
de los abuelos fueron idénticos, el marcador fue denominado “no informativo”. Cuando
existeron diferencias en el patron de bandas del abuelo y abuela, pero uno de estos
patrones se presentaba en uno de los padres F1, entonces el marcador fue clasificado
como “parcialmente informativo”. Por dltimo, un marcador completamente informativo
fue aquel donde los patrones de bandas entre [a abuela y abuelo fueron completamente

diferentes, ademas, la combinacion de estas bandas pudo observarse en ambos padres Fi.

5.2.6. Secuenciacion y analisis de polimorfismos

El siguiente paso fue obtener la secuencia de los marcadores completa o parcialmente
informativos, Los productos de PCR de la abuela, abuelo, madre y padre, fueron
purificados y enviados a secuenciar, siguiendo el procedimiento descrito en la seccion
5.1.4.6.

Las cromatografias de las secuencias fueron alineadas y analizadas con el software
SeqMan. El primer paso consistio en hacer una lista del ndmero del nucledtido
polimorfico (SNP) en la secuencia. Un sitio polimorfico (SNP) fue aquel donde aparecian
dos distintos nucleotidos (adenina, timina, guanina o citosina) en el mismo sitio de la
secuencia. La presencia de una sola curva sugiri que ese individuo fue homocigoto para
ese nucleodtido. La presencia de dos curvas en el mismo sitio sugirio la heterocigocidad
del individuo. La presencia de polimorfismos fue revisada tanto en la cadena positiva y
negativa del mismo individuo, si hubo discrepancia en el nuceldtido presente en ese loci,
se descarto ese sitio polimérfico.

Una vez que terminamos con la revision de polimorfismos de la secuencia completa,
procedimos a registrar el genotipo de cada SNP en cada uno de los individuos de la

familia parental (abuelos P1) y filial F1. Si la abuela fue homocigoto A/A y el abuclo
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homocigoto G/G, entonces se esperaba obtener una progenie-F1 heterocigota (A/G x
A/G). En dicho caso, este SNP fue considerado completamente informativo.

Cuando uno de los abuelos fue homocigoto A/A y el otro fue heterocigoto A/G,
esperabamos tener una progeni¢ con los genotipos A/A o A/G. Si ambos padres F1
tuvieron el genotipo A/A, entonces el SNP fue considerado no informativo. Pero, si los
padres F1 presentaban los genotipos A/A x A/G o A/G x A/G, entonces el SNP fue
considerado parcialmente informativo.

Si ambos abuelos compartian un genotipo heterocigoto (A/G x A/G), este SNP se
registré como no informativo. La razon reside en que no es posible trazar la linea de la
cual viene cada uno de los alelos para ese gen. Lo ideal es presentar marcadores
completamente informativos, sin embargo, tambien es posible obtener informacién de los
marcadores parcialmente informativos.

El consenso de las 8 cromatografias (2/individuo) de ADN fue guardado en un archivo
FASTA (dicho archivo conserva las cromatografias de todos los individuos). El consenso
de las ocho secuencias, incluyendo todos los sitios polimérficos completa y parcialmente

informativos, fue guardado en un archivo SEQ.

5.2.7. Genotipo de la familia de mapeo

Un SNP informativo por cada gen, fue seleccionado para desarrollar inciadores
especificos para alelos. Se le dio preferencia a los SNPs completamente informativos,
después a los parcialmente informativos. E! disefic de los iniciadores se realizé con el
programa Primer-Premier5. La metodologia para modificacion de iniciadores fue descrita
anteriormente en la seccion 5.1.3.

La deteccion del alelo correcto en cada SNP, fue corroborado en la generacion
parental P1 y la generacién filial F1. Los resuitados de la deteccion de alelos fueron
comparados con la informacion obtenida de las cromatografias de las secuencias de cada
uno de los individuos. En caso de discrepancias, se repitio el experimento y si el
problema fue consistente, entonces el sistema fue descartado.

El genotipo de cada individuo de la familia de mapeo (441 individuos) fue
determinado mediante 1a deteccion de alelos especificos de cada uno de los 32 sistemas

desarrollados. La reaccion de PCR incluyo al [Q-super mix (Bio-Rad), ddH20 y los tres

56



iniciadores del sistema. Las condiciones de la reaccion del PCR-especifico, el programa
de amplificacion y el programa para obtener la curva de desnaturalizacion en la maquina
de PCR tiempo-Real fueron descritos anteriormente en la seccion 5.1.5.1.

Un total de cinco microplacas fueron requeridas para determinar €l genotipo de los
441 individuos de la familia de mapeo. Para asegurar la repetibilidad de cada sistema, el
altimo individuo de una microplaca uno, fue también colocado en el primer pocillo de la
microplaca dos, y asi sucesivamente.

La graficas de las curvas obtenidas para cada indivuido fueron guardadas en un
archivo TAD2 del programa Opticon 2 de la maguina de PCR tiempo-Real. El par de
nucledtidos (genotipo) presente en cada individuo fue registrado manualmente en una

libreta.

5.2.8. Analisis de datos

En una lista de individuos, comenzando con la abuela-P1, abuelo-P1, madre-F1, padre-
F1, e individuos 1,2,3,...,825 de la familia de mapeo-E3, se anoté la temperatura pico de
desnaturalizacién para cada alelo especifico en cada marcador-loci. En esta base de datos
se escribid el par de alelos presentes en cada individuo, es decir, el alelo adenina, timina,
guanina o citosina. Por ejemplo, el individuo 1 tuvo un genotipo A/A, el individuo 2 tuvo
un genotipo A/G y asi sucesivamente.

Una segunda base de datos fue construida en una hoja de Excell, en ¢€sta se escribi6 el
genotipo con un sistema de A, B y H. El alelo proviniente de la abuela-P1 fue
denominado como alelo “a”, por lo tanto, ¢l genotipo de un organismo homocigoto para
este alelo fue denominado “A”. El alelo proviniente del abuelo-P1 se denomind alelo “b”,
el genotipo de un organismo homocigoto para este alelo fue catalogado como “B”. Por
Ultimo, la presencia de ambos alelos, “a™ y “b” en un solo individuo, fue considerada
como un genotipo heterocigoto “H”. Los datos perdidos fueron denominados como “.”.
Los nombres de los marcadores se colocaron en las celdas horizontales y los 439
individuos en primera columna vertical. Esta base de datos fue necesaria para realizar tres

analisis: 1) analisis de contingencia de chi cuadrada efectuados en el programa

estadistico SAS; 2) analisis de union genética en ¢l programa JoinMap 2.0 (Stam and Van
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Qoijen, 1995), y.3) caracterizacién de los principales QTL afectando la resistencia a

insecticidas.

5.2.8.1. Chi cuadrada y graficas de fenotipo-genotipo

Debido a que el fenotipo y genotipo son dos variables categdricas (discretas), el
analisis de contingencia de chi cuadrada fue utilizado para conocer si las variables se
distribuyen independientemente. Este andlisis se corrié en el programa estadistico SAS
8.1 (SAS Institute, 1999). Este andlisis permite identificar cuales marcadores genéticos
pueden estar asociados con €l rasgo cuantitativo (susceptibilidad/resistencia).

La base de datos provienientes de la hoja de excell con los genotipos A, B y H, fue
copiada directamente en la hoja de edicion de SAS, los comandos especificos para
determinar los individuos, marcadores y las comparaciones entre susceptibilidad y cada
uno de los marcadores fue escrita en base al manual de instrucciones. En este analisis, la
hipétesis nula fue que no existe asociacion entre el fenotipo y €l genotipo de cierto
marcador, es decir los genotipos se distribuyen al azar en cada uno de los fenotipos. La
hipétesis alterna fue que si existe asociacién entre el fenotipo y genotipo en ¢l marcador
analizado.

La prueba de Fisher fue utilizada para determinar la probabilidad de que la hipdtesis
nula sea aceptada solamente por azar. Por lo tanto, los valores de probabilidad F mas
pequefios indican que la probabilidad de aceptar la hipotesis nula es menor y que la
hipdtesis alterna sea mas certera. Cuando se obtuvo un marcador en donde la hipétesis
nula fue rechazada, las frecuencias de cada genotipo fueron graficadas utilizando el
programa Sigma Plot. El eje de la X consistio en el nimero de alelos provinientes del
abuelo suceptible, utilizando los valores 0, 1 y 2. El eje de la ¥ consistié en la proporcion

de sobrevivencia.

5.2.8.2. Mapa genético de los marcadores-SNP de la familia de mapeo
El siguiente analisis consistio en localizar la posicion de cada uno de los 20 nuevos
marcadores genéticos de resistencia en su respectivo grupo de union (cromosoma). El

programa utilizado fue el JoinMap 2.0 (Stam y Ooijen, 1995). Los diez marcadores
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genomicos de SNPs disefiados en este estudio, fueron basados en marcadores-SSCP de
genes previamente mapeados (Black y Severson, 2005). Estos marcadores SNP
genomicos fucron utilizados como referencia para obtener una posicion mas exacta de los
20 nuevos marcadores genéticos asociados 2 la resistencia a insecticidas.

En JoinMap (JM), varias de las tareas de un proyecto de mapeo son realizadas por
modulos separados. El primer paso del proyecto de mapeo fue la creacidn de un archivo
de datos para ser procesado por JM. Todos los archivos manejados o producidos por JM
son archivos de texto asscii. La base de datos contiene los nombres de los marcadores y
los cédigos de los genotipos (A, B, H) para cada indviduo de la poblacidn; el tipo de
familia de mapeo anotado fue RIL (linea recombinante endogamica).

La siguiente fase fue asignar los marcadores a un grupo de ligamiento o unién. El
modulo JMPGRP se encargo de agrupar los marcadores, basdndose en los valores LOD y
los estimados de recombinacion para cada par de marcadores. Fue utilizado un umbral
LOD inicial y final de 0.0 y 8.0 respectivamente, con incrementos de 0.1. En este trabajo
tomamos €l valor LOD de 3.], ya que en éste se formaron tres grupos de union
correspondientes a los tres cromosomas de de. aegypti.

Posteriormente, el archivo de los datos originales fue separado en tres distintos
archivos, correspondiendo a cada uno de los cromosomas, esta tarea se realizé con el
modulo JMSPL. El siguiente paso fue calcular las frecuencias de recombinacién entre
pares de cromosomas y su LOD correspondiente, para todos los marcadores que
pertenecen a cierto grupo de unidn. Esto se realizo para cada grupo por separado con ¢l
modulo JMREC. Los resultados de estos célculos fueron escrifos en un archivo
denominado pairwise (PWD). Finalmente, estos datos se introdujeron en un archivo para
la construccion del mapa y el mapa genéticoa fue generado usando el modulo JIMMAP.

El mapa genético fue graficado utilizando el programa DrawMap (Van Ooijen, 1994).

5.2.8.3. Analisis de QTL: Cartographer

Por tultimo, el analisis de QTLs que controlan la sobrevivencia y recuperacion de los
mosquitos de la familia de mapeo, se realizé mediante mapeo de intervalos (MI) y mapeo
de intervalos compuestos (CIM) (Zeng, 1994), usando el programa QTL Cartographer 2.0

(Basten et al., 2002). Una base de datos crudos en formato MCD fue realizada, les
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marcadores del cromosoma I, IT y 111 fueron colocados en orden segin la distancia en
centimorgans en donde se localiza cada marcador. A los mosquitos con genotipo

LLi "».

homocigotos para el alelo proviniente de la abuela-P1, se les asignoé el numero “i™; a los
individuos con genotipo homocigoto provinientes del abuelo-P1 se asigné el nimero “3”.
Los mosquitos heterocigotos fueron denominados con el niimero “2” y a los datos
perdidos €l numero “4”.

QTL Cartographer utiliza un orden secuencial de modulos para caracterizar y calificar
aun QTL. El primer médulo es denominado Qstats, calcula algunas estadisticas béasicas,
resume los datos perdidos y también prueba ¢l ajuste a la segregacion mendeliana en
todos lo.s marcadores.

El segundo mddulo es LRmapqtl, el cual ajusta los datos a un modelo de regresién
linear simple, un marcador a la vez. Permite dar un vistazo al lugar donde puede
encontrarser un QTL en el genoma,usando ¢l modelo lin¢ar yi = bo + bi xI + ¢, donde yi
es ¢l fenotipo del individuo i, y xi es el indicador variable para el marcador genotipico.
Por otro lado, b1 y b0 son los pardmetros de regreson que pueden ser estimados y e es el
error con distribucién normal.

Para deteriminar en que grado un marcador esta unido al QTL, se necesita probar si b7
es significativamente diferente de cero. Una prueba estadistica de F, compara la hipétesis
nula Ho: b1 = 0 con una hipdtesis alterna H1: bI# 0. La probabilidad de F ¢s una medida
de cuanto soporte existe para la H0. Un menor valor de probabilidad F indica menor
soporte para la Ho y entonces, mayor soporte para la /7. En el analisis simple, se utiliza
un solo marcador a la vez, por lo cual, los efectos son sub-estimados y la posicion del
QTL no puede ser determinada.

El tercer modulo, SRmapqtl utiliza una opcién de regresion stepwise. Utiliza un
modelo de regresion lineal para probar el efecto del marcador en turno en el rasgo
cuantitativo. Se asigna un valor de uno al marcador con la estadistica-F mas alta y es
incluido en todos los analisis subsecuentes. En otras palabras, este modulo califica el
grado en el cual los marcadores individuales explican la variacién fenotipica.

El cuarto médulo es denominado Zmapqtl, performa los andisis de mapeo de intervalos
(IM) y mapeo de intervalos compuestos (CIM) y realiza una prueba de permutaciones, El

mapeo de intervalos (IM) puede ser considerado una extension del andlisis de marcadores
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simples. El mapeo de intervalos provee una forma sistematica para escanear el genoma
entero y buscar la evidencia de un QTL.

El mapeo de intervalos flanquea dos marcadores, construye un intervalo entre estos y
después busca un QTL. La funcion de Kosambi fue utilizada para traducir la frecuencia
de recombinacién a distancia o viceversa. Un valor LOD fue calculado en cada
incremento en el intervalo. Finalmente el valor LOD fue calculado para ¢l genoma
completo. Cuando un pico ha excedido €l valor del umbral, se declara que se ha
encontrado un QTL en ese lugar. El mapeo de intervalos es un estandard general para
usarse en todos los sets de datos.

Por ultimo, €l mapeo compuesto de intervalos (CIM) se encarga de agregar loci de
fondo al mapeo de intervalos simple. El mapeo compuesto de intervalos ajusta
parametros para un QTL-blanco en un intervalo, mientras simultaneamente se ajusta a un
coeficiente de regresion parcial para “marcadores de fondo” que tienen efecto en la
varianza causada por un QTL no-blanco.

En teorfa el mapeo compuesto de intervalos tiene mas poder y precision, ya que los
efectos de otros QTL no estan presentes como varianza residual. Mas aun, remueve el
sesgo que normalmente puede ser causadas por un QTL que esta unido a la posicion que
s¢ esta analizando. Los marcadores de fondo usualmente estan entre 20 a 40 cM aparte.

QTL cartographer ofrece seis modelos para especificar cuales marcadores deben
utilizarse como cofactores. En el modelo 6, €l nimero de marcadores utilizados para
controlar el fondo genético np fue de 5. El tamafio de ventana ws fue de 10 cM, este
definié cuales marcadores flanquearon al sitio prueba (qtl). Los umbrales de comparacion

(95 %) de cada intervalo se estimaron mediante 1000 permutaciones.
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RESULTADOS

6.1. Cepa de Ae. aegypti resistente a la permetrina

Los adultos de las generaciones de mosquitos F2, F3 6 F4 provinientes de Cd.
Constitucion, Coatzacoalcos, Mazatldn, Islas Mujeres y la cepa susceptible de referencia
New Orleans, fueron sometidos a varias concentraciones de permetrina para determinar la
LCs0. La proporcion de resistencia (RR) fue calculada dividiendo las LC50 obtenidas,
entre la LC50 de la cepa de New Orleans.

En la tabla 2, se muestran las L.C50 para las colecciones evaluadas. La LC50 de la
poblacién de Islas Mujeres fué 25 veces mayor a la cepa susceptible New Orleans. Las
LC50 de las colecciones de Mazatlan y Cd. Constitucién fueron ~2.5 veces mayores a la
de New Orleans.

Los mosquitos de las cepas New Orelans, Cd. Constitucion y Mazatlan, tuvieron una
concentracion letal 90 (1.C90) de 0.5 y 0.7 pg de permetrina, respectivamente. La
totalidad de los mosquitos expuestos al insecticida cayeron derribados a la hora de
exposicion. Por otro lado, la coleccion de Islas Mujeres tuvo una LC90 de 7.2 ug de
permetrina/botella.  Alrededor del ~13% de los mosquitos sobrevivientes, no fué
derribado, lo cual sugiri6 la presencia del mecanismo de resistencia al derribe (kdr).

Las colecciones de Cd. Constituciéon, Mazatlan e Islas Mujeres fueron seleccionadas
con su respectiva LC50 de permetrina durante tres generaciones. La mortalidad de las
cepas de Cd. Constitucion y Mazatlan no se vio afectada por la seleccidn, sin embargo, la
mortalidad de Islas Mujeres disminuyd drasticamente después de tres generaciones de
seleccion.

La cepa resistente a permetrina fue designada IMUS5 (Islas Mujeres seleccionada con
5.0 pg de permetrina), seguido por la generacion filial. Los mosquitos adultos de la

generacion F2 de Islas Mujeres fueron expuestos a la concentracion de permetrina de 5.0
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pg/botella por un tiempo de 1 hora. El derribe registrado a la hora (knockdown) y la
mortalidad a las 24 horas fue de 88.7 y 78.5 % respectivamente.

Los mosquitos IMUS-F2 sobrevivientes a la exposicion al insecticida (~21.0%) fueron
colectados y colocados en una jaula para permitir la copula. Las hembras fueron
alimentadas con sangre para la produccion de huevecillos F3. Estos fueron criados hasta
adultos y sometidos a las mismas concentraciones de permetrina, obteniendo un derribe y
mortalidad de 24 y 1.6 %, respectivamente. La disminucion del porcentaje de mortalidad
indicd que algiin mecanismo de resistencia fue seleccionado y heredado a la siguiente
generacion. En la tabla 3, puede observarse el niimero de mosquitos seleccionados
mediante esta metodologia.

