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1. RESUMEN 
 
 

En la presente investigación fueron analizados 17 cepas mosquitos Ae. aegypti 

recolectada en 14 localidades de México en el año 2007 al 2009con la finalidad de 

obtener información sobrela frecuencia de la mutación “kdr” Ile1,016 localizada en el 

gen que codifica el canal de sodio que confiere resistencia a permetrina y DDT, 

encontrándose que la mutación Ile1,106 se presentó en las 17 cepas analizadas de las 

cuales 3 obtuvieron una frecuencia alélica (Ile1,016)elevada Acapulco 2009 (0.97), 

Iguala 2009 (0.93) y San Nicolás de los Garza 2009 (0.90), con respecto al equilibrio 

genético para el locus Ile1,016 las cepas Monterrey 2009, Pánuco 2007, Veracruz 2009, 

Cosoleacaque 2009, Coatzacoalcos 2009 y Tantoyuca 2009no presentaron equilibrio 

genético según la ley de Hardy Weinberg, también se observó que las cepas de mosquito 

Pánuco 2007, Pánuco 2009, Veracruz 2007, Veracruz 2009, Martínez de la Torre 2009, 

Cosoleacaque 2009, Coatzacoalcos 2009, Poza Rica 2009, Tantoyuca 2009, Sabinas 

Hidalgo 2009, Monterrey 2009 y Mérida 2008 mostraron un exceso de homocigotos. 

Las altas frecuencias de la mutación Ile1,016 son probablemente provocadas por la alta 

presión de selección ejercida por el insecticida piretroide permetrina que ha sido 

aplicado como adulticida por más de 10 años en México. 
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ABSTRACT. 

 

We collected and analyzed 790 Ae. aegyptimosquitoes from 14 localities 

ofMexico in 2009 to update information on the frequency of the Ile1,016 allele in the 

voltagegated sodium channel gene that confers resistance to pyrethroids and DDT. The 

Ile1,016mutation was present in all 17 collections, and was close to fixation in Acapulco 

2009 (frequency= 0.97), Iguala 2009 (0.93) and San Nicolas 2009 (0.90). Genotypes at 

the 1,016 locus were not inHardy-Weinberg proportions in collections from Panuco 

2007, Veracruz 2009, Cosoleacaque 2009,Coatzacoalcos 2009, Tantoyuca 2009 and 

Monterrey 2009 due in every case to an excess of homozygotes.The high frequencies of 

the Ile1,016 mutation in Ae. aegyptiare probably mainly due toselection pressure from 

pyrethroid insecticides, particularly permethrin which has beenused in mosquito control 

programs for more than 10 years in Mexico. 

 

 

. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

 

La enfermedad del dengue y el dengue hemorrágico representan un problema 

cada vez más grave para los países de América Latina, esto debido a que el control de 

esta enfermedad es costosa y además las epidemias producen un impacto negativo en el 

desarrollo socioeconómico de los países (Rodríguez, 2002), otra cuestión preocupante es 

que desafortunadamente la mayoría de los programas de control de vectores en todo el 

mundo están enfrentándose con desafíos operacionales a causa de la emergencia y 

desarrollo de resistencia a insecticidas en Ae. aegyptiprincipal transmisor del dengue 

(Yaicharoenet. al., 2005). Existen reportes sobre la presencia de la resistencia en Ae. 

aegypti en diferentes regiones, por ejemplo en Asia (Jirakanjanakitet al., 2007), América 

Latina y el Caribe (Flores et al., 2006; Rawlins et al., 1998; Rodríguez et al., 2005, 

Saavedra et al., 2007, Ponce et a., 2009). 

Existen dos tipos de mecanismos de resistencia a insecticidas con bases 

bioquímicas: 1) detoxificación por parte de enzimas como lo son Glutatión S 

transferasas (GST), esterasas y oxidasas, previniendo que las moléculas de los 

insecticidas lleguen al sitio blanco, 2) alteración en el sitio blanco o sitio de acción el 
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cual es donde la molécula se asocia para ejercer su acción tóxica que generalmente es a 

nivel del sistema nervioso (Brogdon and McAllister, 1998). Uno de los mecanismos de 

resistencia por sitio blanco es el llamado knockdownresistance (kdr), el cual es un 

término usado en insectos que no pierden la coordinación inmediata ante la exposición 

de insecticidas piretroides y DDT, esto debido a una mutación puntual en el gen que 

codifica a la membrana del canal de sodio (gen para en Drosophila melanogaster) la 

cual disminuye la asociación del insecticida en la membrana del canal. 

En Ae. aegypti un total de 4 mutaciones han sido  reportadas en IIS6 (Brengueset. 

al., 2003; Saaverdaet al., 2007); una de estas mutaciones llamada Ile1,016 fue 

descubierta en  cepas de Ae. aegypti resistentes a permetrina en Isla Mujeres, Q. Roo, 

México (Saavedra et al., 2007) donde una sustitución de valina por isoleucina en la 

misma posición del codón produce un cambio en la proteína de la membrana del canal 

de sodio.  

Un estudio reciente ha reportado la presencia de la mutación Ile1,016, así como 

un aumento en la frecuencia en cepas de Ae. aegypti recolectadas en diferentes 

localidades de México de 1996 al 2009 (Ponce et al., 2009). 

La información genético-molecular es cada vez más necesaria en los programas 

de control de vectores. Por esta razón, este trabajo se planteó con la finalidad de  

actualizar los datos sobre la frecuencia de la mutación Ile1,016en 17 cepas de Ae. 

aegypti recolectadas en 14 localidades de México en el 2007 al 2009.  

 

 



~ 5 ~ 

 

 

 

 

 

 

 

3. ANTECEDENTES 

 

 

3.1 Género Aedes: 

La mayoría de los mosquitos de Norteamérica pertenece al género Aedes. Por lo 

general las hembras tienen uñas dentadas, presentan sedas postestigmales, faltan los 

pulvilos o son filamentosos, y el abdomen de la hembra tiende a ser puntiagudo con los 

cercos más largos que otros grupos; las larvas tienen sifones con un par de penachos o 

sedas posteroventrales y casi siempre un pecten bien diferenciado. Depositan los 

huevecillos individualmente en la superficie del agua, sobre el lodo, justo arriba del 

nivel del agua, si son especies que se crían en estanques o hasta en situaciones donde 

hay poca humedad pero probabilidad de que se sumerjan. Frecuentemente las hembras 

son picadoras agresivas. Muchas especies tienen actividad diurna y la mayoría pican 

cerca del atardecer (Harwood y James, 1993).  Rai y Hartberg (King, 1975) han 

estudiado la genética de Aedes, incluyendo la genética formal, citogenética, habilidad 

para desarrollar patógenos de vertebrados, resistencia a insecticidas, 

quimioesterilización y otros temas relacionados. 
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3.2 Aedes aegypti 

 

Su distribución es mundial, generalmente entre los 45° latitud N y 35° latitud S. 

se acepta que Ae. aegyptifue introducido desde África a América en los barcos que 

transportaban esclavos y atrancaban en las costas americanas durante la época de la 

conquista y la Colonia. Esta teoría era respaldada por el hecho que Ae. aegypti era la 

única especie perteneciente al subgénero Stegomia que se encontraba en América antes 

de 1985 y 1986 cuando encontraron en los Estados Unidos y Brasil, respectivamente, a 

otro mosquito representante de este subgénero, Aedes (Stegomya) albopictus, Skuse 

1984. (Chester et al., 1997). 

 Ae. aegypti fue introducido en América durante no bien definidos tiempos de la 

colonización europea, motivando reiteradas epidemias de fiebre amarilla urbana, que ya 

se registraban previamente de forma focal en América precolombiana mediante otros 

mosquitos vectores autóctonos y de diversas áreas del continente (OPS, 1995). Con 

excepción de Canadá y de áreas donde la altitud, temperatura u otras condiciones 

climáticas han impedido su colonización, Ae. aegypti infesta o a infestado todos los 

países del continente. 

 En 1881 Finlay establece en Cuba (Leonard J, 1990) la modalidad vectorial de 

transmisión de la virosis por parte de Ae. aegypti que es fehacientemente demostrada 

mediante los célebres experimentos del Campamento Leazar. Los trabajos de Gorgas 

(Leonard J, 1992), en Cuba y Panamá, y los de Cruz en Brasil, sentaron las bases para 

los futuros programas de control del vector. La fiebre amarilla y su control, y 
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lógicamente el de Ae. aegypti , después se constituye en tema de la Primera Convención 

Sanitaria Internacional de las Repúblicas Americanas (Washintong 1902) y el tema se 

mantiene en la atención sanitaria internacional hasta que con varios éxitos de control 

vectorial nacionales la obtención de la vacuna antiamarílica 17D y su producción masiva 

y estratégica, la Organización Panamericana de la Salud (OPS) en 1947 efectúa el 

lanzamiento formal de la Campaña Continental de Erradicación de Ae. aegypti (OPS, 

1992). El plan continental de erradicación logra a lo largo de los años, con cada vez más 

renovadas tecnologías (petrolización, descacharrización, larvicidas organofosforados, 

etcétera), la erradicación del vector de un gran número de países. 

En 1958, Uruguay alcanza el objetivo de erradicación (MSP, 1981). El avance de 

los logros continentales llevó al Consejo Directivo de la OPS en 1961, a fijar la meta de 

completa erradicación de Ae. aegypti, en el año 1966. Unos años después la primera 

evidencia directa del papel que juega Ae. aegypti en la transmisión del virus del dengue 

lo constituyó el aislamiento del virus dengue – 2 de mosquitos Ae. aegypti recolectados 

en Puerto Rico, en 1969 (Chappellet al., 1971). 

La situación continental, durante las décadas del 60, 70 y 80 en lo social, 

económico y sanitario, junto a la pérdida de continuidad y prioridad a los programas 

nacionales de lucha antivectorial, motivaron que no se alcanzara la meta propuesta. 

Hasta 1980, el avance del control/eliminación de este culícido le había restringido a 

áreas del Caribe, Centroamérica y las Antillas, y a partir de este máximo resultado de 

control, sobreviene la reinfestación de países con erradicación concluida, la resistencia 

del mosquito a insecticidas, el agravamiento de la situación con dengue y una grave 

coyuntura económica a nivel regional, propician el deterioro de la situación alcanzada. 
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Hoy, son muchos los países re-infestados, restando Bermudas, Chile, Islas Caimán y 

Uruguay como los únicos países que aún mantienen su condición de erradicación 

concluida para el vector (Salvatella, 1996). 

3.3 Control de dengue 

Según la guía paso a paso de la planificación y movilización del Planificación de 

la movilización y comunicación social para la prevención y el control del dengue (Parks 

and Lloyd, 2004) la manera de controlar esta enfermedad es controlar al mosquito 

vector. Hay tres tipos de control del vector: control físico (modificación del medio), 

biológico (Bacillusturingensisisaraelensis, Toxorinquitessp., etc) y químico. 

3.4 Control químico en Ae. aegypti en México 

Durante muchos años en México el insecticida permetrina se usó con fines de 

controlar a Ae. aegypti en su etapa adulta, esto por establecimiento de la Norma Oficial 

Mexicana 032 (NOM-032-SSA2-2002), sin embargo la existencia de nueva información 

basada en evidencia científica hizo necesaria la modificación y actualización de la 

mayoría de los conceptos, métodos y estrategias de la de la Norma Oficial Mexicana 

032, estas modificaciones fueron aprobadas por el Comité Consultivo Nacionalde 

Normalización de Prevención y Control de Enfermedades quedando como Norma 

Oficial Mexicana NOM-032-SSA2-2010 para la vigilancia epidemiológica,prevención y 

control de las enfermedades transmitidas por vector. 

La norma 032-SSA2-2010 establece que para proteger la salud de la población, y 

para evitar, en la medida de lo posible, el riesgo de transmisiónde una o más 

enfermedades transmitidas por vector (ETV), la Secretaría de Salud, por conducto 
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delCENAPRECE, recomendará el uso de insecticidas que sean eficaces para el objetivo 

de salud pública quepersiguen. 

Las condiciones que deben reunir los insecticidas que serán recomendados para 

su uso en losprogramas de salud pública, son las siguientes: 

• Que cuenten con las autorizaciones sanitarias que emita la COFEPRIS 

• Que se demuestre su eficacia a través de evaluación satisfactoria mediante 

protocolos estandarizados de investigación al menos por dos Instituciones de 

Investigación Mexicanas que cuenten con los conocimientos necesarios en la 

materia, de probada honradez y reconocido prestigio, para la evaluación de 

insumos y equipos para el control de insectos vectores. 

3.5 Piretroides 

El piretro natural rara vez ha sido usado con fines agrícolas debido a su costo y a 

su inestabilidad en presencia de luz solar. En décadas recientes, muchos materiales 

sintéticos parecidos a las piretrinas han aparecido en el mercado. Originalmente fueron 

llamados piretroides sintéticos. Actualmente la mejor nomenclatura simplemente es 

piretroides. Éstos son estables en presencia de luz solar y generalmente son efectivos 

contra la mayoría de los insectos plagas de la agricultura y se usan a dosis muy bajas de 

0.01 a 0.1 kilogramos por hectárea.  

Los piretroides han tenido una evolución interesante, que ha sido dividida 

convenientemente en cuatro generaciones, estas generaciones están agrupadas por orden 

de aparición. 
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Los piretroides comparten modos de acción similares que se parecen a los del 

DDT, y se los considera venenos axónicos. Aparentemente funcionan manteniendo 

abiertos los canales de sodio en las membranas de las neuronas. Hay dos tipos de 

piretroides. El Tipo I, entre otras respuestas fisiológicas, tiene un coeficiente de 

temperatura negativa, pareciéndose al DDT. En contraste, en el Tipo II, hay un 

coeficiente de temperatura positiva, que muestra un aumento de la mortalidad con el 

incremento de la temperatura ambiental. Los piretroides afectan tanto el sistema 

nervioso central como el periférico del insecto. Inicialmente ellos estimulan las células 

nerviosas a que produzcan descargas repetitivas y eventualmente causan parálisis. Tales 

efectos son causados por su acción sobre el canal de sodio, un diminuto hueco que le 

permite a los iones de sodio entrar al axón para causar excitación. El efecto estimulante 

de los piretroides es mucho más pronunciado que el del DDT. 

Otros grupos insecticidas son los nicotinoides, spinosas, fripoles, pirroles, 

pirazoles, quinazolinas, benzoilúreas, botánicos como el piretro y los insecticidas 

biorracionales que son agrupados bien sea como bioquímicos (hormonas, enzimas, 

feromonas y agentes naturales, tales como reguladores del crecimiento de las plantas y 

los  insectos), o  microbiales (virus, bacterias, hongos, protozoarios, y nematodos) (Ware 

y  Whitacre,  2004). 

3.6 Resistencia a insecticidas 

 A través del tiempo la definición de resistencia ha cambiado, por ejemplo según 

Crow (1960) la resistencia es el cambio genético en respuesta a la selección por 

insecticidas, la OMS (Brown y Pal, 1971) la define como el desarrollo de la habilidad de 
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De acuerdo con Monge (1986), la resistencia cruzada positiva se define como  

“la resistencia que se genera en los insectos a un determinado plaguicida y a otros que 

no se han aplicado, pero que tienen forma de acción o de detoxificación similares”. 