Las cepas resistentes tienen como funcion ser referencia para comparaciones con otras
cepas o poblaciones de campo. La cepa IMUS5-F4 fue mantenida en el laboratorio para
iniciar la identificacion de los mecanismos genéticos que controlan la resistencia a
permetrina. La generacion IMUF5-F4 fue utilizada para generar una familia de mapeo ¢
identificar los QTLs asociados a la resistencia a la permetrina. Por otro lado, la
generacion IMUF5-Fg8 fue utilizada para la biisqueda de polimorfismos en el canal de

sodio.

6.2. Busqueda de polimorfismos-SSCP en la region DIIS6 del gen para de Ade. aegypti
6.2.1. Regiones de ADN amplificadas

Los iniciadores kdrD2T6 disefiados para amplificar al dominio II segmento
transmembranal 6 del gen para (canal de sodio dependiente de voltaje), amplificaron dos
bandas de PCR. Una de las bandas de ~470 pares de bases (pb) fue amplificada a la
temperatura de 56°C y la segunda banda presento alrededor de 600 pb a la temperatura de
46°C. Los dos productos de PCR amplificados fueron extraidos y purificados del gel de
agarosa (QlAquick gel extraction kit), clonados en el vector tope 2.1 (TOPO TA cloning
kits) y posteriormente cultivadas en cepas de E. coli competente. Después de la seleccion
con ampicilina, se seleccionaron 10 colonias.

El PCR de las clonas se realizo utilizando los primers kdrR2T6. Fragmentos de 400 a
420 pb fueron obtenidos en tres de las clonas: 7.2, 7.4 y 7.6. Las clonas 2.2, 24 y 2.8
amplificaron regiones de ~600 pb. Los fragmentos fueron purificados (QIAprep Spin
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Miniprep kit) y secuenciados (Davis, California) con los primers MI13 y T7. Las
secuencias fueron editadas y analizadas con el programa SeqMan y Clustalw
respectivamente.

Las secuencias de las clonas fueron sometidas a un Blast de nucledtidos
(ncbi.nlm.nih.gov), los resultados indicaron que las secuencias 7.2, 7.4 y 7.6 pertenecen
al gen del canal de sodio dependiente de voltaje de Ae. aegypti (VGSC o gen para)
exactamente el dominio II, segmento transmembranal 6, con una identidad mayor al 98 %
(nimero de acceso AY663385). Por otro lado, las secuencias obtenidas de las clonas 2.2,
2.4 y 2.8 correspondieron al receptor homélogo de la hormona receptora de esteroides del
mosquito de. aegypti (nimero de acceso AF106703).

El segmento amplificado por los iniciadores kdrD2T6 a la temperatura de 56°C,
incluye al exon 20 (81 bp), intrén 20 (229 a 247 pb) y parte del exon 21 (88 pb) del gen
para. Al analizar el alineamiento de las secuencias de las tres clonas, ningiin
polimorfismo fue identificado en el exdn 20. El intrén 20 fue cuatro veces mas grande
que el intrén reportado para anofelinos (62 pb), conteniendo inserciones y deleciones
abundantes. Por 1ltimo, la secuencia del exén 21 fue conservada, a excepcion de dos
polimorfismos, en los codones 1016 y 1037. En la figura 1, se muestra el orden de los
exones e intrones de la region amplificada por los inciadores kdrD2T6 en tres clonas de
un pool de ADN de Aedes aegypti.

La secuenciacion del fragmento obtenido por los iniciadores kdrD2T6, permitio el
disefio de tres pares de iniciadores con mayor especificidad: kdr2, kdr3 y kdr4. Los
iniciadores  kdr2 (5°-ATGTGGGATTGTATGCTTG-3° Yy S5-GATGAACCGAAATTGGAC-3")
amplificaron un fragmento de 370 a 385 pares de bases, incluyendo parte del exon 20,
intron 20 y exon 21. El par de iniciadores kdr3 (5’-GGGTGACGTGTCCTGTAT-3" y 5'-
GTYGGTTAGCACGAWAGA-3’) amplificé al exon 20 y parte del intrén 20 (270-285 pares
de bases). Por ultimo, el iniciador kdr4 (5-GTGGGATTGTATGCTTGT-3' y 5'-
YAGAWGAACTYCCAAACG-3") amplificé un fragmento de 107 pares de bases del exon 20.

Las secuencias de los iniciadores aparece en ia tabla 4.

6.2.2. Analisis de polimorfismos-SSCP del exon 20 en el gen para



Debido a que la regién amplificada por los iniciadores kdr4 contiene las dos
mutaciones asociadas con la resistencia tipo kdr a piretroides y DDT en Ae. aegypti
(Brengues ef al., 2003), decidimos iniciar la busqueda de polimorfismos en esta region
del gen. Los productos de PCR (107 pb) de ~400 mosquitos Ae. aegypti de las
poblaciones de Loreto, Tecate, Cd. Constitucion, Islas Mujeres F2 y la cepa susceptible
de referencia New Orelans, fueron analizados mediante la técnica SSCP.

En los ~400 individuos, fueron detectados ocho distintos patrones-SSCP. En la figura
2, se muestra un gel con los distintos patrones de bandas obtenidos a partir de la
amplificacion del par de iniciadores kdr4. La secuencia de dos productos de PCR por
cada parton-SSCP fue analizada, sin embargo, no fueron encontradas diferencias a nivel
de nucledtidos. Estos resultados sugirieron que ésta region es muy conservada, o bien,
que estas poblaciones de mosquitos no son polimérficas en el exdén 20.

Fue hipotetizado que los distintos patrones-SSCP en el exon 20, fueron ocasionados
por los polimorfismos presentes en el iniciador de cadena negtiva (5'-
YAGAWGAACTYCCAAACG-3"). Este iniciador reverso fue disefiado en el inicio del intrén
20 e incluye tres polimerfismos. Si se asume que el nimero de posibles nucleétidos en
cada uno de los tres locus es dos (2%), entonces pueden obtenerse 8 distintas
combinaciones de nucledtidos, esto coincide con los 8 patrones-SSCP encontrados en las

cuatro colecciones de mosquitos.

6.2.3. Anélisis de polimorfismos-SSCP del exon 21 en el gen para

El analisis SSCP de la region amplificada por los iniciadores kdr2 fue realizado en la
cepa resistente a permetrina IMUS-F4 y en la cepa susceptible de New Orleans. Tres
distintos haplotipos fueron obtenidos. La secuencias de ADN de cuatro individuos de la
cepa IMUS-F4 y dos de la cepa New Orleans fueron comparadas y alineadas utilizando
Clustalw (clustalw.genome.ad.jp).

En ambas cepas de mosquitos, las secuencias de nucleétidos fueren conservadas a lo
largo del exon 20 y algunos polimorfismos fueron encontrados en el intrén 20. Sin
embargo, la cepa resistente IMUS5-F4 presentd un simple polimorfismo en el exon 21, éste
consistid en un cambio de guanina a adenina en la primera posicion del coddén

Valinal 016 (GTA->ATA), ocasionando una substitucién de aminoacidos de valina (Val)
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a isoleucina (/so). Esta mutacién fue denominada Vall,016/so. En la figura 3 se muestra
la posicion de ésta mutacién junto con las mutaciones reportadas por Brengues et al.
(2003).

El aminoacido valina en el codon 1,016 es considerado un aminécido silvestre, ya que
varias de las librerias de ADN de Aedes aegypti han coincidido con éste aminoécido en
esta posicion. Una de las secuencias de los mosquitos de Islas Mujeres fue homocigota
silvestre G/G (Vall,016/ Vall,016) y tres fueron heterocigotas A/G (Vall,016/Is01,016).
Ninguna de las secuencias provinientes de New Orleans presenté al alelo mutante
Iso1,016, sugiriendo que la mutacién Vall,016/so podria estar relacionada con Ja

resistencia a la permetrina en la cepa de [slas Mujeres.

6.2.4. Sistemas de PCR para Deteccion de Alelos en los Codones Is01,011 y Vall,016
del gen para mediante Curva de Desnaturalizacion

En esta seccion se describe el disefic de un ensayo-molecular mas especifico y
sencillo, que detecta las mutaciones Isol,011Met y Vall ,016Gly reportados por Brengues
et al, (2003). Por otro lado, también las mutaciones fso1,011Val reportada por Black
(2006 no publicada) y la mutacion ¥al/1016/se encontrada en este trabajo. Los iniciadores
especificos para detectar estas cuatro mutaciones s¢ muestran en la tabla 4. Las
frecuencias genotipicas para las mutaciones Iso1.011Met, Iso1,011Val y Vall016lso se

muestran en ia tabla 5.

6.2.4.1. Sistema Isol,011Met

Los iniciadores disefiados para identificar la mutacion de adenina a guanina en la
tercera posicion del codon Isol,011, amplificaron productos de PCR-especificos que
pudieron ser discriminados por curva de desnaturalizacién, a la temperatura de 79°C para
el alelo silvestre adenina ({5s01,011) y de 84°C para el alelo mutante guanina (Met1,011).

En las 32 colecciones de mosquitos evaluadas, detectamos al genotipo homocigoto
silvestre fsol,011/7s01,011, heterocigoto [501011/Met1,011 y al genotipo homocigoto

muiante Met1,011/Mer1,011. Los tres genotipos estuvieron presentes en las cepas
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susceptibles de referencia New Orleans y Rockefeller, sugiriendo que esta mutacién es
neutral, es decir, no tiene ningin efecto en la resistencia a insecticidas.

Por otro lado, la cepa seleccionada con propoxur por 14 generaciones (Bisset ef al.,
2006) presenté una alta frecuencia del alelo mutante Met1,011/Met1,011. Los piretroides
y propoxur tienen mecanismos de accion muy distintos y la presencia de éste alelo,
probablemente se debe a la reduccion de la variabilidad genética desde las primeras
generaciones de seleccion de ésta cepa.

La frecuencia del alelo mutante Mer1,011 no varié entre la cepas de Santiago de Cuba
(anterior a seleccién) y la generacién 12 seleccionada con deltametrina (Deltal2), sin
embargo, se vio reducida en la generacion 13 seleccionada con deltametrina (Deltal3).
Con la misma tendencia, la frecuencia del alelo Mer1,011 en la cepa de Islas Mujeres F2
(anterior a seleccion) se vié disminuida después de cinco generaciones de seleccion con
permetrina (IMUSF-8). Estos resultados sugirieron que esta mutacion no se encuentra

asociada con la resistencia a la permetrina,

6.2.4.2. Sistema Iso1,011Val

El sistema que detecta la mutacion adenina a guanina que ocurre en la primera
posicion del codon Isel,011, discrimind al alelo silvestre Isol,011 (adenina) a la
temperatura de desnaturalizacion de 79°C y al alelo mutante Va/1,011 (guanina) a la
temperatura de 84°C. No fueron encontrados homocigotos mutantes Val1,011/Vall 011,
en ninguna de las colecciones; cerca de 20 colecciones de mosquitos presentaron
heterocigotos Iso1,011/Val1,011.

La frecuencia del alelo mutante Val/1,011 vario entre 0.01 y 0.188 en las 20
colecciones de mosquitos. La frecuencia de este alelo disminuyd de la generacion 12 a la
generacion 13, de la cepa seleccionada con deltametrina. El alelo mutante se present6 en
una frecuencia de 0.044 en la coleccion de Islas Mujeres y despues de cinco generaciones
de seleccion con permetrina desaparecid. Estos resultados sugieren que esta mutacion no

esta implicada en la resistencia tipo kdr en las cepas seleccionadas con piretroides.

67



6.2.4.3. Sistema Vall 016150

El sistema disefiado para identificar 1a mutacion guanina a adenina que ocurre en la
primera posicion del codon 1,016, detecté al alelo silvestre guanina (¥a/1,016) a una
temperatura de 84°C y al alelo mutante adenina (/so1,016) a la temperatura de 79°C. En
la figura 4, una grafica muestra los picos de temperatura de desnaturalizacién para cada
alelo en ¢l sistema Vall,016/so.

Dos colecciones de mosquitos de campo presentaron homocigotos mutantes
Iso1,016/Is01,016 (Ciudad Habana y Panamd) y 20 de las colecciones o cepas
seleccionadas, presentaron heterocigotos Vall,016/Is01,016. La frecuencia del alelo
mutante /501,016 varié entre 0.01 a 0.22 en colecciones de campo. Las cepas
seleccionadas con insecticidas tuvieron frecuencias del alelo Iso1,1016 entre 0.4 y 1.0.

Las cepas seleccionadas con permetrina (IMUS-F3), deltametrina (Santiago de Cuba
F12 y F13) y la cepa seleccionada con propoxur (Santiago de Cuba F14) mostraron
mayores frecuencias del alelo mutante Iso1,016. La cepa de Santiago de Cuba resistente a
deltametrina, tuvo una frecuencia que aumenté de 0.56 a 0.86, de la generacion Fi2 a F13
respectivamente. En la cepa de Islas Mujeres, la frecuencia del alelo /sol,1016 aumento
de 0.22 en la poblacion de campo, a 1.0 después de cinco generaciones de seleccion. La
cepa seleccionada con propoxur presenté una frecuencia del alelo Isol,1016 de 0.4.

El aumento en la frecuencia del alelo Is01,016, conforme a la seleccién con
piretroides, sugirié la implicacion de ésta mutacion en la resistencia tipo kdr del mosquito
Ae. aegypti. En el andlisis de QTL se muestra la asociacion de este alelo con la resistencia

a la permetrina.

6.2.4.4. Sistema Vall,016Gly

Este sistema discrimino al alelo silvesire guanina (Fa/1,016) y al alelo mutante timina
(Gly1,016) que ocurren ¢n la primera posicion del codon 1,016, a una temperatura de 79
y 84°C, respectivamente. El alelo mutante Giy1,011 no fue encontrado en ninguna de las
32 colecciones de mosquitos, indicando que esta mutacion no ocurre en poblaciones de
Ae. aegypti de América. La prueba fue estandarizada con ADN de mosquitos provinientes

de Tailandia.
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6.2.4.5. Sistemas de PCR de alelos especificos son resueltos en geles de agarosa

Una desventaja de la deteccion de alelos e¢specificos mediante curva de
desnaturalizacion, es el alto costo de las maquinas de PCR-tiempo Real. Una de los
propésitos de éste proyecto es desarrollar pruebas-diagndstico economicas y sencillas
para deteccion de alelos resistentes. Para reunir este objetivo, los productos de las
reacciones de PCR alelo-especifico, fueron fragmentados por electroforésis en geles de
agarosa al 3.5 y 4.0 % disuelto en buffer TBE 1X.

En la figura 5 se muestra un gel de agarosa de alta resolucion (GenePure HiRes
agarose). Los productos de PCR alelo-especifico para el sistema Vall,016/s0 fueron
fragmentados, una banda de 68 pares de bases (bp) a partir de un mosquito homocigoto
para el alelo resistente fs01,1016/ Is01,1016 (A/A) tue amplificada por el iniciador de
cadena corta. Una banda de 85 pb fue obtenida a partir de mosquitos homocigotos
susceptibles Vall1,1016/ Vall,1016 (G/G) y ambas bandas se detectaron en los mosquitos
heterocigotos Vall,1016/ Iso1,1016. Los sistemas Isol,01 1Met € Iso1,011Val también

fueron resueltos en geles de agarosa al 4 %.

6.2.4.6. Evolucion de las mutaciones kdr

Hubo un total de 274 sitios en las 88 secuencias alineadas (utlizando a An. gambiae
como un grupo externo), incluyendo al intrén y las regiones que lo rodean (exén 20 y 21).
En las secuencias de Ae. aegypti, hubo 114 sitios segregativos y 31 de estos sitios
presentaron inserciones/deleciones. Hubo 31 haplotipos, una diversidad de nucleotidos de
n=0.146, el nimero promedio de diferencia de nucleétidos fué k=35.58. Sin embargo, la
diversidad no estuvo distribuida uniformemente a lo largo de¢l intrén. Los primeros 100
nucledtidos del intron estuvieron relativamente conservados, al igual que los utlimos 75
aucleotidos.

El mimero minimo de eventos de recombinacion fue R,-33, indicande abundante
recombinacion entre los sitios segregantes dentro del intron. Sin embargo, hubo una gran
cantidad de desequilibrio de unién entre los sitios segregantes. De 5,356 comparaciones
de pares entre los sitios segregantes, 2,409 (45%) fueren significativos usando la prueba

exacta de Fisher, y 1.803 (34%) fueron significativas al usar la correccién de Bonferroni.
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El desequilibrio de union no estuvo distribuido uniformemente en todos los sitios
segregantes. Los alelos en las posiciones 1 y 3 del coddén Isol,011, estuvieron en
desequilibrio significativo con 4 de los 103 sitios, y la magnitud del desequilibrio fue
baja. En contraste, las posiciones 1 y 3 del coddn Va/l,016 estuvieron en desequilibrio
significativo en 59 y 36 de los 103 sitios respectivamente, mientras que la posicion 2 del
codon estuvo en desequilibrio significativo con 3 de los 103 sitios.

La filogenia de maxima parsimonia del intron 20 y de las regiones que lo rodean, a
partir de 87 mosquitos con diferentes genotipos en los codones 1011 y 1016 fue
analizada. El analisis bootstrap indico la presencia de 3 cladas, con un soporte mayor al
80%. Esta fueron denominadas cladas 1, 2 y 3. En la figura 6 s¢ muestra la alineacion de
las tres cladas obtenidas a partir del anélisis del intrén 20 del gen para.

Las frecuencias de alelos Isol,011, Met1,011, Vall 011, Iso1,016 y Giy1,016 fueron
comparadas entre las tres cladas. La frecuencia de Isol,011 estuvo distribuida
independientemente entre las tres cladas (prueba de Fisher P=0.1654), asi como Vall,011
(P= 0.0874) y Mer1,011 (P=0.7465). Sin embargo, hubo un evidente exceso de Val/1,016
en la clada 1 (P=3.38 x 10) y un exceso de Ise1,016 en la clada 2 (P=7.39 x 10'%. El
alelo Gly1,016 estuvo independientemente distribuido entre las tres cladas (P= 0.4629).
6.3. Mapeo de QTL que controlan la resistencia a la permetrina en Ae. aegypti
6.3.1. Fenotipo de la familia de mapeo

Cinco familias de mapeo F3 fueron seleccionadas en base al mimero de huevecillos
que fueron obtenidos. Las LC50 de permetrina para las familias de mapeo-F3: 1.1, 3.5,
5.1, 6.4 y 14.3, estuvieron entre un rango de 0.7 a 1.5 pg de permetrina por botella. La
familia F31.1, con una LC50 de 1.2 pg/botella fue elegida para realizar el mapeo de
QTLs.

Alrededor de 780 adulios de la familia de mapeo F31.1, fueron expuestos a una
concentracion de permetrina de 1.2 pg/botella. Después de la hora de exposicion, fue
registrado un total de 127 (16%) mosquitos vivos. El restante 84 % de los mosquitos
cayeron derribados a la hora de exposicion, sin embargo, a las cuatro horas post-
exposicion se registraron 293 (39 %) mosquitos recuperados y 351 (45%) mosquitos
muertos. El ADN de cada uno de los individuos fue extraido, registrando ¢l sexo del

mosquito.
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6.3.2. Marcadores-SSCP informativo en la familia de mapeo F31.1

De un total de 107 pares de iniciadores de los genes de resistencia que fueron
optimizados con ¢l pool de ADN de Puerto Rico, 15 no pudieron ser amplificados. Esto
posiblemente se debe a errores en el disefio de iniciadores, o bien, a la presencia de
intrones lo suficientemente grandes como para evitar la amplificacion.” En la tabla 6, se
muestra una lista de los genes analizados en la familia de mapeo junto con la secuencia
de iniciadores y temperatura de alineamiento

Las regiones amplificadas por los 92 genes de resistencia restantes, fueron sometidas
al analisis SSCP con la finalidad de identificar polimorfismos. Los patrones de bandas-
SSCP fueron comparados entre abuelos-P1, padres-F1 y 10 individuos de la progenie
F31.1. Se obtuvo un total de 31 marcadores monomoérficos (no informativos) y 61
marcadores polimorficos (informativos).

Por otro lado, se utilizaron marcadores-SSCP obtenidos de ADN complementario de
genes previamente mapeados (Fulton, 2000; Gomez-Machorro, 2004). Alrededor de 43
marcadores genomicos fueron amplificados y analizados por la técnica de SSCP en los
abuelos-P1, padres-F1 y 10 individuos de la progenie-F3. En el cromosoma I, siete
marcadores fueron monomorficos y 11 polimérficos. En el cromosoma 11, analizamos 16
marcadores, de estos ocho fueron polimédrficos. Por utlimo, en el cromosoma III, de
nueve marcadores analizados, ocho resultaron polimérficos. En suma, obtuvimos 16
marcadores monomorficos y 27 polimorficos. En la tabla 7, se muestran los marcadores-
SSCP utilizados en el mapeo de la familia F31.1. La secuencia de los iniciadores fue
tomada de las publicaciones de Fuiton et al., (2001) y Gomez-Machorro et al., (2004).

En total, obtuvimos 88 marcadores-SSCP informativos en la familia F31.1 (61
marcadores de resistencia y 27 marcadores gendmicos). Las secuencias de ADN
amplificadas por 51 genes de resistencia y 19 marcadores genomicos fueron obtenidas a
partir de los abuelos P1 y padres F1 de la familia F31.1.

La reduccion en el nimero de marcadores analizados, se debio a que fue necesario
elegir a los marcadores genomicos que estuvieran lo suficientemente alejados en el mapa
genético (10cM). Por otro lado, debido a que los genes de resistencia no habian sido
previamente mapeados, decidimos que si dos o mas genes de resistencia compartian el

mismo contig, solo uno de ellos seria enviado a secuenciar. Esto fue para evitar la
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redundancia de marcadores en la misma posicién genética, ya que se espera que los genes

de un mismo contig segreguen juntos debido a su proximidad.

6.3.3. Marcadores-SNP informativos usando los sistemas de deteccion de alelos
especificos en la familia de mapeo F31.1

Las secuencias de la abuela-Pi, abuelo-P1, madre-F1 y padre-F1 de la familia de
mapeo, fueron analizadas en 51 genes de resistencia, solo 34 genes resultaron parcial o
completamente informativos. A partir de estos 34 genes, se disefiaron sistemas para
deteccion de SNPs. Un total de 21 sistemas de genes de resistencia trabajaron conforme a
la segregacion esperada, siete sistemas no desarrollaron curvas definidas y seis sistemas
no segregaron como marcadores informativos.

Por otro lado, las secuencias de los 27 marcadores-gendmicos fueron analizadas, 19
genes resultaron completa o parcialmente informativos. Los sistemas para deteccion de
SNPs de estos 19 marcadores fueron analizados en los abuelos-P1 y padres-F1. En total,
nueve sistemas segregaron conforme a lo esperado y diez no presentaron curvas de
desnaturalizacion definidas.

Los marcadores-SNP de los genes previamente mapeados estan distribuidos en todo el
genoma, fres sistemas en el cromosoma I (cathepsin, ARC2 y APN), dos sistemas en €l
cromosoma 1l (mucin y chymotrypsin} y 5 sistemas en el cromosoma lIl (maltase,
vitelogeninC, UGALS, Vall016iso

visible, dicho marcador se encuentra en ¢l cromosoma I

v apyrase2). El sexo es un marcador fenotipico

En total, 32 marcadores-SNP basados en sistemas de PCR especifico para alelos
fueron informativos en la familia de mapeo F31.1. Nueve sistemas de deteccion de SNPs
s¢ basaron en genes previamenle mapeados (Fulton ef al, 2001). Los 21 sistemas
restantes, se disefiaron a partir de genes de resistencia que nunca han sido mapeados y su
rol exacto en la resistencia es desconocido.

En la tabla 8, se muestra el nombre de los marcadores-SNP, el gen a partir del cual se
disefio el sistema de deteccidn de alelos, la secuencia del iniciador y el cromosoma donde
fue mapeado cada marcador. Los genes que inician con el prefijo CYP corresponden a

genes de monoxidasas del citocromo-P450, los genes que inician con el prefijo CCE
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pertenecen a la familia de las carboxi-esterasas y los genes que inician con el prefijo GST
corresponden a los genes de la familia glutation-s-transferasas.

El genotipo de cada uno de los 441 individuos de la familia F31.1, fue determinado
para cada uno de los 32 marcadores-SNP. Los alelos especificos de cada marcador-SNP
fueron discriminados mediante la lectura visual de las graficas de la curva de

desnaturalizacion.

6.3.4. Posicion de los marcadores de resistencia en el mapa genético

La posicion genética de nueve marcadores gendémicos y de 21 nuevos marcadores de
resistencia fue estimada utilizando €l programa JoinMap. El umbral LOD donde los
marcadores fueron separados en fres grupos de unidén (cromosomas) fue LOD= 3.1. A
partir del umbral 5.9, un solo marcador del cromosoma III formé un cuarto grupo de
union, indicando una buena consistencia en ¢l mapa genético.

La posicién de los marcadores genémicos coincidié en su mayor parte con las
posiciones del mapa genético previamente publicado (Black y Severson, 2005). Sin
embargo, fue necesario hacer algunos ajustes en el cromosoma I y III. Para ¢l cromosoma
1, se di6 un orden fijo a los marcadores gendmicos cathepsinB, sex, ARC2 y APN. Para ¢l
cromosoma II no se hicieron ajustes ya que ¢l orden de los marcadores fue consistente,
Por atlimo, en el cromosoma III, utilizamos un orden fijo de marcadores genémicos
(malt, vitgconv, UGALS y Apyr2) y manualmente se asignaron valores LOD altos (~90) a
cada marcador, Con estos ajustes, el mapa genético obtenido en el programa IMMAP, fue
consistente con los mapas genéticos previamente publicados.

La posicion genética de los marcadores de resistencia se basé en los valores LOD mas
altos para las comparaciones entre pares de genes. Valores LOD mayores a tres, por 1o
general soportan fuertemente la veracidad de la distancia genética entre pares de
marcadores. En la figura 7 se muestra la posicion genética de los marcadores-SNP
mapeados a partir de la familia de mapeo F31.1.

Siete de los 22 marcadores de resistencia fueron mapeados en el cromosoma 1. La
posicion genctica de los marcadores CYP4C52, CYP4G35, CYP6P12v2, CYP6PI2vl,
CYPY9AEL, CYP6AL3 Y CYP6BB2.! estuvo en los 26, 28, 32, 36, 42, 59 y 66

centimorgans (cM) respectivamente.
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En el cromosoma II, seis marcadores-SNP de genes de resistencia: CCEbe20,
CYPI2FS, CCEAelD, GSTe7, CYPIMS8 Y CYP9J32 fueron mapeados en las posiciones
25, 31, 33, 37, 49 y 52 cM, respectivamente. Por ultimo, nueve genes de resistencia:
CYP4H30, Val1,016Is0 (para), CYP4H32, CYP325R1, CCEunk0, CCEael(, CYP9J19,
CYP9J29 y CYP6BYI fuéron mapeados en el cromosoma III, exactamente en las
posiciones 23, 32, 33, 37, 37, 48, 52 y 53, respectivamente.

6.3.5. Asociacién genotipo-fenotipo en los 32 marcadores-SNP

Una prueba de contingencia chi-cuadrada indic6 que los genotipos de 18 marcadores-
SNP, no estuvieron distribuidos independientemente del fenotipo (vivo, recuperado y
muerto), dando una pista de cuales genes podrian estar asociados con la resistencia. En la
familia de mapeo F31.1, 1a variacidn en la suceptibilidad a la permetrina, exhibié una
asociacion significativa con los genotipos de los marcadores CYP6P12vl y CYP6BB2.1
en el cromosoma I, con valores de probabilidad F de 9.27x10° y 1.64x10™",
respectivamente.

En el cromosoma II, los genotipos de cuatro marcadores-SNP: Muein, CYPI2F5,
Chymo y CYP9IM8 estuvieron significativamente asociados con el fenotipo. Los valores
de probabilidad p variaron entre 5.4810 x107*y 7.11 x10°, Estos cuatro marcadores se
encontraron distribuidos a lo largo del cromosoma I, a 28, 31, 43 y 49 cM,
respectivamente.

Los marcadores con probabilidades (p) menores, es decir aquellos mas fuertemente
asociados con la resistencia estuvieron en el cromosoma IIl. A excepcion del marcador
Apyrl localizado a 57 cM, todos los marcadores analizados en el cromosoma III,
estuvieron significativamente asociados con ¢l fenotipo. Los marcadores mas fuertemente
asociados con Ja susceptibilidad a insecticidas fueron: Vall,016fso (para ¢ kdr),
CCEunk(, CYP325Rl y CYP4H32, sugiriendo que estos controlan en cierto grado la
respuesta a la exposicion a la permetrina.

La asociacion genotipo-fenotipo mds evidente, fue exhibida por el marcador
Vall,016Iso (p= 9.14 x10%) en el gen para. La presencia de dos alelos mutantes A/A
(/501,016/I501,016) heredades por la abuela resistente a la permetrina (IMUS5-F4) fue

correlacionado con el fenotipo vivo en un 100%. Estos mosquitos no fueron derribados
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por el insecticida, indicando que estos mosquitos presentan el mecanismo de resistencia
tipo kdr.

La presencia de un solo alelo heredado por la abuela (Is01,016/Val1,016), determind
la sobrevivencia del 43% de los mosquitos, por otro lado, la presencia de dos alelos
heredados por el abuelo susceptible Vall,016/Vall,016 se correlaciond con la
sobrevivencia del 13% de los mosquitos de la familia de mapeo. Este patron indica la
dominancia del alelo Val1,016 (susceptible) sobre el alelo Isol,016 (resistente), ya que
para que un mosquito no sea derribado por la permetrina, se requieren dos copias del
alelo resistente /501,016. En otras palabras, una sola copia del alelo resistente no es
suficiente para evitar el derribe a la exposicion a la permetrina.

En [a figura 8, se muestra una grafica donde puede observarse la correlacion entre el
fenotipo sobrevivencia en funcién al nimero de alelos heredados por el padre susceptible
(New Orieans). Los marcadores CCEunk0, CYP4H32 y CYP325RI1, siguieron un patrén
similar al marcador Va/l,016/s0. Para los marcadores CYP4H32 y CCEunk0, €l 75 y 92%
de los mosquitos con dos alelos heredados por la abuela sobrevivieron a la exposicion de
permuetrina, mientras que los mosquitos con dos alelos heredados por el abuelo
susceptible tuvieron una sobrevivencia del 18 y 14%, respectivamente.

En la figura 9, se muestra ¢l efecto de los genotipos de los marcadores Vail,016/s0
CCEunk0, CYP4H32 y CYP3235RI en la recuperacion a las 4 horas de la exposicion a la
permetrina, Para los marcadores CYP4H32 y CYP325R1, la presencia de uno o dos alelos
provenientes de la linea resistente, estuvo asociada con ~50-65% de la recuperacion de
los mosquitos. La presencia de dos alelos provenientes del padre susceptibe estuvo
correlacionada con el ~20-40% de la recuperacion.

En el cromosoma IIl, encontramos un segundo grupo de marcadores: CCEael0),
CYP9J19, CYP9J29 y CYP6BY1 asociados significativamente con el fenotipo. Los
valores de probabilidad p se encontraron en un rango de 1.06 x10"* a 3.36 x10%. Fn
estos marcadores, la presencia de dos alelos heredados por la abuela resistente estuvo
asociada con la resistencia al derribe en el ~50% de los mosquitos. La presencia de un
solo alelo heredado por la abuela resistente estuvo correlacionado con el ~17 al 20% de la

sobrevivencia, mientras que la carencia de alelos heredados por la abuela resistente,
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estuvo asociado con el ~6-10% de la sobrevivencia a la exposicion a la permetrina (ver
Figura 10).

Por otro lado, la presencia de uno o dos alelos heredados por la abucla resistente, en
los marcadores CCEael0, CYP9J19, CYP9J29 y CYP6BY, estuvo relacionada con el
~48-55% de la recuperacion de los mosquitos a las 4 horas post-exposicion. La carencia
de alelos resistentes en el marcador CCEaqel0, estuvo relacionada con ¢l 0% de la
recuperacion, mientras que en los otros marcadores, la presencia de dos alelos del padre
susceptible estuvo asociado con el 15-40% de la recuperacion (ver Figura 11).

En el cromosoma II, los marcadores CYPI2F5, CCEaEID, GSTe7 y Chymo,
estuvieron asociados con el fenotipo recuperacion en los mosquitos expuestos a la
permetrina. Entre €l 58 al 88% de los mosquitos que presentaron dos alelos heredados por
la abuela se recuperaron a las 4 horas de exposicion a la permetrina. Entre el 42 al 60%
de los mosquitos con un solo alelo heredado por la abuela fueron capaces de recuperarse.
Por otro lado, de los mosquitos que carecen de alelos heredados por la abuela, solo el

~35% se recupero (ver Figura 12).

6.3.6. Mapeo de QTL que controlan la resistencia a la permetrina

La evidencia de la asociacion del fenotipo con cierto marcador, es medida mediante
los valores LOD. El valor LOD (log of odds ratio) se refiere a la probabilidad de rechazar
la hipotesis nula (Ho= la correlacion entre fenotipo y genotipo es equivalente a 0). Un
valor LOD equivalente a 3.0, indica que la probabilidad de que un marcador se
correlacione con el fenotipo (Ha), es 1000 veces mas grande que la hipotesis nula (Ho).
En cada analisis, un valor LOD umbral, es calculado a partir de 1000 permutaciones en el
programa Cartographer. Todas las probabilidades bajo esta linea umbral son consideradas
no-significativas.

El mapeo de intervalos (MI) y mapeo de intervalos compuestos (MIC) fue realizado
con el programa Cartographer. El analisis de Mapeo de Intervalos utilizando al set
completo de datos, identificé tres loci que sobrepasan significativamente al umbral LOD
(2.1). Los tres loci fueron encontrados en el cromosoma 111,

Uno de estos QTL se encuentra entre 30-33 cM, este loci corresponde al marcador
Vall,0161s0 (kdr) y tuvo el valor LOD mas alto (LOD=31). El segundo QTL se encontré
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entre los 37-47 cM, con valores LOD de ~20, los marcadores presentes en éste QTL
fueron CYP4H32, CCEunk0, UGALS y CCFEaelo. El tercer QTL se encontré a 51-53 cM
(LOD=22), incluyendo a los marcadores CYP9J19, CYP9J29 y CYPOBY1I.

Cuando la totalidad de datos se analizé en el programa de Mapeo Compuesto de
Intervalos (MIC), obfuvimos dos QTL asociados al rasgo resistencia en el cromosoma II1.
El primer QTL se compone del marcador Vall,0164s6 a 31 ¢cM. El segundo QTL se
formd por los genes CYP4H32, CCEunk0 y UGALS. En éste andlisis, los valores LOD de
los marcadores CCEaelo, CYP9J19, CYP9J29 y CYP6BY! no sobrepasaron al umbral
calculado de 2.3.

Los resultados de ambos analisis indicaron una fuerte correlacion entre €l marcador
Vall,016Iso (kdr) con el fenotipo resistencia. La intensidad de ésta asociacion podria
estar enmascarando el efecto de otros genes que quizds tengan importancia en la
sobrevivencia o recuperacion a la exposicion a la permetrina en la familia de mapeo. Para
evadir este problema, fueron creados distintos sets de datos para analizarse
independientemente en ambos programas. Los datos se formateron en el programa
Fortran.

El primer grupo de datos fue separado en dos subgrupos, machos y hembras. En el
segundo grupo de datos, los individuos c¢on un genotipo homocigoto resistente
(Is01,016/Is01,016) para el marcador kdr fueron descartados. Y por ultimo, el tercer
analisis consistio en descartar a los individuos con fenotipo vives y utilizar solamente los

datos de los individuos recuperados y muertos.

6.3.6.1. Analisis Ml y MIC: QTL en hembras y machos

El analisis de Mapeo de Intervalos (MI) identificé tres loci significativos en el
cromosoma l1I, para ambos sexos. El QTI-1 correspondié al marcador Vall,016/s0 (gen
para o kdr). El segundo QTL identificado correspondié a los marcadores CYP4H32,
CCEunk(, UGALS y CCEaelo y el tercer QTL correspondid a los marcadores CYP9.J19,
CYP9J29 y CYP6BY1.