Siendo la resistencia cruzada negativa lo contrario, cuando al aplicar un plaguicida 

aumenta la resistencia a ésta pero disminuye a otros. Resistencia múltiple se da cuando 

el genotipo confiere resistencia a un amplio rango de grupos plaguicidas (Moberg, 

1990). WHO (1992): “característica hereditaria que imparte una tolerancia 

incrementada a los plaguicidas, de tal forma que los individuos resistentes sobreviven a 

concentraciones de los compuestos que normalmente serían letales para la especie”. 

Lagunes y Villanueva, 1995 la definen como la habilidad complementaria y hereditaria 

propia de un individuo o conjunto de ellos, que los capacita fisiológica y etológicamente, 

para bloquear la acción tóxica de un insecticida por medio de mecanismos metabólicos y 

no metabólicos, y en consecuencia, sobrevivir a la exposición de dosis que para otros 

seria letal. 

3.6.1Resistencia por Sitio Blanco 

Alteraciones en aminoácidos son responsables de la asociación del insecticida 

con su sitio de acción teniendo como consecuencia una menor efectividad o incluso 

inefectividad. Los insecticidas organofosforados, carbamatos, organoclorados y 

piretroides actúan a nivel del sistema nervioso. El sito blanco de los insecticidas 

organofosforados (malatión, fenotrión) y carbamatos (propoxur, sevin) es la 

acetilcoliesterasa en la sinapsis y el sitio blanco de los organoclorados (DDT) y los 

piretroides sintéticos es en la membrana celular específicamente el canal de sodio. Esto 

puede producir una resistencia cruzada. De manera similar la resistencia a los 
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ciclodienos (dyeldrin) es producida por una solo cambio de nucleótido en el mismo 

codón del gen para los receptores de GABA. Al menos cinco mutaciones puntuales en 

los sitios de acción de la acetilcolinesterasa se tienen identificados los cuales producen 

diferentes grados en la reducción de la sensibilidad de los insecticidas organofosforados 

y los carbamatos (Brogdon y McAllister, 1998). 

3.6.2La biología molecular de la resistencia knockdown (kdr)  

La principal amenaza en el uso de insecticidas piretroides para control de plagas, 

es la selección de resistencia en poblaciones de insectos de importancia agrícola, 

ganadera o en salud pública. La resistencia knockdown es un término genérico que se 

refiere a uno de los dos principales tipos de resistencia a piretroides y es ocasionado por 

la reducción en la sensibilidad del sistema nervioso del insecto a estos insecticidas. 

Debido a que la resistencia knockdown disminuye la efectividad de todos los piretroides, 

la presencia de este mecanismo en el campo tiene severas consecuencias, al limitar el 

número y clases de insecticidas disponibles para control. La detección temprana y 

caracterización de la resistencia knockdown son de crítica importancia en el desarrollo 

de estrategias de manejo de la resistencia. La mayoría de la investigación sobre éste 

mecanismo de resistencia ha sido realizado en el sistema de la mosca doméstica Musca 

doméstica. La resistencia knockdown (designada kdr) fue primero descrita y aislada en 

la mosca doméstica en 1950. Posteriormente, la característica kdrfue mapeada al 

cromosoma 3 y fue documentada la sensibilidad reducida del sistema nervioso en los 

insectos con kdrpara piretroides. La característica kdrconfiere resistencia para ambos 

efectos, parálisis rápida y acción letal de todos los piretroides conocidos, piretrinas y 

DDT, sin disminuir la eficacia de otras clases de insecticidas. Una segunda 
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característica, designada resistencia super-kdr, confiere mucha más resistencia hacia 

DDT y algunos piretroides. Esta característica fue aislado genéticamente y mapeado al 

cromosoma 3 (Williamsonet al., 1993). 

Mecanismos de resistencia similares a kdrhan sido inferidos en un número de 

plagas agrícolas y vectores de enfermedades, en base a los patrones de resistencia 

cruzada y a la ausencia de singergismo por compuestos que se conoce disminuyen las 

actividades de esterasas y monoxidasas envueltas en el metabolismo de piretroides. 

Evidencia electrofisiológica confirma la reducida sensibilidad neuronal a piretroides en 

al menos seis especies: Heliothisvirescens, Spodopteralittoralis, Culexquinquefasciatus, 

Anophelesstephensi, Blatellagermanicay Plutellaxylostella(Soderlund y Knipple, 2003). 

La resistencia knockdown ha sido investigada por más de 40 años, sin embargo, fue en 

la década pasada cuando se lograron avances significativos en la identificación de los 

mecanismos genéticos y moleculares que la ocasionan. 

3.6.3 Mecanismo de acción de los piretroides 

El sitio blanco de los piretroides y DDT es el canal de sodio dependiente de 

voltaje (Vssc). Este canal se compone de cuatro dominios (I-IV) y cada dominio consiste 

de seis hélices transmembranales (S1-S6). Para conducir información eléctrica a lo largo 

del sistema nervioso, deben generarse potenciales de acción a través de la membrana. 

Los canales de sodio pasan por tres estados: cerrado (C), abierto (O) o inactivado (I). En 

un estado inactivo, la membrana se encuentra en potencial de descanso y el canal de 

sodio se encuentra cerrado. Durante la activación del canal, la membrana se despolariza, 

causando la apertura del canal de sodio y la generación de un flujo de iones de sodio 

entrando al citoplasma. Después de un milisegundo, ocurre la inactivación debido al 

cambio conformacional del canal de sodio, bloqueando el paso de iones a través de la 
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membrana. Cuando el potencial de membrana regresa al estado de descanso, el canal 

cierra nuevamente (Vais et a.l, 2001). 

Los piretroides modifican la cinética de apertura del canal de sodio, al retardar la 

activación e inactivación. Los insecticidas piretroides se dividen en dos grupos y cada 

uno de éstos tiene un efecto distinto. Los piretroides tipo I (permetrina, cismetrina) 

carecen del grupo ciano, en contraste, los piretroides tipo II (deltametrina) contienen un 

grupo ciano en la posición alfa-benzilica. Los piretroides tipo II prolongan por mayor 

tiempo el flujo de sodio durante el potencial de acción, en comparación con el grupo I. 

El potencial de activación medio (potencial de membrana en el cual 50 % de los canales 

disponibles se abren) es más negativo cuando se usan los piretroides tipo I. Esto resulta 

en la abertura del canal en el potencial de descanso, con la consecuente despolarización 

de la membrana neuronal y la iniciación de descargas repetitivas en los axones motoras 

y sensores, ocasionando parálisis y muerte. Todos los piretroides tienen un modo similar 

de acción, pero los estudios neurofisiológicos de algunas especies de insectos, indican 

que la insensibilidad por mutaciones kdr pueden conferir distintos niveles de resistencia 

a varios grupos de piretroides (Hemingwayet al., 2004).  