Los loci correspondicron a los mismos QTL encontrados ¢n ¢l analisis de mapeo de
intervalos Iinicial, sin embargo, los valores LOD para machos fueron mayores al los

valores LOD calculados para las hembras. Por ejemplo, para el QTL-1 que corresponde
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al gen /dr, €l valor LOD para hembras fue de 13.5, mientras que en los machos fue de
20.1. En la Figura 13, se muestra una grifica de los valores LOD calculados a lo largo de
los tres de cromosomas. Las curvas que sobrepasan al valor LOD-umbral (linea
horizontal), indican la posicién de los loci significativamente asociados al fenotipo
(QTL). Se sugiere que los marcadores que rodean a estos loci, se encuentran asociados al
QTL.

En el analisis de intervalos compuestos, encontramos el mismo patrén de QTLs
identificados en el andlisis MIC del set completo de datos. En este andlisis se encontraron
dos QTLs en el cromosoma III. El primero consistié en el gen kdr y el segundo QTL
correspondid a los marcadores CYP4H32, CCEunk(), UGALS y CCEaelo (ver Figura 14).

Una diferencia consistente entre los andlisis M1 y MIC, es que éste Gltimo, descarta el
efecto de los marcadores CYP9J19, CYP9J29 y CYP6BY en el cromosoma III. Este
ultimo grupo de marcadores no sobrepasé el umbral LOD de 2.1 y 2.3 para hembras y
machos, respectivamente. En el anélisis MIC, también fue observado que los valores

LOD de los machos fueron mayores a los valores LOD de las hembras.

6.3.6.2. Analisis MI y MIC: QTL al omitir ¢l genotipo resistente Iso1,016//501,016

para el marcador ¥a/1,0161s0

En ¢éste experimento, se retiraron los datos de los individuos con genotipo
Is01,016/1s01,016 del marcador Vall,016/s0. En €l mapeo de intervalos (MI), un solo
QTL entre los 40-45 ¢cM fue detectado en el cromosoma II. El marcador asociado al
fenotipo en este loci, fue el marcador gendmico chymo. El valor LOD calculado para este
loci (2.3) fue ligeramente mayor al umbral LOD (2.2) (ver Figura 15).

En el anélisis MI, el efecto del gen kdr fue nulo. Estos resultados corroboraron la
fuerza del genotipo Iso1,016/Is01,016 al afectar el fenotipo resistencia. Por otro lado, en
eéste analisis el efecto de los genes CYP9 (cromosoma 1II) en el fenotipo, fue mas intenso
que kdr, sin embargo no logro sobrepasar al umbral LOD. En éste analisis, el cromosoma
I no tuvo ningin efecto en el fenotipo.

Para el analisis MIC, un solo QTL en el cromosoma I, entre los 50-53 cM fue
identificado. Los marcadores gendmicos que rodean a este loci fueron APN y ARC2, sin

embargo, en e] andlisis de asociacion por chi-cuadrada, ninguno de estos marcadores se
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asocio significativamente al fenotipo. Probablemente, un gen “desconocido” asociado
con la resistencia, se encuentra cerca de estos dos marcadores (Figura 16). En éste
analisis, pudo observarse un pico no significativo en el cromosoma II, correspondiendo al
marcador chymo. El valor LOD calculado para este marcador no fue lo suficientemente
fuerte (LOD 2.0) como para sobrepasar el umbral (2.4).

Al retirar los mosquitos con el genotipo (Is01,016//s01,016) de la base de datos, se
redujo significativamente el numero de mosquitos sobrevivientes, por lo cual, la
implicacién de los QTL identificados en éste andlisis, constituyen una pista sobre los
principales sitios que podrian estar afectando la resistencia, debida mecanismos distintos

a kdr (por ejemplo, mecanismos enzimaticos).

6.3.6.3. Analisis M1 y MIC: QTLs al omitir a los mosquitos vivos (resistentes al

derribe)

En ¢l mapeo de intervalos, después de descartar a los individuos con el fenotipo vivos
(kdr), pudieron detectarse dos QTLs, el primero en el cromosoma II y el segundo en €l
cromosoma IIl. El QTL de cromesoma II, se encuentra entre los 25-45 ¢M. Los
marcadores que componen a éste QTL son CYPI2F5, CCEaelD, GSTe7 y Chymo. El
valor LOD de éste QTL ligeramente sobrepasé al umbral-LOD calculado (2.0).

El segundo QTL identificado por el analisis MI, estuvo localizado entre los 52-53 cM
en el cromosoma I1l. Los marcadores asociados a este QTL fueron CYP9.J19, CYP9J29'y
CYP6BYI, con un valor LOD de 2.3 (Figura 17).

Por utlimo, el analisis compuesto de intervalos, encontré un solo QTL en el
cromosoma [, éste se localizé entre los 48-54 ¢M. Los marcadores que se asociaron a este
QTL fueron ARC2 y APN. El valor LOD obtenido sobrepasd ligeramente al umbral
calculado por este programa (2.0) (Figura 18). Debido a que los genes ARC2 y APN no
han sido asociados con la resistencia a insecticidas, sugerimos que un gen de resistencia
desconocido se encuentra cercano a éstos marcadores.

Los QTL del cromosoma II y III identificados en el analisis MI, no fueron
significativos en el analisis MIC. Mas ain, el andlisis MIC identificé un QTL en el
cromosoma I, que no fue detectado en el analisis IM. Estas diferencias quizés se deban a

la reduccién en el numero de datos analizados. Sin embargo, €l mapeo de intervalos
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compuestos ha demostrado ser mas preciso en la deteccién de QTLs (Mackay, 2001), por
lo tanto no podemos descartar la importancia de éste QTL en la recuperacion de los

mosquitos a la exposicion a la permetrina,

6.3.7. Asociacion entre la segregacion de la Mutacion Met1,011 e Iso1,016 en ¢l Gen
para en la Familia de Mapeo F31.1.

La segregacion del marcador fsol,011Met fue registrada en la familia de mapeo F31.1.
El genotipo de la abuela-P1 (IMU-F4) fue heterocigoto Isol,011/Met1,011 para ésta
substitucion, mientras que el abuelo-P1 (New Orleans) fue homocigoto para el tipo
silvestre I501,011/Is01,011. La generacion filial-1, resultdé heterocigota Isol,011/
Met1,011.

Los genotipos homocigoto silvestre, homocigoto mutante y heterocigoto, fueron
recuperados en los 400 individuos de la familia de mapeo-F31.1, con una proporcion de
91, 29 y 300, respectivamente. La prueba de contingencia chi-cuadrada, no detecté
asociacion entre el fenotipo vive, muerto y recuperado con los genotipos para este
marcador, indicando que la mutacién Iso1,01 1 Met no estd asociada con la resistencia a la
permetrina.

Debido a la contigliidad de los marcadores Ise1,011Met y Vall,016/s0 en ¢l gen para
(~270 pares de bases), fue esperado encontrar segregacion dependiente de alelos entre
¢stos dos loci. Realizamos una prueba de contingencia chi-cuadrada para determinar si
existe asociacion entre los genotipos para ambos marcadores. Los resultados indicaron
que los genotipos de los marcadores Isol,01 1 Met y Vall 016/so segregaron en forma
independiente. Una explicacion a estos resultados es la presencia de recombinacion entre
ambos loci a pesar de su contigiiidad.

La frecuencia de recombinacién calculada entre los marcadores Isol,011Met y
Vall,0161s0, mediante JoinMap, fue de 0.21. Sin embargo, el modelo de recombinacién
tedrico (esperado), no se ajustd al modelo observado. En la tabla 9, aparecen los
genotipos esperados y observados para ambos loci. En este modelo, se aplicé una
proporcion de recombinacién de 0.001. Sin embargo el valor de chi cuadrada observada

nunca fue menor al valor chi-cuadrada calculado en el modelo de recombinacion.
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DISCUSIONES

La fuerte presion de seleccion ejercida en la generacion F2 de la poblacion de Islas
Mujeres (sobrevivientes ~20%), parece haber seleccionado €l mecanismo de resistencia
por insensitividad del sitio blanco (resistencia kdr). De la misma forma, en el estudio
realizado por Rodriguez ef al, (2005), la cepa Delta-13, fue seleccionada con la LC%0
para deltametrina durante 12 generaciones, obteniendo una cepa con resistencia cruzada a
todos los piretroides.

Por lo general, la mayoria de los estudios utilizan este tipo de estrategia para
seleccionar cepas resistentes, sin embargo, una desventaja importante surje al ¢liminar a
gran parte de la poblacion, disminuyendo la variabilidad genética y por ende, otros
posibles mecanismos de resistencia. Es posible que una presion de seleccion del 50%,
permita la seleccion de otros mecanismos de resistencia ademas de la resistencia tipo kdr.

El fenotipo kdr se refiere a la capacidad de un mosquito a no ser derribado durante la
exposicion a la permetrina. Actualmente, este mecanismo es inferido mediante
bioecnsayos de resistencia cruzada piretroide-DDT y por ¢l uso de los inhibidores de
enzimas PBO y TPE. Los kits (WHO) para deteccion de la resistencia, consisten en
papeletas impregnadas con 0.25% y 1.0% de permetrina. El tiempo de exposicion
recomendado es de una hora. Los datos que cominmente se registran, son ¢l tiempo
knockdown 50 y la proporcion de mosquitos vivos, después de una hora y 24 horas post-
exposicion.

Se ha inferido que los mosquitos sobrevivientes a este tiempo de exposicion, son
homocigotos para la mutacion kdr. Sin embargo, los resultados de este trabajo indican
que la frecuencia del genotipo homocigoto-resistente es muy baja (0.0 a 0.2) en las

poblaciones de campo de 4e. aegypti. Esto coincide con los estudios de la frecuencia del
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genotipo resistente en poblaciones de An. gambiae resistentes a piretroides (Ranson et al.,
2000b; Chandre et al., 1999).

Si tomamos en cuenta que los bioensayos son capaces de detectar el mecanismo de
resistencia kdr Unicamente en organismos homocigotos-resistentes y ademas, la
frecuencia de este genotipo en la pobiacion de campo es muy baja, entonces podemos
inferir que la deteccién de este mecanismo de resistencia mediante bioensayos, podria
estar sub-estimando la magnitud de la resistencia en campo.

En éste trabajo, 1a exposicién de los mosquitos de la familia F31.1 a una concentracion
de permetrina de 1.2 pg resultd en la resistencia tipo kdr del 15% y recuperacion del 35%
de los mosquitos después de 4-24 horas. En forma interesante, pudimos observar que la
mitad de los mosquitos recuperados después de 4 horas resultaron heterocigotos para €l
alelo resistente. Por lo cual, podemos sugerir que la deteccion de la resistencia tipo kdr,
estaria mejor fundamentada si el registro de mortalidad se realiza a las 24 horas, en vez
de una hora post-exposicion.

En éste trabajo, se desarrollé la primera técnica para deteccion de alelos asociados
significativamente a )a resistencia tipo kdr en el mosquito Ae. aegypti. La mutacién
1501,016 puede ser ficilmente detectada en geles de agarosa a partir de ADN de
mosquitos colectados en campo. Sin embargo, la prueba diagndstico molecular debe
realizarse en conjunto con bioensayos de susceptibilidad, ya que esta prueba solo es
capaz de detectar la resistencia por sitio blanco.

En retrospectiva, una posible estrategia para la deteccién de este mecanismo de
resistencia en poblaciones de campo, podria incluir bioensayos de botella a
concentraciones LC50 de insecticidas piretroides, por ejemplo 1.0 pg de permetrina.
Después de una hora de exposicion, los mosquitos pueden ser colocados en un
contenedor a temperatura ambiente; 24 horas después, puede tomarse una muestra de
mosquitos vivos ~30-50 mosquitos, extraer ADN y correr el PCR de alelos especificos.

Ademas de calcular la frecuencia de genotipos heterocigotos y homocigotos en los
organismos sobrevivientes, debe agregarse un nimero de genotipos susceptibles en la
misma proporcidén a los organismos sobrevivientes evaluados. Por ejemplo, si la prueba
diagnéstico se realiza en 30 mosquitos sobrevivientes, entonces, los datos de 30

mosquitos susceptibles deben agregarse a la base de datos, ya que los bicensayos se¢
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realizaron con una LC50. Una vez que se caicule la frecuencia del genotipo/alelos kdr en
poblaciones de Ae. aegypti con resistencia a piretroides, serd posible realizar modelos
donde se pueda calcular la evolucidn de la resistencia en base a la densidad real de
mosquitos, presion de seleccion aplicada con ¢l grupo de insecticidas, la frecuencia y
viabilidad de los genotipos/alelos en la poblacion.

La baja frecuencia de alelos resistentes en poblaciones naturales de mosquitos, en
ausencia de presion de seleccion con insecticidas, podria estar relacionada con una menor
viabilidad de éstos alelos. En el mosquite Culex, la resistencia por esterasas elevadas esta
relacionada con un mayor costo en la depredacion, desarrollo larvario prolongado
(Bourget er al., 2004), competencia en la copula (Berticat ef al., 2002), entre otros. Sin
embargo, los mecanismos que provocan esta baja viabilidad no han sido estudiados en el
mosquito de. aegypti.

La resistencia kdr es el resultado de una alteracién en el canal de sodio, dicha
alteracién se debe a simples cambios de aminoacidos que cambian la estructura del poro
del canal de sodio y permiten una mas rapida disociacion entre el insecticida y el poro del
canal. El poro del canal se forma principalmente de aminoacidos con carga negativa, los
cuales atraen una corriente de iones de sodio (+) hacia el interior de la membrana
(Soderlund y Knipple, 2003).

Las substituciones encontradas en el canal de sodio de Ae. aegypti en los codones
Iso1,011Met e Isol1,011Val incluyen cambios de aminoacidos no-polares a aminoacidos
anionicos. Por otro lado, la mutacion encontrada en Tailandia Vall,016Gly, consiste en
un cambio de aminoacido anidénico a anidnico. La mutacion Vall 016{so encontrada en
poblaciones de mosquitos de América, consistié en un cambio de aminoacido anionico a
un aminoacido no-polar. Aun se desconoce la forma en que estas mutaciones pueden
alterar al poro del canal.

La respuesta neurofisiolégica a piretroides en larvas de Ae. aegypti con la mutacion
Is01,011Met fue evaluada por Brengues, et al,, (2003). Se requirié ~1400 veces mas
concentracion de permetrina para inducir descargas repetitivas en las cepas resistentes,
suginiendo la asociacion entre la resistencia kdr y la mutacion Isol,011Mer en cepas
resistentes de América del Sur, sin embargo, el estudio manejé una muestra no

significativa (n=10).
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Los resultados de nuestro estudio, indicaron que Ia frecuencia de los alelos Val1,011 y
Met1,011 no incrementdé conforme a la seleccidon con piretroides en las cepas de Islas
Mujeres y Santiago de Cuba, sugiriendo que esta mutacion no s¢ encuentra asociada con
la resistencia a los piretroides. Més aun, la presencia de la mutacion Met1,011 en las
cepas susceptibles de referencia soporta la hipdtesis de la neutralidad de esta ésta
mutacion en los canales de sodio.

Una hipotesis que puede explicar la diferencia entre los resultados de Brengues ef al.,
y los resultados obtenidos en nuestro estudio, es que la mutacion Metr1,011 reportada para
las cepas resistentes a piretroides de Brazil, estuvo acompatiada de una segunda mutacién
en el codon G923 confiriendo un cambio a valina (Va/923). La evaluacion de la
substitucion ¥a/923 en conjunto con Mer1,011 podria ayudar a determinar la importancia
de esta mutaciones en la resistencia en de. aegypti.

La mutacién kdr que realmente estuvo asociada con la resistencia a piretroides en las
las poblaciones de mosquitos de América, fue Vall,016s0. La primer evidencia, fue el
incremento en la frecuencia del alelo /501,016 en las cepas seleccionadas con piretroides.
La segunda evidencia consistié en el analisis de asociacion entre los genotipos A/A
(Is01,016/1501,016), A/G (Is01,016/Vall,016) y G/G (Vall,016/ Vall,016) con la
respuesta a la exposicion a la permetrina en la familia de mapeo.

El marcador Isol,011Met fue mapeado en la familia F31.1. Debido a que éste codon
se encuentran a solo ~300 pb de distancia de marcador Val1,016/5¢, fue esperade obtener
una asociaciéon similar entre los genotipos de ambos marcadores y el fenotipo. Sin
embargo, los genotipos del marcador Iso1,011 no estuvieron asociados con la resistencia.

Una explicacion a estos resultados, es la hipdtesis que implica la ocurrencia de
recombinacion entre ambos marcadores. Disefiamos un modelo de recombinacion entre
los dos loci, sin embargo, los datos observados no se ajustaron significativamente al
modelo. Se han reportado sitios de alta recombinacion en varios organismos (levadura,
humanos, etc) sin embargo, las bases bioquimicas o biologicas para estos eventos no
estan totalmente elucidadas (Jeffreys et al., 2004).

En forma interesante, la mutacién mas comun en las cepas resistentes a piretroides de
Tailandia es la mutacion Vall,016Gly (Brengues et al., 2003). Dicha mutaciéon no fue

encontrada en las poblaciones de Ae. aegypti de América y el anélisis del intron indicd
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que estas mutaciones tienen un distinto origen filogenético. La presencia de dos distintas
substituciones eén el codon Vall,016 en poblaciones de Ae aegypti aisladas
geograficamente, es una evidencia de que muy pocas mutaciones son permitidas en el gen
del canal de sodio (para). A pesar de que el gen para mide ~2100 aminoacidos, solo un
par de substitucionés pueden ocurrir sin afectar las funciones fisioldgicas de la proteina.

El fuerte desequilibrio de unién entre las mutaciones [sol,016 y Glyi1,016 y las
regiones intronicas indican que estas mutaciones ocurrieron recientéemente y no ha
transcurrido tiempo suficiente para restaurar el equilibrio en el gen. La resistencia kdr en
mosquitos es posiblemente una respuesta a la exposicion a piretrinas naturales de las
plantas. Una vez que incrementd la presion de seleccion durante la campana de
erradicacion de Ae. aegypti, mediante el uso del DDT (1940), distintas mutaciones
pudieron haber sido seleccionadas. Actualmente, las mutaciones kdr que encontramos en
las poblaciones de Ae. aegypti son consideradas una secucla de la presion de seleccion
por el DDT.

Por otro lado, se ha sugerido que el DDT y los piretroides se unen a distinfos sitios en
el canal de sodio. En un estudio realizado en Cx. pipiens y An. gambiae, fueron
encontradas distintas substituciones en el mismo ¢coddén. La mutacion mas comun en estas
especies ocurre el residuo Leucinal 014 donde una mutacion A>T confiere un cambio a
fenilalanina (Martinez-Torres et al., 1998), sin embargo, un estudio independietne
encontré una segunda substitucién en el mismo coddn, dicho cambio consiste de
Leucinal 014Serina  (Luleyap et al, 2002; Ranson ef al, 2000b). Los autores
concluyeron que esta Gltima mutacion podria estar asocidada con cepas altamente
resistentes a DDT y poco resistentes a piretroides. Si esto es cierto, seria interesante
investigar si las mutaciones en el codon Vall,016, confieren distintos rangos de
resistencia al DDT y piretroides, ya que la cepa resistentes estudiadas de Tailandia son
altamente resistentes al DDT.

Hasta la fecha, no habian existido pruebas diagnostico-moleculares para la deteccion
de las mutaciones kdr en el mosquito 4e. aegypti. Aunque dos de las mutaciones habian
sido identificadas desde el 2003, las técnicas capaces de determinar el genotipo en

poblaciones naturales resultaba muy laboriosas y costosas.

85



En este trabajo, desarrollamos pruebas para detectar cuatro mutaciones Adr a partir de
sistemas de PCR especifico para alelos. Esto permite identificar individuos homocigotos
y heterocigotos. Mejor aun, la identificacidén de los genotipos puede realizarse mediante
fragmentacién de productos de PCR en geles de agarosa con un porcentaje entre 3.0 al
4.0 %. Otros tipos de agarosa de alta resolucion pueden ser utlizados, pero €l costo de la
deteccion incrementa significativamente.

La prueba de deteccion es sencilla y no requiere de mucha inversion. Para realizar esta
prueba se requiere 1) un laboratorio donde pueda extraerse ADN, 2) un termociclador y
3) una camara de electroforésis para geles de agarosa. La capacidad de identificar
homocigotos resistentes y heterocigotos, sera un gran soporte en la toma de decisiones
sobre los insecticidas que deberan ser utilizados para las campafias de control.

La segunda parte del estudio consistio en tres objetivos: 1) disefiar marcadores-SNP a
partir de genes de resistencia, 2) identificar la posicion de los marcadores de resistencia
en el mapa genético, y 3) detectar los loci que controlan significativamente la resistencia
a la permetrina.

Estos objetivos fueron alcanzados mediante el uso de una familia de mapeo, obtenida
de una cruza de una hembra de la cepa resistente IMUS-F4 y un macho de la cepa
susceptible New Orleans. La familia de mapeo-F3, fue considerada una linea de
intercruza avanzada (AIL). Las ventajas de una AIL, son el incremento del tamafio de
muestra y de los eventos de recombinacion, dando mas poder a los analisis de
recombinacién y del mapeo de QTL (Darvasi y Soller, 1995).

El estudio de rasgos cuantitativos requiere mediciones precisas del fenotipo de interés.
La resistencia a insecticidas es un rasgo complejo, sin embargo, la mayoria de los
estudios de mapeo QTL se han enfocado en el fenotipo vivo/muerto (Ranson et al., 2000;
Ranson et al., 2004; Wondji et al 2007). Otra opcion es utilizar un rasgo continuo
asociado a la resistencia, tal como ¢l nivel de enzimas detoxificadoras en la poblacion de
mapeo, sin embargo, esto excluiria a los mecanismos de resistencia por alteracion del
sitio blanco.

Una de las ventajas del mapeo de QTLs, es que no asume la implicacion de
mecanismos de resistencia antes del estudio. En este trabajo, la presencia del mecanismo

de resistencia kdr, nos permiti6 separar el fenotipo de la familia de mapeo F31.1 en tres
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categorias dependiendo de la respuesta a la exposicion a la permetrina: vivos (una hora
post-exposicion), recuperados (cuatro horas) y muertos (cuatro horas).

En la familia de mapeo, la proporcion de mosquitos vivos o con resistencia tipo kdr
fue ~16% y la proporcion de mosquitos recuperados fue de ~35%. En forma interesante,
la proporcidén de mosquitos vivos en la primera seleccién con permetrina en la cepa de
IslasMujeres-F2 fue de ~13 %. Aunque no conocemos la proporcion de mosquitos de
campo con este mecanismo, podemos ver que dos generaciones sin seleccion, no fueron
capaces de eliminar este mecanismo.

En este trabajo, fueron desarrollados 32 sistemas para deteccion de SNP informativos
para la familia de mapeo F31.1. De éstos sistemas, 21 marcadores-SNP fueron
parcialmente informativos y 11 fueron completamente informativos. La capacidad de
realizar la genotipificacion de ~96 individuos/placa en un par de horas, incrementa la
rapidez de los estudios de mapeo de QTL. Ademads, los genotipos de estos marcadores
también pueden ser fragmentados en geles de agarosa al 4%, lo cual facilita la deteccion
de SNPs en lugares donde no se posee una maquina de PCR-tiempo-real.

De los marcadores-SNP utilizados, 16 marcadores pertenecen a distintas familias de
oxidasas-P450, cuatro marcadores fueron desarrollados a partir de genes de esterasas y
solo un marcador pertenece a las glutation-s-transferasas. El sistema Vall016{so, fue
vtilizado como marcador para el gen para (kdr) y los restantes nueve sistemas fueron
desarrollados a partir de genes previamente mapeados (Fulton er o/, 2000; Gomez-
Machorro ef al., 2004).

Los genes de resistencia mapeados en la familia F31.1, fueron identificados a partir de
un estudio de microarreglos realizado en la cepa IMUS-F6 por el Dr. W. C. Black IV
(Strode et al, 2007 no publicado) En dicho estudio, se realizé la comparacion de los
patrones de expresion de genes de resistencia entre dos cepas resistentes a permetrina y la
cepa susceptible New Orelans. Los genes AaGSTsi-1, AaGSTs!-2, AaGSTe-2, AaGSTe-
3, AaeCOE-9, CYP9J8, CYP9JI0, CYP9J19, CYP9J23, CYP9J28 y CYP9J32 estuvieron
constitutivamente sobre-expresados en la cepa IMUS-F6.

El disefic de marcadores-SNP de los genes 4aGSTe-2, CYP9J8, CYP9.J10 y AaeCOE-
9 sobre-expresados en el estudio de microarreglos no fue posible, ya que no existieron

polimorfismos en varias regiones de los genes. Sin embargo, la posicion genética de los
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genes sobre-expresados pudo ser inferida mediante el mapeo de genes vecinos, debido a
que los genes pertenecientes a las clases GSTe y CYP9, se encuentran en clusters
compartiendo la misma region genomica (Lumjuan et al., 2005; Ranson ef al., 2002).

En este trabajo, la posicion genética de los 32 marcadores-SNP fue mapeada en base a
los eventos de recombinacion (mapa genético). La posicion de los marcadores genomicos
fue consistente con el mapa genético publicado por Severson y Black (2004), a excepcion
de los marcadores genémicos APN y maltase. Esto quizds se¢ deba a que los mapas
genéticos anieriores fueron obtenidos a partir de lineas de intercruza Fl y/6 F2. Los
eventos de recombinacion adicionales pudieron haber generado inconformidades en la
posicion genética, sin embargo, usamos estrategias que pudieron corregir la posicion de
estos marcadores en los cromosomas I y Iil, respectivamente.

Los marcadores de resistencia estuvieron distribuidos en los tres cromosomas. Siete
genes en el cromosoma I, seis en €l cromosoma II y 9 en el cromosoma I11. El gen para
fue mapeado en la posicién esperada (cromosoma III, 32¢M). Los genes de oxidasas
estuvieron dispersados en los tre cromosomas. Los genes de oxidasas de la clase CYP9
estuvicron distribuidos en los tres cromosomas. Sin embargo, tres de los cuatro genes
CYP6 se encontraron en el cromosoma I. Los genes de oxidasas CYP4 se mapearon en el
cromsoma Il y Iil; por otro lado, la oxidasas de la clase CYP12 y CYP325 fueron
identificadas en el cromosoma 11 y IlI, respectivamente.

Los marcadores de genes de esterasas y glutation transferasas no estuvieron bien
representados en €l mapa genéfico. Dos genes de esterasas fueron mapeados en el
cromosoma II y otros dos en el cromosoma Ill. Por otro lado, la Gnica glutation
transferasa (GSTe7) se maped en el cromsoma II a 37 ¢cM. Hasta este punto, podemos
concluir que las clases de genes de resistencia se encuentran distribuidos aleatoriamente
en los cromosomas y que no existe agrupacion entre estos genes.

Los marcadores utilizados en el mapeo de QTL estuvieron distribuidos en los tres
cromosomas. Solo una region en el cromosoma 11, carecié de marcadores (0 a 23 cM).
Los analisis de mapeo de intervalos (IM) y mapeo de intervalos compuestos (MIC)
utilizando al set completo de datos, identificason tres QTL y dos QTL en ¢l cromosoma
111, respectivamente. En ambos andlisis, el principal QTL estuvo asociado al marcador

Val1,0161s0 (kdr) en el gen para. Los valores LOD calculados para ambos analisis fueron
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entre 12 a 15 veces mas altos que el valor LOD-umbral calculado. Por otro lado, ningiin
QTL fue detectado en los cromosomas 1 y II.

El analisis IM detecté un segundo QTL representado por los marcadores entre los 36 a
53 ¢M, con un valor LOD~20. Por ofro lado, €l segundo QTL detectado por el analisis
CIM incluyé a los marcadores de las posiciones 36 a 46 cM y excluyo a los marcadores
encontrados entre los 52-53 ¢cM (CYP9J19 y CYP9J29).

En teoria, el mapeo CIM tiene mas poder y precision, ya que los efectos de otros QTL
no estan presentes como varianza residual. Mas aun, remueve el sesgo que normalmente
puede ser causado por un QTL que se encuentra unido a la posicién analizada. En el
andlisis CIM del set completo de datos, pudimos observar que los efectos de los
marcadores CYP9J19 y CYP9J29 fueron considerados como varianza residual y se
removieron del QTL.

El andlisis de contingencia chi-cuadrada de los marcadores del cromosoma 111, indico
que doce de los marcadores estuvieron asociados con el fenotipo. La asociacién més
fuerte ocurrio con el marcador kdr, seguido por los marcadores en ¢l brazo inferior del
cromosoma [II. En este punto, es complejo decidir si los marcadores aledatios al gen para
realmente tienen un efecto independiente, 6 bien, si suasociacion a la resistencia se debe
al desequilibrio de unién esperado dentro del mismo cromosoma (Black y Severson,
2005).

El desquilibrio de union entre los marcadores del cromosoma 11, podria conferir una
ventaja a los mosquitos resistentes, proveyendo mayor viabilidad durante la presion con
insecticidas. Dicha hipotesis solo puede ser comprobada mediante un analisis de
asociacion de mapeo en poblaciones naturales de mosquitos. Por otro lado, la presencia
de puntos de recombinacion intensa estd ocurriendo dentro del gen del canal de sodio,
agregando una nueva fuente de variacion genética en ¢l cromosoma 11

En mapeo IM y mapeo CIM que analiz6 hembras y machos en dos grupos
individuales, identifico los mismos dos QTLs (cromosoma III) obtenidos del set de datos
completo. La unica diferencia consistié en que el valor LOD fue mayor en los machos,
indicando que existe mayor evidencia de la asociacion del fenotipoo con estos loci.

Segun nuestros resultados, el gen para esta controlando la resistencia a la permetrina

en la familia de mapeo. Aunque éste gen no se encuentra ligado al sexo, pudimos
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observar que los machos fueron ligeramente mas susceptibles a la exposicién a la
permetrina. La proporcion del genotipo homocigoto kdr, fue mayor en los mosquitos
machos-vivos que en las hembras-vivas, sugiriendo que otros factores podrian estar
controlando la sobrevivencia al menos en el ~20% de las hembras vivas.

Usualmente las hembras son de mayor tamaifio, tienen mayor fuente de reservas y
tienen una maquinaria de enzimas adaptadas para metabolizar sangre. Probablemente,
estas cualidades permitan que la sobrevivencia de las hembras se vea intensificada,
ademas de depender de la mutacion &dr. Por otro lado, la sobrevivencia de los machos
depende unicamente de las mutaciones kdr ya que carece de la maquinaria enzimatica y
las fuentes de reserva de las hembras.

Cuando los individuos con genotipo homocigoto kdr fueron omitidos de la base de
datos, ¢l analisis IM identificé un solo QTL en el cromosoma II entre los 31-46 cM. Este
QTL incluyé a los genes CCEaelD, la oxidasa CYP[25 y la GSTe7, sin embargo, el pico
mas alto de éste QTL coincidié con el marcador chymo. Las tripsinas/quimotripsinas, son
las principales enzimas envueltas en la digestion de proteinas. La sobre expresion de
estos genes se ha reportado en cepas resistentes a insecticidas de D. melanogaster y M.
domestica (Pedra et al., 2004; Ahmed ez al., 1998). Por otro lado, tres genes de este tipo
fueron sub-regulados en una cepa resistente a permetrina de An. stephensi (Vontas et al.,
2007).

Aunque no se ha estudiado el rol de las quimotripsinas en la resistencia a insecticidas,
se ha sugerido que la actividad proteolitica incrementada podria jugar un rol importante
para alcanzar las demandas de energia durante el estrés, balanceando la degradacion o
sintesis de proteinas. Las proteasas intracelulares podrian jugar un rol en la biosintesis de
proteinas o en la modificacion de la conformacion de enzimas como parte de un proceso
inductivo (Pedra ef al., 2004).

Una segunda interpretacion a la asociacién entre el marcador chymo con el fenotipo,
es asumir la presencia de un gen “desconocido” asociado a la resistencia en cercana
proximidad a este marcador-loci. La segregacion de alelos en ambos loci podria estar en
desequilibrio, por lo que la regulacion de uno de los genes podria estar correlacionada

con el gen contiguo. Mas investigacion sobre el rol de las quimotripsinas y la generacion
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de mayor nimero de marcadores-SNP de resistencia son necesarias para entender a ésie
QTL.

El andlisis CIM de los individuos sin el genotipo homocigoto kdr, identificé un solo
QTL en el cromosoma [. Los marcadores asociados a este QTL fueron ARC2 y APN,
entre los 48-54 c¢cM. Estos genes no han sido implicados en la resistencia a insecticidas,
por lo tanto, podemos inferir que existe un gen asociado con la resistencia entrc cstos dos
marcadores.

El analisis de intervalos realizado con los individuos recuperados y muertos de la
familia, identifico un QTL asociado con el fenotipo en el cromosoma Il y un segundo
QTL en el cromosoma III. El QTL del cromosoma II correspondié a los marcadores
CYPI2FS5, GSTE7 y chymo. Por otro lado, ¢l segundo QTL correspondié a los
marcadores CYPJ19 y CYPJ29.

El rol de las oxidasas CYP9 en la cepa IMUS ha sido demostrado en el estudio de
microarreglos, donde la sobre-expresion de los genes CYP9 en larvas y adultos fue
identificada (Strode et al., 2007, no publicado). La segunda evidencia del papel de las
oxidasas en la cepa IMUS fue el estudio realizado por Flores et al, (2006), donde la
poblacién de Islas Mujeres, exhibié niveles elevados de oxidasas, comparandose con la
cepa susceptible New Orleans.

Otro gen sobre-expresado en la cepa resistente a permetrina IMU-F6, fue la glutation-
s-transferasa de la clase epsilon, la GSTe2. El desarrollo de un marcador para éste gen, no
fue posible, sin embargo, fuimos capaces de mapear una GSTe presente en el mismo
cluster, la GSTe7. La asociacion del marcador GSTe7 con el fenotipo no fue significativa
en la familia de mapeo (F=0.0049). Por lo tanto, posteriores estudios requicren
desarrollar un marcador para ¢l gen GS7e2.

Aunque el principal rol de esta enzima es €l metabolismo del DDT, las enzimas
GSTe2 de Ae. aegypti exhiben actividad peroxidasa elevada comparada con otras GSTs
(Vontas et al., 2001). Por lo tanto su rol en la detoxificacion de insecticidas podria
proveer un mecanismo important¢ de defensa contra el estrés oxidativo, constituyendo
una segunda linea de defensa contra los efectos toxicos de los insecticidas.

Los loci asociados con la recuperacion en el analisis CIM difirieron del analisis IM.

Aunque en el analisis CIM pueden observarse picos en los mismos loci del andlisis de
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intervalos (cromosomas Il y IIf), ninguno de estos sobrepaso el umbral LOD. Por lo
tanto, CIM detectd un solo QTL en el cromosoma I. El QTL correlacionado con la
recuperacion estuvo flanqueado por los marcadores APN y ARC2. Para dilucidar la
importancia de estos genes en la sobrevivencia y recuperacion de mosquitos expuestos a
insecticidas, es necesario seleccionar cepas resistentes por otros mecanismos
detoxificativos, excluyendo a la resistencia kdr.

En nuestro estudio, el fuerte efecto del gen kdr en la resistencia de la familia de
mapeo, pudo haber escondido el efecto de otros genes de resistencia. Probablemente, la
adicion de nuevos marcadores no habria cambiado esta perspectiva. Existen dos modelos
sobre los mecanismos genéticos que definen vun rasgo. El modelo infinitesimal asume que
la variacién genética de un rasgo cuantitativo es condicionada por un gran ntimero de
QTL cada uno con un efecto pequefio y similar (Falconer y Mackay, 1996).

Por otro lado, el modelo exponencial asume que unos pocos loci tienen grandes efectos
y son responsables por la mayoria de la variacion en un rasgo cuantitativo. Es decir un
mayor numere de loci tienen menor efecto en el rasgo (Mackay, 2001). Segiin nuestros

resultados, este modelo fue aceptado para la resistencia de la familia de mapeo.
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CONCLUSIONES

Se identifico un polimorfismo no-sinénimo significativamente asociado con la
resistencia tipo idr en el mosquito Ae. acgypti. Una mutacion de nucleodtidos de guanina a
adenina en la primera posicton del codon 1,016 del gen para, confird una substitucion de
valina a isoleucina (Val,1,016/s0). Esta substitucion fue encontrada en el dominio I,
segmento transmembranal 6.