3.6.4 Mutaciones asociadas con la resistencia kdrayudan a definir cuáles son los 

sitios de unión de los piretroides en el canal de sodio 

Varias líneas de evidencia son consistentes con la hipótesis de que al menos 

algunas de las mutaciones asociadas a la resistencia kdr, ocurren en residuos que forman 

el sitio de unión de los piretroides. Se ha demostrado que la mayoría de las mutaciones 

que reducen la sensibilidad a piretroides in-vitro están localizadas en los segmentos 

transmembranales S6 de los dominios homólogos I, II y III. Modelos recientes de la 

estructura del canal de sodio, colocan a los cuatro segmentos S6 en íntimo contacto, 
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dirigidos hacia la boca citoplasmática del canal y sugieren que el movimiento de las 

regiones S6 forma parte del puente de activación(Lipkind and Fozzard, 2000; Yellen, 

1998). Más aún, se ha implicado en estudios de mutagénesis dirigida, que la batratoxina 

se une a algunos residuos presentes en las regiones S6(Linfordet al., 1998; Wang 

andWang, 1998; Wang and Wang, 1999; Wang et al., 2000;Wang et al., 2001)un 

ligando que muestra exhibir interacción de uniones alostéricas positivas con los 

piretroides (Brownet al., 1988; Lombetet al., 1988; Rubin and Soderlund,1993; 

Traineret al., 1993)Estas observaciones permiten proponer un modelo en que el receptor 

de los piretroides se forma por los segmentos IS6 y IIS6 en la interface entre los 

dominios homólogos I y II(Lee and Soderlund, 2001). Sin embargo, este modelo no 

embonaría con las mutaciones que ocurren en el lazo S4-S5 del dominio II, la región S5 

del dominio II o el segmento S6 del dominio III. Dada la agrupación de las mutaciones 

asociadas a la resistencia kdren el dominio II, es posible que el sitio de unión de los 

piretroides se forme principalmente de residuos en el dominio II en asociación con 

elementos adyacentes del IS6 y IIIS6 (SoderlundDM y Knipple DC, 2003). 

Existe una hipótesis que asume la existencia de un solo sitio de unión a 

piretroides en cada canal de sodio. Sin embargo, estudios estequiométricos infieren la 

presencia de dos sitos de unión para la detlamentrina. La mutaciones L1014F/M918T, 

M918T y T929I tienen el efecto de eliminar uno de los dos sitos de unión para la 

deltametrina en los canales de sodio, comúnmente, el sitio perdido es aquel que tiene 

mayor afinidad por la deltametrina. En contraste, los canales que contienen la mutación 

L1014F mantienen dos sitios de unión, aunque la afinidad del sitio más sensible se 

reduce cuando se compara con los canales silvestres. La única anomalía en esta serie de 

experimentos es la mutación L1014F/T929I, la cual produce canales de sodio altamente 
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resistentes y una estequiometría de menos de un sitio por canal. Hasta ahora, el análisis 

estequiométrico de las interacciones se limita a los efectos de la deltametrina en el canal 

de sodio para/tipE. Las acciones de la cismetrina en cualquiera de los canales de sodio 

Vssc1/tipE o ratNa 1.8, son consistentes con la existencia de un solo sitio por canal, una 

interpretación que contradice ambos hallazgos con la deltametrina y lo efectos comunes 

de las mutaciones resistentes en la sensibilidad del canal tanto para la cismetrina como 

deltametrina. Sin embargo, la comparación de los efectos de las mutaciones L1014F, 

M918T y L1014F/M918T en la modificación del canal por deltametrina o cismetrina 

sugiere una interpretación que resuelve esta aparente contradicción. La mutación 

L1014F acelera los descensos de corrientes terminales para ambos insecticidas, mientras 

que las mutaciones M918T y L1014F/M918T eliminan un sitio de unión para la 

deltametrina y producen canales que no son detectados y modificados por la cismetrina 

aún a concentraciones más altas. Si se postula la existencia de dos sitios por canal, con 

diferente afinidad por los piretroides, la eliminación del sitio con mayor afinidad por las 

mutaciones M918T y L1014F/M918T podría dejar libre al sitio con baja afinidad. La 

modificación de éste último por la deltametrina podría ser detectado a altas 

concentraciones, pero podría exhibir tan baja afinidad por la cismetrina que sus efectos 

no podrían ser detectados. Puede esperarse que el sitio con alta afinidad corresponda con 

el sitio de mayor relevancia toxicológica, ya que de esa forma, podría mediarse la 

modificación de los canales de sodio por concentraciones muy bajas de piretroides. Es 

por esta razón que las mutaciones que confieren resistencia knockdown modifican 

selectivamente la sensibilidad de los sitios de alta afinidad.  

A pesar de que estos análisis indican la existencia de un sitio de alta afinidad 

localizado cercanamente a los segmentos S6 de los dominios I, II,y III, la identificación 
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exones revelan una diferencia de más de 10 veces en la sensibilidad a deltametrina en los 

canales expresados. Próximos experimentos de mutagénesis son requeridos para 

identificar nuevos residuos de aminoácidos que determinen la sensibilidad a piretroides 

en los canales de sodio y puedan contribuir al sitio de unión de los piretroides 

(Soderlund, DM y Knipple DC, 2003). 

3.6.5Resistencia a insecticidas en Ae. aegypti. 

La resistencia a insecticidas en Ae. aegypti ha sido documentada alrededor del 

mundo, por ejemplo en Tailandia se ha reportado la presencia de resistencia a 

insecticidas piretroides tales como permetrina y deltametrina (Jirakanjanakitet al., 2007), 

en otras regiones como China se han realizado estudios en diferentes especies de 

mosquitos vectores que transmiten enfermedades en ese país, entre ellos se encuentra 

Ae. aegypti (Cui et al., 2006). Otros reportes de resistencia a insecticidas tales como 

temefos y  malatión en Ae. aeypti se ha difundido en todo el Caribe y en algunos países 

de América Central y América del Sur, además de la resistencia a fenotrión desarrollada 

en otras regiones de América (OPS, 1995). Los principales mecanismos involucrados en 

la resistencia a insecticidas en Ae. aegypti son por medio de enzimas detoxificativas y 

alteraciones en el sitio blanco (Knipple DC, 2003; Montellaet al.,2007; Soderlund DM y 

Bloomquist JR, 1989; Soderlund DM y  Vargas et al., 2006). En algunas áreas, la 

evolución de la resistencia a insecticidas ha estado ligada a la falla en los programas de 

control del dengue (Camacho et al., 2004; Coto et al., 2000).  

3.6.6Mutaciones en el canal de sodio dependiente del voltaje asociados con 

resistencia a insecticidas piretroides y DDT en Ae. aegypti. 

 Brengueset.al. examinaron la resistencia al DDT y piretroides en Ae. aegypti de 

trece localidades y encontraron evidencia de resistencia al DDT y piretroides de cepas 
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provinientes de Semarang en Java Central, Belem en Brazil y Long Hoa, en Vietnam. 

Obtuvieron la secuencia de la región que codifica al segmento hidrofóbico 6 del dominio 

II del gen del canal de sodio dependiente de voltaje de diez mosquitos de las trece cepas. 

Analizaron los exones 19 a 21 que codifican los aminoácidos 908–1036. El exón 19 

contenía aminoácidos asociados con la resistencia ‘superkdr’, e incluía: la metionina en 

la posición 918, leucina en la 925, treonina en la 929 y leucina en la 932 (Soderlund, 

DM y Knipple DC, 2003). El exón 20 contienía la sustitución de leucina a  fenilalanina 

en la posición 1014, la cual confiere insensibilidad nerviosa a los piretroides en un 

amplio rango de especies de insectos, incluyendo Anophelesgambie (Soderlund DM y 

Knipple DC, 2003). Brengueset. al. descubrieron siete nuevas mutaciones en Ae. aegypti 

en relación con An. gambiae. La cepa de Belem tuvo una valina en la posición 923 (exón 

19), mientras que tres cepas de Ae. aegyptiy An. gambiae tuvieron una glicina en el 

mismo sitio (se refiere como Val923). Todas las cepas de Ae. aegypti contienen una 

isoleucina en la posición 952 (exón 20) y una lisina en la 961 (exón 20), mientras que 

An. gambiae contiene una valina e histidina en las mismas posiciones, respectivamente. 