La frecuencia del alelo mutante Iso1,016 fue detectada en cerca de 16 poblaciones de
Ae. aegypti de varios paises de América. Ademads, la seleccion con piretroides de una
cepa de I[slas Mujeres, México y Santiago de Cuba, Cuba; resultd en un incremento en la
frecuencia del alelo f501,016 después de varias generaciones de seleccion.

La mutacion Mer1,011, anteriormente reportada por Brengues ef al., (2003) y la
mutacion Vall1,011 (Black, 2006 no publicado) no estuvieron correlacionadas con la
resistencia a insecticidas, sin embargo, los alelos de éstas substituciones fueron
detectadas en varias poblaciones de este mosquito. Por otro lado, la substituciéon Gly1,016
reportada en mosquitos resistentes de Tailandia no fue encontrada en América.

Las mutaciones tipo kdr provienen de distinto origen filogenético y la secuencia
intronica sugiere que las mutaciones ocurrieron recientemente, Cuatro pruebas
diagnéstico basada en PCR de alelos especificos fueron desarrollados para detectar alelos
asociados con la resistencia tipo kdr, estos alelos puede fragmentarse en geles de agarosa,
facilitando su uso en paises en vias de desarrollo. La capacidad de detectar alelos
resistentes en campo en una forma mas sencilla y econdmica, permitird su
implementacién en las campatias de control de mosquitos.

En este proyecto, desarrollamos 32 marcadores—SNP ¢ identificamos la posicion de 21
genes de resistencia en el mapa genético de 4e. aegypti. El mapeo de QTL que controlan

la resistencia a permetrina se basé en una familia de intercruza avanzada, donde la
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segregacion de los 32 marcadores-SNP fue registrada. Los fenotipos fueron categorizados
€OmMOo MOSquitos vivos, recuperados y muertos.

En forma gengeral, el principal QTL que controlé la resistencia a la permetrina en la
familia F31.1, correspondio al marcador Vall016/so en el gen para (kdr). El analisis de
chi-cuadrada respaldé éste resultado, la presencia de dos alelos heredados por el padre
resistente a la permetrina, estuvo correlacionado con el 100% de la sobrevivencia,
mientras que la presencia de dos alelos provinientes del padre susceptible, se asocioé con
el 13% de la sobreviviencia. Estos resultados sugirieron la recesividad del alelo resistente
Is01,016.

La susceptibilidad/resistencia es un rasgo cuantitativo, regulado por varios genes. En
este trabajo pudimos identificar dos QTL en el cromosoma III, asociados con la
susceptibilidad a la exposicion de permetrina. El principal QTL corresponde a los genes
para, CYP4H32, CYP325R1 y CCEunk0. El segundo QTL correspondié a los genes
CCEaelo, CYP9J19, CYP9J29 y CYP6BYI.

La presencia altamente significativa del QTL1 (gen para), podria estar escondiendo el
efecto de otros genes asociados a la resistencia. Al remover a los individuos con genotipo
kdr homocigoto, pudimos observar la presencia de un QTL en el cromosoma I,
flanqueado por los marcadores APN y ARC2, estos genes nunca han sido asociados con la
resistencia, por lo que sugerimos que un gen de resistencia “desconocido” podria estar
ubicado entre estos dos genes. Por otro lado, un QTL en el cromosoma II, estuvo
controlando la recuperacion a la exposicién de permetrina. Los genes incluidos en este
QTL fueron CYPI2FS, CCEaelD, GSTe7 y Chymo.

En este trabajo pudimos identificar los mecanismos genéticos de la resistencia por
alteracion de sitio blanco, en cepas de laboratornio Ae. aegypti seleccionadas con
piretroides. Un estudio de mapeo de asociacion en poblaciones de campo de Ade. aegypti,
permitird corroborar la presencia y correlacion de esta mutaciéon con la resistencia a
piretroides.

La generacion de marcadores-SNP de resistencia que permitan identificar alelos en
forma sencilla y economica, facilitara la identificacion de nuevos loci asociados con los
distintos mecanismos de resistencia presentes en el mosquito Ae. aegypti. La

identificacién de los principales genes que controlan la resistencia es el primer paso para
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continuar con la meta del manejo integrado de insecticidas: monitoreo de genes
especificos en campo y disefio de modelos que eviten la evolucién de la resistencia a los

pesticidas en mosquitos transmisores de enfermedades.

95



Tabla 1. Cepas de Ae. aegypti analizadas en el estudio de frecuencia de mutaciones kdr.
La ciudad, pais y coordenadas de los sitios de colecta asi como el numero de mosquitos
analizados estan adjuntos. Para las cepas de Cuba seleccionadas con insectficidas, se
agregé la publicacion donde fue descrito la seleccion y sitios de colecta,

Cepa Numero de
Localidad Pais Latitud  Longitud muestra
Rockefeller Puerto Rico USA ¥ 30
New Orleans New Orleans USA 30
PCHI Puerto Chiapas México 14.7142 -92.4152 48
CHID Ciudad Hidalgo México 14.6799 -92.0229 48
RIOF Rio Florido México 14.2611 -93.3361 48
PII Pijijiapan México 15.6811 -93.2069 48
HUET Huehuatan México 15.0155 -92.3860 43
HUIX Huixtla México 15.1376  -92.4696 48
MAZA Mazatan México 14.8676 -92.4496 48
MOTZ Motozintla México 15.3638 -92.2431 43
ESQI Esquintla México 15.3268 -92.6587 48
MAPA Mapastepec México 154366 -92.9028 438
IMUS Isla Mujeres México 21.2345 -86.7316 30
Santiago de Cuba | Santiago de Cuba Cuba * 30
F12 Deltamethrin | Santiago de Cuba Cuba bl 30
F13 Deltamethrin - | Santiago de Cuba Cuba Ll 30
F14 Propoxur Santiago de Cuba Cuba ++ 30
F6 Temephos Santiago de Cuba Cuba N 30
Ciudad Habana Ciudad de la Habana  Cuba * 30
Nicaragua Managua Nicaragua 30
Costa Rica Guanacaster Costa Rica * 30
Panama Rio Abajo Panama 30
Cumana Sucre Venezuela 104332 -64.1825 58
Barcelona Anzoategui Venezuela 8.9093 -64.6763 50
Barquisimeto Lara Venezuela 10.0781 -69.4010 50
Guanare Portuguesa Venezuela 9.5781 -69.2523 55
Caja Seca Zulia Venczuela 9.1944 -71.0033 51
LaFria Tachira Venezuela 8.1974 -72.2360 54
Los Teques Miranda Venezuela 10.1735 -65.8065 50
Cd. Bolivar Bolivar Venezuela 8.0688 -63.5565 55
San Fernando Apure Venezuela 7.8422 -67.5283 55
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Tabla 2. Concentracién letal media de cinco cepas de Ae. aegypti de México, expuestas a
permetrina. Los bioensayos se realizaron con adultos expuestos a botellas impregnadas
con el insecticida. La mortalidad se registrd a las 24 horas.

Poblacion Generacion LC50 (24 horas)
utilizada permetrina pg/ul
New Orleans - 0.200
Cd. Coustitucién F4 0.511
Coatzacoalcos E3 0.210
Mazatlan F4 0.500
1slas Mujeres F2 2.500

Tabla 3. Seleccion de la cepa Islas Mujeres (IMUS) resistente a permetrina. Cada
generacion fue expuesta a 5 pg de permetrina durante una hora. Los sobrevivientes de
cada exposicion fueron criados para obtener huevecillos de la proxima generacion.

Generacion %o Mortalidad Numero de mosquitos ~ LC30 permetrina
IMUS 3 ug permetrina seleccionados (ug/ 1)
F2 83.15 125/742 2.50
F3 9.70 857/950 17.0
F4 0.70 883/950 60.0
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EXON 20
MoHaP T W LV EFEWeTTy RTP PR KT 4
ATGTGGGATTGTATGCTTGTGGGTGACGTGTCCTGTATTICCGTTCTTTTTGGCCACCGTA
ATGTGGGATTGTATGCTTGTGGGTGACGTGTCCTGTATTCCGTTCTTTTTGGCCACCGTA
ATGTGGGATTGTATGCTTCTGGGTGACGTGTCCTGTATTCCGTTCTTTTTGGCCACCGTA
R R RS EE RSS2 s R R R R R E SR SR SRS SRS A SR R RS SRR SRS R LRSS SR RE S &S
¥ RS e B intron 20 ======
GTGATAGGAAATCTAGTAGTAAGTATTCCGTTTGGAAGTTCATCTGTAAGGCTGACTGA
GTGATAGGAAATCTAGTAGTAAGTATTCCGTTTGGARAGTTCATCTGTAAGGCTGACTGA
GTGATAGGRAATCTAGTAGTAAGTATTICCGTTTGGGAGTITCTTCTATAARGGCTGACTGA

dkkFhkkhhkrhrbhrhk ik hrbdrdhbhkrhhkATrdrork *hkhdkd *%) chkdrtxhrhhbrrx

~3 =)
A
o BN

B RN |
o Qi S (O

AAGTAAATTGGAGCGCACAACA-GACCTATTATGCTGTAA-~-TTCGTGATTCAACT -——~
AAGTARATTGGAGCGCACAACA-GACCTATTATGCTGTAR~-TACGTGATTCAACT —-~~
AAGTRAAATTGGAGCGCACAACAAGACCTGTTATGCTGTRAGTTCCAGCACTARATTTCTC

hddkkdkhkdkbhd kbbb AR A * A A E Fhrrd Ehbbhkkd okt i * * * k K4 *

-~ =3
PR
[S 2N\ V]

------ AGTTAAAAANAGACCGTT---GATCTTGA--TAGCATCAACACTAARAGGCGTGCT
—————— AGTTACAAAAGACCGTT---GATCTTGA--TAGCATCGATATTAGAGGCGTGCT
AGGTTGAATTGCAGTAGTTCAATCGAAATCTCGAACTTTCATTTTGATAACAGCAATACT

* ok F * * % * * kg ok kk * *de* * * Ak L

~ -
« v e
o BN

AGCAGCGAGCGAGGGGCGTACCAATTTACTTTTAGTCAGCCTTTCTTGCATTCTATCGTG
AGCAGCGAGCGAGGGGCGTACCAATTTACTTTTAGTCAGTCTTTCTTGCATTCTTTCGTG
AG-—-ACGCGCATAGAACATACAAATTTACATATAGTCAGCCTTTCATGCATTCTATCGTG
* % * x * % * * kEk kkkkkhkx % kdkhkddkd *thkhk KAhkAdhhkrndx *rdkik
EXON 21

ol Byl ey % G K1
CTAACCGACAARATTGTTTCCCACCCGCACAGGTACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGCTTTT
CTAACCGACAAATTGTTTCCCACTCGCACAGGTACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGCTTTT
CTAACCAACAAATTGTTTCCCACCCGCACAGATACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGCTTTT
HhkhkEdFx FThEAFIXRX AL AT LA Fdbrd FE R AT XE Fhrk A A d TR F bt hdhdroddhtx

5 ¥ F &% &5 5n P FadR e BY G
GTCCAATTTCGGTTCATCCTCGCTGT CGGCACCGATGGCCGACAACGAAACGAACAAGA
GTCCAATTTCGGTTCATCCTCGCTGTCGGCACCGACGGCCGACAACGARACGAACAAGA

GTCCAATTTCGGTTCATCCTCGCTGETCGGCACCGACGGCCCACAACGARACCAACAAGA
Ak kkhkkhhhrhhdh ok khkhkkkhFhhhdhkh kxkkkkrhkhrhkdek vk rk*

.

R I |
L .
o BN

-~
. .
fo I Sl V)

<) <) =4
o
o N

(*) Muestran zonas conservadas y los espacios vacios corresponden a polimorfismos. Los amimoacidos
aparecen en la segunda posicién de cada triplete.

Figura 1. Alineacion de las secuencias de ADN amplificadas con los iniciadores kdrR2T6
en tres clonas provinientes de un pool de ADN de Ae. aegypti.
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Figura 2. Gel de poliacrilamida mostrando los patrones-SSCP obtenidos a partir de
productos amplificados con los iniciadores kdr4, del exén 20 del gen para de Ae. aegypti.
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DIIS6 del gen para

Exdn 20 2
Iniciador positivo Kdr2
5" -ATGTGGGATTGTATGCTTGTGGGTGACGTGTCCTGTATTCCGTTCTTTTTGGCCACCGT

Isoleucina
1,011 Intrén 20->
AGTGATAGGAAATCTAGTAgtaagtattcecgtttggaagttcatctgtaaggectgacty
ATG > Metionina

GTA = Valina

aaagtaaattggagcgcacaacaagacctgttatgetgtaagttccagcactaaatttc
tcaggttgaattgcagtagttcaatcgaaatctcgaactttcattttgataacagcaat

accagacgcecgcatagaacatacaaatttacatatagtcagcectttcatgcattctateqg

Exon 21 2

Valina

1,016
LgctaaccaacaaattgtttcccaccegecacagGTACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGCT

ATA > Isoleucina*
GGA - Glicina

TTTGTCCAATTTCGGTTCATCCTCGCTGTCGGCACCGACGGCCGACAACGARACGAAC -3
Iniciador negativo kdr2

* La nueva mutacion identificada en la cepa de Islas Mujeres. La secuencia del intrén aparece en letras
minusculas y la secuencia del ex6n en letras mayusculas.

Figura 3. Esquema de las mutaciones en la region DIIS6 del gen para, asociadas a la
resistencia tipo kdr en varias poblaciones de de. aegypti. Los aminoédcidos silvestres
Isoleucinal 011 y Valinal 016 aparecen subrayados y el aminoacido substituyente es
especificado para cada mutacién de nucledtidos.
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Tabla 4. Secuencias de iniciadores utilizados para la deteccion de alelos especificos por
PCR en los codones 1,011 y 1,016 del gen para. Las secuencias de la cadena larga y
cadena corta se proveen solo para la primera secuencia. El alelo especifico en la extremo
3’ se encuentra sombreado y la des-estabilizacion del tercer nucledtido se encuentra
subrayada. También se muestran los iniciadores para la amplificacién de varias regiones
del dominio I, segmento transmembranal 6.

Iniciadores para PCR especifico para alelos

Is0l,011Val

Isol,011€ S*-ATTGTATGCTTGTGGGTGACG-3’

Is0l,011Ir 5'—ECGGGCTACTTACTACTAGATTTCC&A%—3'
Isol,01l1Vr 5’-ECGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCTACTTACTACTAGATTTCCQA%-3'
1501.011Met

Iscl,011f 5! -ATTGTATGCTTGTGGGTGAC-3"

Isol,01l1lr 5" -[cadena corta]AATACTTACTACTAGATTTQC:—3'
Is0l,011Mr 5'-[cadena larga] AATACTTACTACTAGATTTACE-3'
Vall, 016150 :

Vall, 016VE 5'-[cadena larga] ACARATTGTTTCCCACCCGCACCGG-3’
Vall,016TIf 5’ - [cadena corta]ACAAATTGTTTCCCACCCGCACIGg-3’
Vall,O0llr 5" -TGATGAACCSGAATTGGRCARARAGC-3*

Yall 016Gly

Vall,0lef 5" -ACCGACAAATTGTTTCCC-3"

Vall,0l6Vr 57 -{cadena corta]AGCAAGGCTAAGAAAAGGTTAAZT%-3’
Vall,016Gr 5’ -[cadena larga]AGCAAGGCTAAGAAAAGGTTAAQT; =3

Iniciadores para la amplificacion del intrén 20
kdr2+ 5! ~ATGTGGGATTGTATGCTTG-3"
kdr2- 5’ -GATGAACCGAAATTGGAC-3'

Iniciadores para la amplificacion del exén 20

Kdr3+ 5" -GGGTGACGTGTCCTGTAT-3
Kdr3- 5! -GTYGGTTAGCACGAWAGA-3"
Kdr4+ 5' -GTGGGATTGTATGCTTGT-3"
Kdr4- 5' -YAGRAWGAACTYCCAAACG-3'’

Iniciadores para la amplificacion del exén 20, intrén 20 y exén21
kdrR2T6+ 5/ -ATGTGGGATTGTATGCTTG-3"

kdrR2T6- 5" -TCTTGTTCGTTTCGTTGTC-3’
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Tabla 5. Frecuencias de alelos y genotipos fs01,016, Met1,011, y Val1,011 en 32 cepas de
Ae. aegypti. También se proveen los tamanos de muestra, los intervalos de confianza 95%
(CI) en los estimados de frecuencia alélica y los estimados FIS de cada cepa.

Cepa A/A  A/G  G/G Total  Frecuencia 95 CI Fis
Rockefeller 0 2 27 29 0.034 0.034 -0.071
New Orleans 0 0 30 30 0.000 - 0.000 -
PCHI 0 0 48 43 0.000 0.000 -
CHID 0 16 29 45 0.178 0.057 -0.216
RIOF 0 4 43 47 0.043 0.029 -0.044
PIIL 0 0 48 48 0.000 0.000 -
HUET 0 1 47 48 0.010 0.0t5 -0.011
HUIX 0 0 47 47 0.000 0.000 =
MAZA 0 9 39 48 0.094 0.042 -0.103
MOTZ 0 0 48 48 0.000 0.000 =
ESQI 0 7 39 46 0.076 0.039 -0.082
MAPA 0 0 48 48 0.000 0.000 -
M 0 15 18 33 0.227 0.073 -0.254
F5 Permethrin 30 0 0 30 1.000 0.000 1.000
Santiago de Cuba 0 2 28 30 0.033 0.033 -0.077
F12 Deltamethrin 8 18 4 30 0.567 0.090 -
F13 Deltamethrin 23 6 1 30 0.867 0.062 -0.055
F14 Propoxur 2 20 8 30 0.400 0.089 -0.667 ***
Fé Temephos 0 1 27 28 0.018 0.025 -0.143
Ciudad Habana 3 11 15 29 0.293 0.085 -0.091
Nicaragua 1 4 25 30 0.100 0.055 -0.017
Costa Rica 0 5 24 29 0.086 0.052 -0.09!
Panama 2 T 20 29 0.190 0.073 -0.053
Cumana 0 0 50 50 0.000 0.000 -
Barcelona 0 14 39 53 0.132 0.047 -0.163
Barquisimeto 0 1 49 50 0.010 0.014  -0.010
Guanare 0 0 55 55 0.000 0.000 -
Caja Seca 0 0 51 51 0.000 0.000 -
La Fria 0 0 54 54 0.000 0.000 -
Los Teques 0 0 50 50 0.000 0.000 -
Cd. Bolivar 0 2 53 55 0.018 0.018 -0.019
San Fernando 0 2 53 55 0.018 0.018 -0.019

El alelo Jsol,016 corresponde a la substitucion isoleucina en el codén 1,016 del gen para.
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Tabla 5 (continuacion) Met1,011

Cepa
Rockefeller
New Orleans
PCHI

CHID

RIOF

P

HUET

HUIX

MAZA

MOTZ

ESQI

MAPA

M

F5 Permethrin
Santiago de Cuba
F12 Deltamethrin
F13 Deltamethrin
F14 Propoxur
Fé Temephos
Ciudad Habana
Nicaragua
Costa Rica
Panama
Cumarna
Barcelona
Barquisimeto
Guanare

Caja Seca

La Fna

Los Teques
Cd. Bolivar
San Fernando

G/IG A/G A/A TOTAL

16
3

15
11
7
3

9
1
3

—eo—merNRQ

2
b

NWOGN—-WLWWe 3w~

6
20
15
22
24
30
11
15
19
14
16
19
19
4
11
10
5
3
14
13
14
10
13
31
28
27
19
31
13
15
21
33

8
6
17
12
15
14
28
28
26
17
16
20
11
19
9
9
19
0
4
6
14
10
8
24
20
19
29
18
12

22

Lo

24
19

30
29
47
45
46
47
48
44
48
48
46
4
30
24
30
30
30
30
29
30
29
25
28
55
51
49
49
5l
43
37
48
54

Frecuencia
0.633
0.448

0.479
0.489
0.413
0.383
0.302
0.193
0.260
0.500
0.478
0.280
0.317
0.125
0.517
0.533
0.283
0.950
0.621
0.583
0.276
0.400
0.482
0.282
0.333
0.337
0.214
0.343
0.512
0.203
0.281
0.343

95% CI
0.031
0.034

0.021
0.022
0.021
0.020
0.019
0.018
0.018
0.020
0.021
0.021
0.030
0.027
0.033
0.033
0.029
0.014
0.033
0.032
0.030
0.038
0.035
0.016
0.018
0.019
0.016
0.018
0.023
0.021
0.018
0.017

Fis
0.569
-0.394
0.361
0.022
-0.076
-0.351
0.457
-0.094
-0.028
0417
0.303
-0.148
-0.463
0.238
0.266
0.330
0.590
-0.053
-0.025
0.109
-0.208
0.167
0.070
-0.392
-0.235
-0.234
-0.152
-0.348
0.162
-0.254
-0.082
-0.357

* &

£

k%

kg

¥

*%¥

El alelo Mer1,011 corresponde a la substitucion metionina en el codon 1,011 del gen para.
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Tabla 5 (continuacion) vai1,011

Cepa G/G A/G A/d TOTAL  Frecuencia 95% Cl Fre
Rockefeller 0 6 24 30 0.100 0.055 -0.111
New Orleans 0 0 30 30 0.000 0.000 -
PCHI 0 2 43 45 0.022 0022 -0.023
CHID 0 0 46 46 0.000 0.000 -
RIOF 0 0 47 47 0.000  0.000 -
PIJI 0 1 47 48 0.010 0015 -0.011
HUET 0 18 30 48 0.188 0.056 -0.231
HUIX 0 2 46 48 0.021 0.021 -0.021
MAZA 4] 0 47 47 0.000 0.000 =
MOTZ 0 2 46 48 0.021 0.021 -0.021
ESQI 0 l 45 46 0.011 0015 -0.011
MAPA 0 0 48 48 0.000 0.000 =
M 0 3 31 34 0.044 0.035 -0.04¢6
F5 Permethrin 0 0 30 30 0.000 0.000 -
Santiago de Cuba 0 0 30 30 0.000 0.000 -
F12 Deltamethrin 0 0 28 28 0.000 0.000 -0.053
F13 Deltamethrin 0 2 28 30 0.033 0.033 -0.035
F14 Propoxur 0 0 30 30 0.000 0.000 -
F6 Temephos 0 1 28 29 0.017 0.024 -0.018
Ciudad Habana 0 0 30 30 0.000 0.000 =
Nicaragua 0 2 28 30 0.033 0.033 -0.035
Costa Rica 0 0 30 30 0.000 0.000 -
Panama 0 2 28 30 0.033 0033 -0.035
Cumana 0 4 53 57 0.035 0.024 -0.036
Barcelona 0 9 43 52 0.087 0.039 -0.095
Barquisimeto 0 2 46 48 0.021 0021 -0.021
Guanare 0 2 53 55 0.018 0.018 -0.019
Caja Seca 0 5 45 50 0.050 0.031 -0.053
La Fria 0 2 52 54 0.019 0018 -0.019
Los Teques 0 0 49 49 0.000 0.000 ~
Cd. Bolivar 0 9 46 55 0.082 0.037 -0.08%
San Fernando 0 2 52 54 0.019 0018 -0.019

Elalelo Vafl 011 corresponde a la substitucion valina en el codon 1,011 del gen para.
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Figura 4. Grafica de las temperaturas de desnaturalizacion para deteccion de alelos
especificos en el sistema Val1,016/s0 del gen para de Ae. aegypti. El genotipo mutante
Is01,016/ Iso1,016 produjo una curva a 77°C. El genotipo silvestre Val/1,016/Val1,016
produjo una curva a 84°C. El genotipo heterocigoto 7sol,016/¥al1,016 presentd ambas
curvas.
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Figura 5. Fragmentacion de productos de PCR alelo-especificos del sistema Vall,016/s0
del gen para de Ae. aegypti, en geles de agarosa al 4%. La banda de 68 pares de bases
(bp) presente en los carriles 1 y 2 corresponden al genotipo mutante /so1,016/Is01,016
(A/A). La banda de 85 pb en los carriles 5 y 6 corresponden al genotipo silvestre
Vall,016/Val1,016 (G/G). El genotipo heterocigoto Fal1,016/I501,016 (A/G), de los
carriles 3 y 4 presenté ambas bandas. La letra M corresponde al marcador de peso
molecular de 25 pb.
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Tabla 6. Lista de genes de resistencia de Aedes aegypti analizados por polimorfismos
SSCP en la tamilia de mapeo F31.1. La temperatura de alineamiento optima (Ta) y el
tamafio del producto de PCR, s¢ muestra junto con la secuencia de los iniciadores. La
posicion de los genes de resistencia no se conoce en ¢l mapa fisico o genético. La letra
“M” denomina monomorfico y la letra “P” polimérfico.

Gen Contig o Iniciadores (5°-3°) Ta’C  bp  SSCP
numero
acceso
CYP32541 1.105 AACGATGCGGCTCTACCCA 57 346 M
GAACTTCAAATCCTTTCGAGTCAAT
CYP4G36 1.106 TTGGCTGGGAAATGGACTG —
ACGCTTGGCATACTGGGAC
CYP304C1 1.1104 CTTCCATTCGGTGCGGGTAA 61 263 P
TGTCGTCGTGGTTAAAGGGTTAGTT
CYP30iAl 1.1181 CAAGAGTGCCACAAAGCGTATGA 61 338 P
CAATCACGGTACTGTAAACCCTAAGAA
CYP9J29 1.1188 ATGGTTTCCAATTCACGGTCTT 61 311 P
CTCGGAGCCGCAACTCAA
CYPG6F2 1.1219 CGAACGCAGCAAACAATGGC 61 358 P
CGTGTTGTAGCGGGCAAGGAT
CYP6BB2 1.1327 GTAGTCGCTAAGGACGGAGGAGA 61 211 P
GATCGTGGTGCATCGAGTGG
CYP18A1 1.133 ACCTGCCGATAACGGAGACCA --
CCTCAGCATCCAGGAAACGACTT
CYP6CB2 1.1337 ATTGCCCATTCGTGCTCTG 57 282 M
TCTCCTCCGTGTTCCCTTTT
CYP6AKI 1.136 TCTCGAAAGACAATGCAGACAAC 61 229 M
TCCAAATCGGCGTACAATCC
CYP6CDI1 1.138 = GAAGTTGACCGTTGGATGCG 61 354 P
TGGTGTAATCCGTAGGCTTTCC
CYP325x1 1.17 TGATACCGAGGAGGAATACAATAAAC 61 335 M
GGGCCACATAAGGCACAACC
CYP325R1 1.174  GTGCTACGGTGTTCCTIGGT 61 252 P
CCTTTCGGTTGGGTTTCC
CYP3250! 1.187 GAATGATGAAACCGATGACG 61 386 M
GCACTCCTCCGCAAAGC
CYP325Y1 1.197 AAGTGTTGAGCCGCCACG -
TTTCCTTCCCATTCTGACCC
CYP9JIs 1.221  AAGGGCAACCTGAAGCACTCTG 61 233 P
TCCTCGTACAAACGGGACTGAA
CYPI2F8 1.222  GCGGCAGCGAGATTGGA ---
GGTGTCAACGCAGAGTCCTTATT
CYP307Biv2 1.224 CTCAACAACTACGACCTCAGCAT 61 248 M

GAGCCCACCGGAACGAA
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Tabla 6 (continuacion)

Gen Contig o Iniciadores(5™-3°) Ta’C bp sscp
numero
acceso

CYPG6AGS 1.231 CTAACGAAGTCGGAGGAACG 57 384 P
GGGCAATGGACGAAATGA

CYP6AHI .1.257  GTGGCGGATAATTTCCTGGAGT -
TGCTGGGTGAGCGTGTCGT

CYP4H32 1283 CGCTGCGATTACTTCCACC 61 287 P
TCGAACGACCGTCATCTTCA

CYP4H29 1.285 TTCATCCATCCGTTCCAATCA 61 393 M
TCTATCGTGGCACAATCTTCACA

CYP9M4 1.29 CGTCGCAGCCTTCTTAGTTT 57 319 P
CCCAATGATAGGGTCCACCT

CYP4C52 1.295 TTCGACATCGTGCCCTTCAC 61 359 P
TTCTTGCGACAGCAACTGGTTA

CYP4G35 1.318 GCTTGGCGATGGGCTGTT 57 266 P
CATAATCAAATCCCTCCTTGCTCT

CYP4941 1.338 CAGAACCCAGACAAGCAGGAA 61 2000 M
CCGTAACCGAAGGGCAAACTA

CYP9J32 1.352  GCCACCGTTCCGCTCTT 61 259 M
TTTCGTTGCCATCGTCTTCTT

CYP6ALI 1.354  GCGGCTCAGGTGTTIGTG 61 304 P
CGGCTGTGCCTTTGTCTAT

CYP6N9 1371 GAAAGCATCCGCCAGCAT 63 291 P
GCAAGGTCGCCAATCCC

CYPIMS 1.41 ATTGAGTGGACCGATTACGACA 61 392 P
GGATTCGGGAAGAAATGTGG

CYPG6AL3 1415  ATTTGATTACTTCGCTCCGTTTGG 61 380 P
TGCCTGGATGTCCTGATGTCG

CYP30741 1.427  GGCGAAGACGAACCAGAGCG 61 308 M
GGCGATGAGGAGTACCGAAGGA

CYPIM9 143 CGGCACCAAGGTAACGG 61 280 M
CATCGGCACATCGGTCTTT

CYP6AGS 14359 TGACTGTTCTCCCGAGTGTTG 61 255 P
GGTTTAGCGAAAGGGTGGC

CYP30241v1 1.4395 CGACATCGCCGCCGTAT 61 211 P
CAAAGGCAAGAAGTTCCTCACA

CYP4J16 1.4503 CATTCATCTCCCGATTGATTACC nne
AACCACATCCTCCCGCTTG

CYP4A4R2 1457 CACTTCGCATGTTCCCTCC 61 380 P
TCTTAGTGGCATTTCGTCCTG

CYP325Z1 1.467 GGTGGGCAACGAAACATCTAC 57 214 P
AGCAGCAAACGGGACAGC

CYPI2FS 147  TTTGGAAGTCACTGGCGTAAT 57 277 P
TTGGGCATCGGTGTTTGT

CYP30545 1.48 GGATTGTACGCTGGGAGGA 61 340 P

AACTTTGTATGGCTTTGGTGAGA
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Tabla 6 (continuacion)

Gen Contig o Inictadores(5'-3") fa’C bp SSCP
numero
acceso

CYP3i441 1.524 TCCGATACAATCACCAACAATG 57 305 M
AATGGAAGCACCAAAGACGA

CYP30241v2 1.581 AAAAGACTGCCGTTGAGTTGG 61 370 P
GAGATAGGGTTGAGCCGAAGAG

CYP325S1 1.6 TGAATTTCTACGGAATATGGAAGG 57 279 M
AACGGACGACTGCTGTIGG

CYP325L1 1.61 TCCGACGACCTTACCCAACC 61 305 P
CACAGCCGCATAACTTCCTTC

CYP9J31 1.62 CCGTGAAACAACGCCAGAC e
ACTCGCTACTTCCTCGTACAATC

CYP31541 1622 TTTGAAAGGATAGTGCCAGAA 57 323 M
GGAGCAATAGGGAACAGACG

CYP30341 1.66 TTGGTGAAGGCAGGAAACG 57 202 P
TGAATGGAAAGTGGCTGAAAA

CYP4C38 1.673  TCTACAATGGTGGGTCAAGCG -—
CAGGAAGTCATAGCCGTGGG

CYP6BY1 1.7 TCACGCCGCTGTICCTATT 61 350 P
CCGCCACTTGTTACCTTICG

CYP6PI2vi 1702  GGACAGTCGGAAGCGGGAGT 61 338 P
GCAGCAGCAAGTTCATAAAGTCGT

CYP325MI 1.738 ~ TITGCCGACGGGCTCAA 61 240 P
TGGCGGGTCCTAAAGATGA

CYP4H30 1.85 CAATCCGCATGTTCAAGACAA 61 381 P
AATCGCTGACCAATACAGTTCC

CYP4J13 1.869 ATGGAGTCTACAATCTGTTTGGGTAT 61 282 P
AACCTGCTGCGGTCGTGTC

CYP4H33 1.923  CCTGATTCGCACTACCTGTG 61 395 M
AACTCATCCTTTCCTGCCTTA

CYP9AEI 1.96 CATCCTTATCGGCTTCCAGTTIT 61 208 P
AAGGTGGCGAGGTTTCTGCT

CYP4J17 1985 CCAGGAGGAATGCGACAAACT 57 250 M
ACCTAACAGGCGGTAGGGAAAT

NS-COE| ?? TATGACTAATCTTCCCATCACTCCA 57 212 P
GATAATGACCCGCAACCAAGT

CCEaqedB 1.55 AAACCCGAAGTGGCTTGT 61 359 P
GCTCTTGGTAACCGTGGC

CCFEae6B 1.55 CCATCGCAAAGCACCAG 61 205 P
TCAATAGCAAGCATTCCCTC

ACE-1 1.9 GAATCTGCGAGTTTCCATTTGTA 61 267 M
CGAACACGATAGCCTGCCTC

ACE-2 1.659 ATGCTGCGGGAAGCCAATC —
CCCACCTGCTGCTGGTICTG

CCEfhelF 1.145  TTGTGATGAGTGGGAATGCG 57 218 P

TCGGTACAGTGTCAATGGGTCT
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Tabla 6 (continuacién)

Gen Contig o Iniciadores(5>-3') Ta’C  bp  SSCP
numero
acceso

NS-COE7 1.145 CCTTCAAACCCTCACAACGG -
ACTAGCTTCACATAGTAATCCACCAG

CCEunk0 1.347 ACGGAGTCTTTCTTGAAGGGTAA 61 318 P
CACTAACTGCACGAAGCGATG

CCEbe20 ?? AGAAATCCGCCGAGAAAGC 61 267 P
GGAGTAAGGGAACCTGATGGAA

CCEunkdo 1.35 CTGCTGCTGCCACATACC 57 347 P
CGCCGTGCTTCCAATC

CCEael D 1.474 CGAGCGATTGTTATGTCTGG 57 344 P
AGCCCTTCTTCCGAGTTTC

CCEae2D 1.3489 TTTTGTGCTGCCAATCTCC 61 382 M
CCCATCAGTTTCTCCTGGTTAT

CCEunkSo 1.1 CACGGAGATGATCTGGGCTAC 57 308 M
GCTTCAAGACGGGAACACCTAT

CCEbelo 1.754 = TCCGTTCCCGCCAGTTGTG ---
GGGCATCTTCGTGGTGGTCATAG

AaeCOE-15 1.105 GATGACGGGCGTGGATTG 61 372 M
GGCTGTTACTATGGCAGGAAGAT

CCEgHI3 1.89 TCAAGCTGACAACGGAAACTAAA o
CGGCAGGTCGGAAGAATGG

CCEael0 1.115 AGGTCCAGAAGCCAAACAGG 61 394
GGAAGCAGGTGTAGGTTCAGAGTA

CCEaeiA 1.142 CAAGAGTTGCCACTGGATGA 52 147 P
ATAGGCTGCCATTACGAACA

CCEae5A 1.142 ACTTGGCTTTCTTTGCCTACC 52 222 P
CCGCTTIGAGCGATTACTTTAT

CCEae4A4 1.142 CGAACTGACTCGGCTACTTITC 50 248 M
TGCTGCCCTTCTITACGG

CCEae64 1.1678  GGTAATCAACCGATAACCACAAA -
TGGAGCCATCCGAAATAGAAA

NS-COE24 1.18 TGGTGCTGTCGCTGITTCTG 61 275 M
CGTAAGGGTATCCACGGCTAAT

CCEae3B 1.55 GCAACCCTCCAAGCCTTAA 57 359 M
CACCATTGTCCTTCCTACGC

GSTd? 1.22 TGGCGTTGAGTTGAATCCG 61 268 P
TGCCTCCGCAAATCGTG

GSTe? 1.291 CACGATACCGACCATTGACGA 61 3711 M
CCTCCATAGGGCAAACTCCA

GSTsl1-IF 1.607 TGTCGGTGGACGGCAAGAA -
GTACATATCGGCCCATGTGAGTTT

GSTi3F 1.362 CAGAACGTGAACCGCTTTIGGG 61 260 P
ACCTTCGCCTGATTGACTTCCA

GSTi4F 1.111  CCAACGGCGTCACCATTICTC 61 246 M

GCTGATTCAGGTTCTGCTCCATCT
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Tabla 6 (continuacion)