La cepa de Long Hoa contiene un triptófano en la posición 982 (exón 20), mientras que 

las otras tres cepas de Ae. aegypti y An. gambiae tienen una leucina en el mismo sitio 

(Trp982). La sustitución en la posición 1014 de leucina a fenilalanina estuvo ausente en 

todas las cepas de Ae. aegypti. Sin embargo, la cepa de Belem tuvo una metionina en la 

posición 1011 (exón 20), mientras que tres cepas de Ae. aegypti y An. gambiae 

presentaron una isoleucina en el mismo sitio (Met1011). Más aún, la cepa de Tailandia 

presentó una glicina en la posición 1016 (exón 21), mientras tres cepas de Ae. aegypti y 

An. gambiae codificaron una valina en el mismo sitio (Gly1016). Ensayos 

neurofisiológicos directos sobre larvas individuales de cepas con estas mutaciones 
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mostraron una reducción en la sensibilidad nerviosa a la permetrina o lambda cialotrina 

al ser comparadas con las cepas susceptibles. 

 Otra mutación fue descubierta por Saavedra et al. (2007) en una cepa resistente a 

la permetrina en Isla Mujeres Q. Roo México, en este estudio se encontró que en el exón 

20-21 en del gen que codifica para el canal de sodio dependiente del voltaje se 

encontraba una sustitución de una base nitrogenada (Gly →Ala)  la cual daba un cambio 

de valina a isoleucina en el codón 1016 del gen para. La mutación se encontró en el 

segmento transmebranal 6 del dominio V del canal de sodio. Esta mutación está 

altamente relacionada con la resistencia a permetrina ya que estudios posteriores 

mostraron que el 100% de los homocigotos Ile1,016 sobreviven a exposiciones de 

permetrina en dosis de 5 µg a 10 µg por botella (Ponce et al., 2009). 

 Consecuentemente nuevas mutaciones fueron descubiertas, por ejemplo 

Kawadaet al. (2009) descubrieron una mutación puntual en el canal de sodio del sistema 

nervioso en Ae. aegypti en Vietman llamada F1269C. Esta mutación fue analizada en el 

locus para el cual causa insensibilidad en el canal de sodio debido a una sustitución de 

un aminoácido en el área del segmento 6  en el dominio III. F1269C se distribuye de 

manera silvestre con una alta frecuencia en el sureste de Vietnam. Lo cual sugiere que 

esta mutación juega un papel importante en la resistencia a piretroides en ese país. Otros 

estudios realizados en Taiwan por Chang et al. (2009), demostraron la presencia de una 

mutación localizada en el ligamento extracelular entre el dominio IV segmento 

transmembranal 5 y 6 (D1794Y), esta mutación es concurrente con otra llamada V1012G 

in Aa-para de una cepa resistente (Per-R) a permetrina. La alta frecuencia y la 

coexistencia de las dos mutaciones en Per-R puede ejercer un efecto sinergista que 

provee una resistencia Knockdown a la permetrina. Después se reportó la mutación 
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F1552C en el dominio III en una cepa resistente al DDT y a la permetrina (Yanolaet al., 

2010), Otro estudio realizado en Tailandia demuestra la presencia de dos mutaciones 

(S989P y V1016G) que se encuentran localizadas en el DIIS5 y S6 en una cepa de Ae. 

aegypti  resistente a deltametrina, lo que sugiere que en conjunto haya un refuerzo en la 

resistencia a piretroides, este descubrimiento indica a las dos mutaciones como posibles 

responsables de  la emergencia de la resistencia a la deltametrina en KhuBua Tailandia 

(Srisawat R et al., 2010). 

3.6.7Mutación Ile1,016 en Ae. aegypti 

 Se ha documentado que la mutación Ile1,1016 está altamente relacionada 

con la resistencia a piretroides específicamente permetrina en Ae. aegypti (Saaverdra et 

al 2007.   

Saavedra et al. en 2008 en su trabajo sobre la mutación Ile1016 asociada a la 

resistencia a insecticidas reporta que las colecciones de campo de Ae. aegypti 

presentaban una frecuencia que varió de 0.00 en colecciones de Tapachula, México y en 

cinco colecciones de Venezuela a una frecuencia de 0.293 en la Habana. Saavedra 

también realizó pruebas en colecciones de Ae. aegypti de Santiago de Cuba, estas 

pruebas mostraron un incremento significativo en la frecuencia de Ile1016 desde 0.033 

en la colección original hasta 0.567 en la generación F12 y 0.883 después de una 

selección adicional con deltametrina. 

En este trabajo también se reportó que la frecuencia de Ile1016 se incrementó de 

0.259 hasta la fijación después de cinco generaciones de selección con permetrina de la 

cepa Isla Mujeres. 
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Saavedra et al también analizaron  un total de 420 descendientes F3 generados de 

una cruza entre una hembra P1 de Isla Mujeres y un macho de la cepa susceptible New 

Orleans. En este experimento las descendencia F3 fue expuesta a 1.2 µg de permetrina 

en bioensayos  de botella, después a los mosquitos sobrevivientes y muertos se les 

realizó una prueba PCR para identificar su genotipo, encontrándose que los mosquitos 

que presentaban el genotipo Ile1,016/Ile1,016 tuvieron un 100% de sobrevivencia, el 

genotipo Val1,016/Ile1,016 solo presentó un 9.4% de sobrevivencia mientras que los 

mosquitos que presentaban el genotipo Val1,016/Val1,016 tuvieron un 0% de 

sobrevivencia, lo que concluye que Ile1,016 actúa como alelo recesivo y condiciona la 

sobrevivencia de Ae. aegypti al ser expuesta a la permetrina.  

Debido a este descubrimiento nuevas investigaciones se realizaron en países 

como México y Brasil donde la resistencia a piretroides se hizo presente después de años 

de aplicación de permetrina (Martinset al., 2009; Ponce et al., 2009). 

En Brasil se ha estado empleando piretroides en el control de Ae. aegypti desde el 

2000 como una alternativa ante la aparición de resistencia a insecticidas 

organofosforados, la cual fue documentada en 1998 después de tres décadas de uso en 

contra de larvas y adultos (Lima et al., 2003; Macoriset al., 1999). Sin embargo la 

resistencia a piretroides fue detectada pocos años después de su introducción (da-

Cunhaet al., 2005). Las enzimas involucradas tales como GSTs y esterasas fueron 

probablemente las causantes de la resistencia cruzada (Montellaet al., 2007). Estudios 

posteriores demuestran que los mecanismos involucrados en la resistencia a piretroides 

no son solo eran detoxificativos, ya que se identificó la presencia de la mutación 

Ile1,016 distribuida en diferentes zonas de Brasil (Martinset al., 2009). 
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Ponce et al. (2009) realizaron un estudio más completo, en el cual se analizaron 

colecciones de Ae. aegypti del año 1996 al 2008, este estudio reveló la presencia de 

Ile1,016 en  la colección de Nuevo Laredo Tamaulipas de 1997 (frecuencia de 0.01), 

después encontraron que la frecuencia de Ile1,106 se incrementó menos del 1% en 1996 

al 2000, del 2 % al 5% en el 2003 al 2006 y un 38.3% a 88.3% del 2002 al 2009. Las 

colecciones que presentaron estos incrementos en la frecuencia de la mutación fueron 

principalmente de los estados de Veracruz, Quintana Roo, Chiapas, Nuevo León y 

Yucatán. 
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4. HIPÓTESIS 

 

 

La mutación Ile1,016 sigue presente en Ae. aegypti, debido a la presión de 

selección ejercida por insecticidas piretroides específicamente permetrina que ha sido 

aplicada en México como adulticida por más de 10 años. 
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5. OBJETIVOS 

 

 

5.1 Objetivo General 

 Determinar la frecuencia de la mutación “kdr” Ile1,016 que confiere resistencia a 

piretroides y DDT en 17 cepas de Ae. aegyptirecolectadas en áreas de riesgo de dengue 

en México. 

 

5.2 Objetivos Particulares 

Determinar para cada cepa: 

• La frecuencia alélica de Ile1,016 y Val1,016 

• Las frecuencia genotípica de Val1016/Val1,016, Val1,016/Ile1,016 e 

Ile1,016/ile1,016. 

• El equilibrio genético según los principios de Hardy – Weinberg 

• El coeficiente de endogamia  
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6.1.2 Coordenadas de los sitios de colecta 

Tabla I. Coordenadas de los sitios de colecta de Aedes aegypti en México del año 2007 

al 2009. 

Localidad Año N                 O 

Pánuco 2009 22° 2'40.08 - 98°11'44.52’’ 
Martínez de la Torre 2009 20° 4'25.04 - 97° 2'29.45’’ 
Cosoleacaque 2009 18° 0'24.06 - 94°37'44.88’’ 
Coatzacoalcos 2009 18° 8'35.22 - 94°25'26.28’’ 
Poza Rica 2009 20°34'27.00 - 97°25'52.14’’ 
Veracruz 2009 19°10'1.74 - 96°13'12.90’’ 
Tantoyuca 2009 21°20'26.58 - 98°13'18.12’’ 
San Nicolás de los G. 2009 25°43'46.03 - 100°18'27.41’’ 
Ciénega de Flores 2009 25°56'50.60 - 100°10'1.38’’ 
Monterrey 2009 25°36'32.65 - 100°16'32.41’’ 
Sabinas Hidalgo 2009 26°30'14.65 - 100°10'57.09’’ 
Mérida 2008 20°57'49.90 -  89°35'9.29’’ 
Iguala 2009 18°20'25.74 -  99°32'7.20’’ 
Acapulco 2009 16°52'33.44 -  99°51'34.56’’ 

 

 

6.1.3 Nuevo León 

El clima de Nuevo León es en su mayor parte estepario semiseco y las lluvias son 

comunes entre mayo y setiembre. El territorio tiene una extensión de 64.210 km² y se 

puede dividir en tres regiones: una planicie seca en el norte, una templada en las 

regiones de la sierra y un altiplano semidesértico-fresco en el sur (INEGI, 2000).  

6.1.4 Veracruz 

El Estado tiene una extensión territorial de 71.699 km². Veracruz goza de climas 

muy variados que van desde el tropical y subtropical (en las extensas zonas costeras), 

hasta el frío (en las zonas serranas y de montaña, como en Huayacocotla y Zongolica), 

pasando por el templado (en la zona montañosa central), (http://cuentame.inegi.org.mx). 

6.1.5 Yucatán  

La superficie del estado es de 43.379 km². El clima en Yucatán es uno de los más 

cálidos en México; esto se debe a la ubicación geográfica (se encuentra al sur del 
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Trópico de Cáncer) y la escasa altitud del estado. Las altas temperaturas, sumadas a la 

precipitación anual (con su mayor intensidad en verano), dan como resultado un dominio 

mayoritario del clima cálido subhúmedo con aproximadamente el 85% del territorio total 

del estado donde la temperatura media anual es de 24°C a 28 °C. (e-local, SEGOB) 

6.1.6 Guerrero 

Tiene una superficie territorial de 64.281 km². Más del 60% de la superficie 

estatal es ocupada por el clima cálido subhúmedo con precipitación en verano. El 

segundo lugar lo ocupa el clima semicálido con lluvias en verano, con casi la quinta 

parte del territorio. El resto lo ocupan climas menores, entre los que destacan 

semicálidos y templados, todos con lluvias moderadas. Según datos del INEGI. 

 

6.2 Recolecta de larvas de Ae. aegypti 

 La recolecta se llevó a cabo en el 2007 en Pánuco, Martínez de la Torre y 

Veracruz, en el 2008 en Mérida Yucatán y el 2009 en Sabinas Hidalgo, Ciénega de 

Flores, San Nicolás de los Garza y Monterrey Nuevo León, de Veracruz las recolectas 

fueron en Pánuco, Martínez de la Torre, Tantoyuca, Poza Rica, Veracruz, Coatzacoalcos 

y Cosoleacaque, en Guerrero se recolectaron en Acapulco e Iguala. 
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Fig. 5. Material para colecta de larvas de mosquitos: Charola,  pipetas Pasteur, bolsas 

Whirl Pack Nasco ®, termo, duyas y caladores 

Las larvas se trasladaron al laboratorio de Entomología Médica de la Facultad de 

Ciencias Biológicas de la UANL. 

6.3 Cría de Mosquitos 

 Las larvas se colocaron en charolas especiales con agua reposada a una 

temperatura de 26 a 27 °C, y se alimentaron con LiverPowder. Al llegar la pupación los 

mosquitos se colocaron en vasos de plástico dentro de una jaula entomológica, las 

hembras emergidas se alimentaron con sangre de rata y los machos con naranja. Para 

poder obtener la siguiente generación de mosquitos, se colocó dentro de la jaula un vaso 

de plástico con agua reposada y con una  papeleta de papel filtro, los huevos depositados 

en el papel filtro se dejaron en un lugar húmedo por  3 días con el fin de que se lleve a 

cabo la embrionación. Después de 3 días se colocan las papeletas en charolas con agua 

reposada a una temperatura de 26 a 27 °C y se le colocó una pizca de levadura de 

cerveza, después de que eclosionaron los huevecillos se colocó alimento de alta proteína 

(LiverPowder) este procedimiento se repitió hasta obtener la F deseada. 
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Fig. 6. Material para crianza de mosquito y separación de adultos: jaulas, charola, 

cámara de emergencia, aspirador bucal,  tubos 10 ml falcon, y  tubos eppendorf de 

1.5ml. 

Después las pupas de la F deseada se colocaron en cámaras de emergencia, se 

separaron 60 adultos recién emergidos de cada cepa y se colocaron en un tubo Falcon® 

esterilizado a una temperatura de -70°C por 5 min para provocarles la muerte, después 

cada mosquito se colocó en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se guardó a -70 °C. 

6.4 Extracción de ADN 

La extracción de ADN se realizó según la técnica de sales (Black y Musterman, 

1996). 

 Se colocó un mosquito por tubo y después se agregó 50 µl de Grinding Buffer 

(GB) o buffer de extracción, se maceró con un pistilo hasta que quedara un homogenato, 

se agregó otros 50 µl de GB y se pasó por el vortex. Después se centrifugaron los tubos 

a 14000 rev/min por 1 minuto, luego se colocaron a baño seco por 30 min a una 

temperatura de 65°C, se colocó a cada tubo 15 µl de acetato de potasio, después se 

colocó a una temperatura de -20°C por al menos 30 min, luego se centrifugó a 14000 

rev/min por 15 min, se sacó 80 µl de sobrenadante de cada tubo y se colocó 200 µl de 

alcohol etanol al 100% y se dejó reposar por 10 min, se colocaron los tubos en el vortex 

y se pusieron en la centrífuga a 14000 rev/min por 5 min, después se sacó todo el 
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alcohol y se colocó alcohol etanol al 70%, se centrifugó a 14000 rev/min por 5 min, 

luego se sacó el alcohol y se volvió a colocar alcohol etanol al 100% , se centrifugó por 

5 min y se quitó el alcohol. Los tubos se colocaron en un evaporador VapDNyA a 50°C 

por 10 min para quitar restos de alcohol y secar el ADN.  Para resuspender el ADN, se le 

colocó 50 µl de Buffer TE1x a cada tubo y se guardó a -70 °C para evitar la degradación 

de ADN. 