Gen Contig o Iniciadores(5'-3 ") Ta’C  bp  SSCP
nuniero
acceso

GSTulF 1608  GCCGCTTGGGAAGTAAGTTTG 61 255 M
TGATGGGATGAATTGGGTGCT

GSTu2F 1.1 CCCAAATCAACCGAGTTCTTCA 61 322 P
GCCTGGTCCTCCTCGTATCCT

GSTu3F 1481 CGAGGCATCATCAACCAACGG 63 268 M
TCGGCAGATCACTCAGGTCAACA

GSTzIF 1.632  AGCGTGCCAAGGTTCGGGAGA 61 276 P
GGATGATCGGATACGGGCGTAGAT

CYP9J32 1.352 TCGGGTAATGGGACTAA 52 210 P
GACTCCGTTGTTTCTTGIT

CYP9J28 1.1188 TTTGCGAACGATGTGAT 52 247 P
GTTCCCGCTCCCTAAT

CYP9.J24 1.1188 ACTTCGCTGCTCTACACTT 52 245 P
TACTTGATTCCGTTTCCTT

CYP9JI9 1.221 TGGACGGATAATGAGTTGA 57 256 P
TGTCTATGGTCGGAGGC

GSTe3 1.291  ATGACGCCCTGTATCCG 57 221 M
CAACGAGTCGCCAACC

GSTe4 1.291 = GCCCGTTTGCGGTICT 57 283 M
CCTCCTGGTTGGTTCCCT

GS1es 1.291 CTGGGAAATGATACCCTAAA 57 266 M
CTGCTTGAATCCACGAAT

GSTe7 1291 TGTTTCCGAGACTGCG 52 260 P
TGACTGTTCCATCCGTTTA

CYPYJ10 1.221 AGGGTTCGTTGAGGCA 57 271 P
GGTTTACCGTTCAGTGATTT

CYPI2F6 1.472  ATGATTCTGGCAGGTGTIC 52 220 M
GGTTTCCTACTATGGGTGG

CYP6BB2 1.1327  GGCAGTGCTGGTTATCG 57 264 M
TCCTTCAGGCAATTCTCC

CYP9J8 1.221 CTTCGCTGCCGTTATCT 57 264 P
TTGACACCGATTIGCTTG

CYP9J26 1.1188 ~ GAAACGGCGGAGCAT 6l 276 P
GTCCACCTTGATTCCAAAA

CYPIJS27 1.1188 GATTCGCCACCGTTCA 61 282 P
GAGTTTCGGATACCACCAT

CYP6AAS 1.702 GCCCGTCATTCGCACAGT 61 210 M
TTCAACATCCAGCCAAAGTCC

CYP6PI2v2 1.327 GGCAGGTCACCAACAAGCA 57 376 P
ATCACCGATTCCCGCTCCC

GSTel 1.291  TTTCCTTTCCCTAAGTTCCGTCTC 49 179 M
CAGCACAAACCCATCATCGTC

GSTe2 1.291 CACCCTGTCGGGCAGTGGAA 52 308 P

TTGGCTTGCTTAACCAGTTCTTTIC
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Tabla 6 (continuacion)

Gen Contig 0 Iniciadores(5'-3") Ta’C  bp SSCP
numero
acceso
GSTe3 1.291 CTGGTACAGAAATACGGCAAAGA 57 297 M
GAACAGGGCATTCAGAGTGGA
GSTed 1.291 TATTGGTITGGACCTGGATGTT 57 229 P
ATAGATGATGATGGCGTGGC
GSTes 1.291 TATGGGAAGGACGATAGTTTGTA 57 279 P
AAGTCATCGGTCAGGGCATC
GSTe6 1.291 CGATGCGGTTCTGCCGATAA 52 208 P
GCCAATTICTTTGCACCTICTC
GSTe7 1.291 GCATACAACCCGTCGCACCC 61 372 P
CACGCAGTCTCGGAAACAAAA
GSTe8 1.291 TICGGACAAGATGGTGATTT -
TACGCTTCCTGAACGGGTTT
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Tabla 8, Lista de marcadores-SNP mapeados en la familia F31.1. Los iniciadores
especificos para detectar cada alelo en el marcador-SNP, se muestran junto con el
cromosoma y distancia genética (cM) estimada. La cadena larga consiste en 5'-
GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGLC3' Yy la cadena corta consiste en 5°- GCGGGC-3".

GEN Iniciadores especificos (5’2 3’) Posicion
genomica

Marcadores de resistencia

CYP9J29 [cadena larga]-ATCGGGTCACGGTTTCCG 111, 52

CYP6BB2

CYP325R1

CYP4H32

CYP4C52

CYP4G35

CYPIMS

CYP6AL3

CYPI2F5

CYP6BY1

CYP6PI2v]

CYP4H30

CYPYAE!

[cardena corta]-ATCGGGTCACGGTTTTCA
GAACGAAAATCTACGCAGCAT

[cadena larga] AGTTGAAATACGATACTGTG 1,66
[cardena corta]-AGTTGAAATACGATACTATA
TGARTGCCGATTTGATGG

[cadena larga]-TGATTCTTTGGTTAATTTTICACTTA HL37
[cardena corta]- TGATTCTTTGGTTAATTTTCACCTT
ATGGGTTGTTCTCGGCA

[cadena larga]-GCTGAACGGAATGTAATCGTAYCGG 1,36
[cardena corta]-GCTGAACGGAATGTAATCGTAYTGA
CTATCCAGATCCAGAACG

[cadena larga)- TG TAGAGTTTGAACATCMCGTG 1,26
[cardena corta]-TGTAGAGTTTGAACATCMCATT
GCCGATCCTGGAACAAGA

[cadena larga]- AAGTTACGGTGGATATTCGGC 1,28
[cardena corta]-AAGTTACGGTGGATATTCAGT
CTCTCGCTCGTCCTCTGC

[cadena larga]-CGATTACGACATAGCTGCCACAGA 1149
[cardena corta]-CGATTACGACATAGCTGCCACGGC
CATAAATAGTAAAGCAAAGTAGCG

[cadena larga]l-GGTAYGGAAGACGATAGAAGAT 1,59
[cardena corta]-GGTAYGGAAGACGATAGAAAAC
GAAGTAATAGCTGCATCATATCYTT

[cadena larga-GATTGTWAAGGTTGGTTTTCTTCAA 11,31
[cardena corta]-GATYGTWAAGGTTGGTTTTCTTTAT
GCTGGAATGATCTRAAGTT

fcadena larga)- GTTCCTAAAACCCCACTTCCCGGAC 11,53
[cardena corta]-GTTCCTAAAACCCCACTTCCCGAAT
CGGTTCTTCATCTCCTCGTAG

[cadena larga] AGCATCCGTAATCTTAACCCCCCAC L36
[cardena corta]- AGCATCCGTAATCTTAACCCCCTAT
GTTCATCTTTGCGTCGTTG

[cadena larga]-GGAGCGATTTTCCCAC 113,23
[cardena conta]-GGAGCGATTITCCTAA
CGCTGACCAATACAGTTCCTC

[cadena larga)-ATTGGTTAGCGAAACGATGCTGCAA 142
[cardena corta ATTGGTTAGCGAAACGATGCTGTAC
AGTAACTGAATCAAATCTGG
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Tabla 8 (continuacién)

GEN

Iniciadores especificos (3' 2 3')

Posicion
genomica

CCEunk0

CCEbe2(

CCEaelD

CCFaelo

CYP9J32

CYP9J19

CYPGPI2v2

GSTe7

Kdr¥V10161

Marcadores gendmicos

APN faminopeptidase N

Apyrase

Arec 2

Cathepsin B-like thiol

Chymotrypsin

[cadena larga]-GCAAGGTTTGAATTATGTAAGTCTA
[cardena corta]l-GCAAGGTTTGAATTATGTAAGTTIT
GTCGGCAAATAACTGAAA

[cadena larga] ACGGATGATTAGCCAGGTAT
[cardena corta] ACGGATGATTAGCCAGGCAA
TACAAYCCATTCTCACCGC

[cadena larga]-TTCACRTTTTCCGTTCGTCAA
[cardena corta]-TTCACRTTTTCCGTTCGTTAG
AAAGCCACCCCAGAAGATA

[cadena largal-ATCGTCTTACGCATTTTGA

[cardena corta]- ATCGTCTTACGCATTTCGT
TAGCAGAGGTGCCCGAATC

[cadena larga]-ACTGCTTCCTTGATGATTGTG
[cardena corta]-ACTGCTTCCTTGATGATTATT
AAGTTYGATGATTAAGATGGG

[cadena larga]-GCGACTCCTCTCAGRGACAC
[cardena corta]- GCGACTCCTCTCAGRGATAT
ACCACCATATCCAGATACTT

[cadena larga]-CTTCGGGTTGTTATAGCTC

[cardena cortal CCTTCGGGTTGTTATAGTIT
ACGATTCTGGTGCGGGATTTTGC

[cadena larga]- ACACGATACCGACCATGGA

[cardena corta}-ACACGATACCGACCATAGT
TACTTGGACACCAGATAG

[cadena larga]-ACAAATTGTTTCCCACCCGCACCGG
[cardena cortal-ACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA

TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC

[cadena larga}-GCTGATTGATGACTCGATG

[cardena corta]-GCTGATTGATGACTCGTTC
GAATGAGTTTTAGAGTGATGTCGT

[cadena larga]- ATTTCCAGTTTGAATCTGA

[cardena corta] ATTTCCAGTTTGAATCAGT
GCTTTTAAGTCTCGTTTTICG

[cadena larga]-CTTCTCTGGY TCATCTCCTAACATC
[cardena ¢orta]-CTTCTCTGGYTCATCTCCTAACGTG
CGTCTGAACAAAACCCCC

[cadena larga]- GTGATCCGTAACCAGCGA

[cardena corta]- GTGATCCGTAACCAGTGT
ATCGGTCATGGCYGAAGC

[cadena larga GTCGTTTGGTTGCGGARTTCAGCG
[cardena corta}-GTCGTTTGGTTGCGGARTTCAACA
CGGGACTGACTCCYCCTTGATAG

1,37

1,25

1,33

11,48

11.52

I11,52

1,32

1,37

111,32

1,54

1157

1,48

LS

1143
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Tabla 8 (continuacion)

GEN

Iniciadores especificos (52 3}

Posicion

genamica

Malase-like I

Mucin

UGALS vitellogeni

Vitellogenin convertase

[cadena larga]-ACCGTCCARATCCCCGATAGCG
[cardena corta]-ACCGTCCARATCCCCGATAACA
GAAAYTTCTACCAAGTTTACCCAA

[cadena larga]-GTTGAAGAGGGAGGAGCAATA
[cardena corta]-GTTGAAGAGGGAGGAGCAGTG
CACCACAACGGCACCAGC

[cadena larga}-TGGATGCCGAACTACCAG
[cardena corta]-TGGATGCCGAACTACTAA
GAGCGGTCATGGTCTTGGA

[cadena larga]-TGCCAAATGTAGCAAACG
|cardena corta] TGCCAAATGTAGCAAGCA
TCCGCCATCACTTCTTCAGC

11,21

1,28

11,46

11,26
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Figura 7. Mapa genético de Ae. aegypri. Las flechas indican a los genes mapeados en la
familia F31.1, las flechas rojas indican a los genes de resistencia, las flechas verdes son
genes previamente mapeados. Las probabilidades F, representan el grado de asociacién
entre los genotipos y la susceptibilidad para cada marcador evaluado. Los valores p mas
negativos indican una mayor asociacién entre el genotipo y fenotipo.
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Figura 8. Gréafica de la proporcion de sobrevivencia, en funcion del nimero de alelos
heredados por el abuelo susceptible en la familia de mapeo F31.1. Aparecen los
marcadores-SNP del QTL1 en el cromosoma IlI: Vall,0164s0, CYP4H32, CYP325RI y
CCEunk0.
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Figura 9. Gréfica de la proporcion de recuperacion, en funcion del ntimero de alelos
heredados por el abuelo susceptible en la familia de mapeo F31.1. Aparecen los

marcadores-SNP del QTL1 en el cromosoma Ili: Va/l,016/s0, CYP4H32, CYP325RI y
CCEunik0.
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Figura 10. Grafica de la proporcion de sobrevivencia, en funcion del nimero de alelos
heredados por el abuelo susceptible, en la familia de mapeo F31.1. Aparecen los
marcadores-SNP del QTL2 en el cromosoma Ill: CCEaelo, CYP9J19, CYPYJ29 y
CYP6BY1,
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Figura 11. Gréafica de la proporcion de recuperacion, en funcion del niimero de alelos
heredados por el abuclo susceptible, en la familia de mapeo F31.1. Aparecen los
marcadores-SNP del QTL2 en el cromosoma 1Il: CCEaelo, CYP9J19, CYP9J29 y
CYPG6BYI.
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Figura 12. Grafica de la proporcién de recuperacion, en funcion del namero de alelos
heredados por el abuelo susceptible en la familia de mapeo F31.1. Aparecen los

marcadores-SNP DEL QTLI1 en el cromosoma Il: CYPI2FS, CCEaelD, GSTe7 y
Chymo.
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Mapeo de Intervalos: Sexos
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Figura 13 Grafica de los valores LOD asociados con la resistencia a la permetrina en los
cromosomas I, Il y III, en la familia de mapeo F31.1. El analisis de Mapeo de Intervalos
s¢ realizo en hembras y machos por separado. Las lineas horizontales corresponden al
umbral LOD. Los QTL asociados al fenotipo corresponden a las curvas que sobrepasan al
umbral LOD. Los marcadores asociados a estos QTL se encuentran en la grafica.
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Mapeo de Intervalos Compuestos: Sexos
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Figura 14. Grafica de los valores LOD asociados con la resistencia a la permetrina en los
cromosomas I, [ y III, en la familia de mapeo F31.1. El analisis de Mapeo de Intervalos
Compuestos s¢ realizo en hembras y machos por separado. Las lineas horizontales
corresponden al umbral LOD. Los QTL asociados al fenotipo corresponden a las curvas

quec sobrepasan al umbral LOD. Los marcadores asociados a estos QTL se encuentran en
la grafica.
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Mapeo de Intervalos: no-kdr
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Figura 15. Grafica de los valores LOD asociados con la resistencia a la permetrina en los
cromosomas I, Il y IlI, en la familia de mapeo F31.1. El andlisis de Mapeo de Intervalos
se realizd omitiendo a los individuos con genotipo homocigoto kdr. Las lineas
horizontales corresponden al umbral LOD. Los QTL asociados al fenotipo cotresponden
a lag curvas que sobrepasan al umbral LOD. Los marcadores genéticos asociados a estos

QTL se encuentran en [a grafica.
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Mapeo de Intervalos Compuestos: no-kdr
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Figura 16. Grafica de los valores LOD asociados con la resistencia a la permetrina en los
cromosomas I, 11 y III, en la familia de mapeo F31.1. El analisis de Mapeo de Intervalos
Compuestos se realizd omitiendo a los individuos con genotipo homocigoto kdr. Las
lineas horizontales corresponden al umbral LOD. Los QTL asociados al fenotipo
corresponden a las curvas que sobrepasan al umbral LOD. Los marcadores genéticos
asociados a estos QTL se encuentran en la grafica
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Mapeo de Intervalos: Recuperacion
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Figura 17. Grafica de los valores LOD asociados con la recuperacion a la exposicién a la
permetrina en los cromosomas I, Il y III, en la familia de mapeo F31.1. El analisis de
Mapeo de Intervalos se realizé omitiendo a los individuos con el fenotipo vive. Las lineas
horizontales corresponden al umbral LOD. Los QTL asociados al fenotipo corresponden
a las curvas que sobrepasan al umbral LOD. Los marcadores genéticos asociados a estos

QTL se encuentran en la grafica

131

60 65



Mapeo de Intervalos Compuestos: Recuperacion
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Figura 18. Grafica de los valores LOD asociados con la recuperacion a la exposicién a la
permetrina en los cromosomas I, II y III, en la familia de mapeo F31.1. El analisis de
Mapeo de Intervalos Compuestos se realizé omitiendo a los individuos con el fenotipo
vivo. Las lineas horizontales corresponden al umbral LOD. Los QTL asociados al
fenotipo corresponden a las curvas que sobrepasan al umbral LOD. Los marcadores
genéticos asociados a estos QTL se encuentran en la grafica.
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Tabla 9. Analisis de chi-cuadrada para las frecuencias genotipicas de dos marcadores
(Iso1,011Met y Vall ,016/s0) en el gen para. Las formulas de las frecuencias esperadas
siguen un modelo de recombinacion, utilizando una ~=0.001. El genotipo esta
representado en pares de locus por cromosoma homoélogo, I/MI corresponde a un
individuo con genotipo /s01,011/f501,016 en una de las copias del cromosoma y el
genotipo Merl1,011/1s01,016 en la segunda copia. El valor de chi-cuadrada no fue
significativo. '

Modelo de
Genotipo en | Frecuencias r Observado  Esperado chi-sq
dos locus Esperadas
r=0.001
MIMI (1-0)™2 0.2495 20 99.8 63.8
/1T "2 0.0000 11 0.0 1209978.0
IMI 2r{1-r) 0.0005 80 0.1998 31872.2
MV/MV 2 0.0000 16 00001  2559968.0
VAV (1-n"2 0.2495 3 99.8001 939
MVAV 2r(1-r) 0.0005 37 0.1998 6778.1
MI'MV 2r(1-r) 0.0005 49 0.1998 11919.2
v 2r(1-v) 0.0005 13 0.1998 820.0
MUV 2072 + 2(1-6)2 0.4990 171 199.6004 4.1
1 400 400 12743.4
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