6.5 Prueba PCR para la amplificación de los alelos Ile1,016 y Val1,016 

 Para la amplificación de los dos alelos se realizó en una sola reacción de pcr en 

un tubo conteniendo :  Buffer 10x, Cloruro de Magnesio 1.5 mM, dNTP´s 25mM, 2 

primers “alelos específicos” a 500 pM/ µl Val1,016 (5’-[ 

GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCC]ACAAATTGTTTCCCGCACCGG-3’) y  

Ile1,016 (5’[GCGGGC]ACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA-3’) y el primer anti 

sentido  Ile1,016r 5’-GGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC-3’ , agua 

bidestiladaultrapurificada, taq polimerasa 5U/µl, aceite mineral y ADN 3µl.  
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6.5.1 Procedimiento 

 Parar reacciones de 50 µl/muestra: 

• Dentro de un tubo eppendorf de 1.5 ml se colocó 41µl de agua 

bidestiladaultrapurificada, después se colocó 5 µl de buffer 10x con MgCl2, se 

añadió 0.5 µl de dNTP’s y 0.1 µl de cada primer (V1016f, I1016r y I1016f). 

• El tubo con la mezcla se colocó en la cámara UV por 10 min. para eliminar 

cualquier enzima. 

• Después la mezcla se volvió a introducir en la campana PCR y se colocó 0.2 µl 

de taq polimerasa. 

• La muestra se colocó a un tubo para PCR y se añadió 3 µl de ADN. 

• Para evitar la evaporación del master mix dentro del termociclador se colocó 10 

µl de aceite mineral. 

Las cantidades de los reactivos en el master mix fueron variables y dependieron del 

número de muestras de ADN a procesar junto con los controles positivos (homocigoto 

Val1016 y homocigoto Ile1,016) y el control negativo que fue realizado con agua. Por 

ejemplo, si se procesaron 20 muestras de ADN, más  las de los controles positivos y 

control negativo (3) entonces las cantidades de los reactivos se multiplicaron por 23, 

después en cada tubo de PCR (23 tubos)  se colocó  la cantidad de 43 µl de master mix,  

y se añadió 3 µl de ADN y 10 µl de aceite mineral a cada tubo. 
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5.5.2 Programa del termociclador para la amplificación de los alelos Ile1016 y 

Val1,016 

 Los tubos de PCR se colocaron en un termocicladorBiocyclerBioRad ® 

programado para 4 ciclos: 

• 1er ciclo: 95 ºC - 5 min. 

• 2do Ciclo: 95ºC – 1min, 60ºC – 1min, 72 ºC - 1.15 min 29x. 

• 3er Ciclo: 72ºC – 10min 

• 4to Ciclo – 4ºC ∞. 

Después de terminado los ciclos, el producto de PCR se cargó en un gel agarosa 

al 3% con bromuro de ethidio por 40 min a 90 voltios. 

6.5.3 Identificación de genotipos en Ae. aegypti 

 La identificación de genotipos se realizó según el método señalado por  Saavedra 

et.al. (2008) mediante la fragmentación de productos de PCR de alelos específicos del 

sistema Val1016Ile, como se puede observar en la fig. x. Esta figura muestra  la 

identificación de genotipos mediante en un gel agarosa al 3% con bromuro de ethidio. 
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Fig. 9. Gel agarosa al 3% donde se observan 3 genotipos del sistema Val1,1016Ile 

encontrados en Ae. aegypti  : carril 1 y 8 marcador de peso molecular de 25 -  2000 pb, 

carril 2 y 3 corresponden al genotipo homocigoto Ile1,016 (RR) de 68 pb, carril 4 y 5 

corresponden al genotipo heterocigotos (SR) de 85 pb/68pb y los carriles 6 y 7 

corresponden al homocigoto Val1,016 (SS) de 85 pb. 
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generación en generación a menos específica influencias perturbadoras se introducen 

(Edwards, A.W.F. 1977).  

Debido a que en esta investigación se analizaron dos alelos,  la fórmula utilizada 

en el PHW es las siguientes: 

p + q = 1 

 En donde p representa la frecuencia del alelo dominante, en el caso de la presente 

investigación es representado por S (Val1,016), q muestra la frecuencia del alelo 

recesivo el cual es representado con la letra R (Ile1,016), la suma de estas frecuencias 

debe ser uno, esto debido a que las frecuencias son proporciones en la población o cepa 

estudiada. 

 Las proporciones de Hardy-Weiberg en las frecuencias genotípicas son 

representadas con la siguiente fórmula: 

p
2
 + q

2
 + 2pq = 1  que también se puede representar en este estudio como S2 + R2 + 2SR 

= 1 

  El cálculo de las frecuencias (f) genotípicas observadas se realizó dividiendo el 

número de mosquito con el genotipo a calcular entre el total de mosquitos analizados. 

1. fSS = Nº de SS / n frecuencia del genotipo Val1,016/Val1,016 

2. fSR= Nº de SR/ n frecuencia del genotipo Val1,016/Ile1,016 

3. fRR= Nº de RR/ n frecuencia del genotipo Ile1,016/Ile1,016 

Las frecuencias alélicas se calcularon sumado la frecuencia genotípica de los 

heterocigotos entre dos más la frecuencia de los homocigotos: 
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1. p = fSS+ (fSR/2) Frecuencia alélica de Val1,016 (S) 

2. q = fRR+ (fSR/2) Frecuencia alélica de Ile1,016 (R) 

6.7 Equilibrio de Hardy- Weinberg utilizando la prueba de X2  

La comprobación del desequilibrio del  PHW se suele llevar a cabo utilizando la 

prueba χ² de Pearson, utilizando las frecuencias genotípicas observadas que se han 

obtenido de los datos y las frecuencias genotípicas esperadas obtenidas mediante el 

PHW. Para esto se necesitó calcular los genotipos esperados basándose en la frecuencias 

alélicas calculadas (p y q)  con la siguiente fórmula (Hedrick, 2011):     

 

SS esp = S
2
(n) 

RR esp =  R
2
 (n) 

SR esp =  2SR (n) 

 Después del cálculo de los genotipos esperados se calculó el equilibrio de Hardy 

– Weinberg siguiendo la fórmula de X2 , la cual probó la hipótesis nula que dice que en 

la cepa estudiada se encuentra en equilibrio genético. El nivel de significancia es de 

3.84,  1 grado de libertad, Probabilidad de 0.96. 

6.8 Coeficiente de Wrigth (endogmia)  

El coeficiente de Wrigth o coeficiente de endogamia (FIS) se calculó con la siguiente  

fórmula:  

FIS=1- (Hobs/Hesp) 

 



 

Donde FIS es el coefi

Hesp so los heterocigotos e

Cuando FIS es mayor d

menor de 0 significa que e

6.9 Intervalo de Confi

Para corregir el tamañ

donde ñ es el tamaño 

utilizó la siguiente fórmul

 

Ya corregido se proce

muestra y la frecuencia al
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l coeficiente de endogamia Hobs son los heterocigoto

gotos esperados (SR esp). 

ayor de 0 significa que existe un exceso de homocigo

a que existe un exceso de heterocigotos. 

 Confianza Agresti-Coull 

 tamaño de muestra se usó la siguiente fórmula:  

ñ= n+4 

maño de muestra corregido. Para corregir la frecuenci

fórmula: 

 

 procedió a calcular el intervalo de confianza utilizan

ncia alélica corregida: 

 

cigotos observados y  

ocigotos y cuando es 

cuencia alélica (��) se  

tilizando el tamaño de 
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7. RESULTADOS 
 
 
 

7.1 Genotipos y frecuencia alélica de Ile1,016 por Estados y localidades 

Se analizaron 790 mosquitos Ae. aegyptide 17 cepas de campo en el año 2007 al 

2009 en 4 estados de México. 

7.1.1 Nuevo León 

Se analizaron 213 mosquitos Ae. aegypti  recolectados en cuatro localidades del 

Estado de Nuevo León (Sabinas Hidalgo, Ciénega de Flores, San Nicolás de los Garza y 

Monterrey) en el año 2009, de esto se obtuvo una frecuencia total de la mutación 

Ile1016 de  0.631, el genotipo predominante en total fue el RR. 

Tabla II. Frecuencia de la mutación Ile1016 de Ae. aegypti recolectados en cuatro 

localidades del Estado de Nuevo León en el año 2009. 

Cepa F Localidad N RR SR SS f Ile1016 

CIF9 F0 Ciénega de Flores 51 0 1 50 0.01 

SAH9 C Sabinas Hidalgo 59 33 21 5 0.738 

MTY9 F0 Monterrey 53 41 9 3 0.865 

SAN9 F1 San Nicolás de los Garza 50 40 10 0 0.90 

Total 213 114 41 58 0.631 

F= generación de la cepa, n= número de mosquitos, RR = genotipo Ile1016/Ile1016, 

SR= genotipo Val1016/Ile1016, SS= genotipo Val1016/Val1016, f= frecuencia. 
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7.1.2. Veracruz 

 Se analizaron 310 mosquitos recolectados en 7 localidades del Estado de 

Veracruz (Pánuco, Martínez de la Torre, Tantoyuca, Coatzacoalcos, Cosoleacaque, 

Veracruz y Poza Rica) en el año 2009, de los cuales se obtuvo una  frecuencia de la 

mutación Ile1016 de  0.578,  siendo el  genotipo RR el más predominante.  

La tabla III muestra los resultados de 10 cepas de Ae. aegypti (PAN7, PAN9, 

VER7, VER9, MAT7, MAT9, COS9, COA9, POR9, TAN9) de 7 localidades del Estado 

de Veracruz recolectadas en el año 2007 y 2009. La cepa con la mayor frecuencia de la 

mutación Ile1016 registrada en el Estado fue VER9 con 0.83, seguido de la cepa POR9 

con 0.69, al contrario de la cepa COS9 la cual mostró la frecuencia más baja en el 

Estado con 0.186. El genotipo RRpredominó en la mayoría de las cepas siendo VER9 

con el mayor porcentaje (70%), mientras que MAT9 obtuvo el menor (10%). Dentro de 

los heterocigotos analizados la cepa MAT9 obtuvo el mayor porcentaje con el 55% y el 

menor lo obtuvo la cepa PAN7 con solo 12%. El genotipo silvestre SSpredominó en 

COS9 con un 75% seguido de VER9 con un 67%, mientras que la cepa con el menor 

porcentaje fue VER9 con un 4%. 
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Tabla III.Frecuencia de la mutación Ile1016 en 10 cepas de Ae. aegypti recolectadas en 

el Estado de Veracruz en el año 2007 y 2009. 

F= generación de la cepa, n= número de mosquitos, RR = genotipo Ile1016/Ile1016, 

SR= genotipo Val1016/Ile1016, SS= genotipo Val1016/Val1016, f= frecuencia. 

 

En los resultados también se observó un incremento en la frecuencia de la 

mutación Ile1016 del año 2007 al 2009 (Fig. 14) en mosquitos recolectados en Pánuco, 

Veracruz y Martínez de la Torre, siendo los mosquitos de Veracruz los que presentaron 

un mayor incremento en la frecuencia de la mutación con un 245.8%, seguido de los de  

Martínez de la Torre con un incremento de 54.8%, el incremento más bajo se presentó 

en mosquitos de Pánuco con un 5%. 

 

 

 

Cepa F Localidad Año n RR SR SS f Ile1016 

PAN7 F3 Pánuco 2007 50 25 6 19 0.56 

PAN9 F0 Pánuco 2009 51 18 24 9 0.589 

VER7 F2 Veracruz 2007 27 4 5 18 0.24 

VER9 F0 Veracruz 2009 46 32 12 2 0.83 

MAT7 F2 Martínez de la Torre 2007 61 6 34 21 0.377 

MAT9 F0 Martínez de la Torre 2009 41 16 15 10 0.573 

COS9 F0 Cosoleacaque 2009 43 5 6 32 0.186 

COA9 F0 Coatzacoalcos 2009 42 16 14 12 0.55 

POR9 F0 Poza Rica 2009 42 22 14 6 0.69 

TAN9 F0 Tantoyuca 2009 45 25 6 14 0.625 

Total  ( solo el año 2009) 310 134 91 85 0.578 
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7.1.3 Guerrero y Yucatán 

 Se analizaron 82 mosquitos Ae. aegypti en el Estado de Guerrero pertenecientes a 

dos localidades (Iguala y Acapulco), con respecto al Estado de Yucatán solo se 

analizaron 50 mosquitos de la localidad de Mérida.  

Tabla IV. Frecuencia de la mutación Ile1016 en 3 cepas de Ae. aegypti recolectadas en el 

Estado de Guerrero y Yucatán en el año 2008 y 2009. 

F= generación de la cepa, n= número de mosquitos, RR = genotipo Ile1016/Ile1016, 

SR= genotipo Val1016/Ile1016, SS= genotipo Val1016/Val1016, f= frecuencia. 

  

La tabla IV muestra las frecuencias de la mutación Ile1016 en 3 cepas de Ae. 

aegypti recolectadas en 2 Estados (Guerrero y Yucatán) en el año 2009, en donde se 

muestra que la frecuencia más alta es de 0.97 correspondiente a la cepa ACA9, seguida 

de la cepa de IGU9 con 0.926. El genotipo predominante en estas dos cepas es RR, no 

se reportaron mosquitos con el genotipo SS, la mayoría de los heterocigotos se 

reportaron en IGU9 con un 15% y la cepa ACA9 solo reportó un mosquito heterocigoto 

(SR).  

En Yucatán solo se obtuvo resultados de una cepa (MER9) recolectada en el año 

2008, la cual muestra una frecuencia de la mutación Ile1016 de 0.72. El genotipo RR 

fue el predominante con un 52%. 

Cepa F Localidad Año n RR SR SS f Ile1016 

IGU9 C Igula, Grro. 2009 48 41 7 0 0.926 

ACA9 F1 Acapulco, Grro. 2009 34 33 1 0 0.97 

MER8 F1 Merida, Yuc. 2008 50 26 20 4 0.72 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14.  Frecuenc
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equilibrio genético según las Lay de Hardy-Weinberg, debido a que la prueba de X2 

mostró resultados mayores al nivel de significancia (Tabla V). 

Tabla V. Resultados de la prueba de X2 de Pearson para el Equilibrio de Hardy-

Weinberg  en 4 cepas de Ae. aegypti recolectados en el Estado de Nuevo León en el año 

2009. 

F= generación de la cepa, n= número de mosquitos, *Desequilibrio genético, grados de 

libertad 1, Nivel de significancia 3.84 (P=0.5). 

7.2.2 Veracruz 

 Se analizaron 10 cepas (PAN7, PAN9, VER7, VER9, MAT7, MAT9, COS9, 

COA9, POR9,y TAN9) recolectadas en 7 localidades del Estado de Veracruz en el año 

2007 y 2009 teniendo como resultados según la prueba de X2 de Pearson que las cepas 

PAN7, VER7, COS9, COA9 y TAN9 se encontraban en desequilibrio genético según la 

Ley de Hardy-Weinberg debido a que los resultados obtenidos sobrepasaban el nivel de 

significancia (3.84). 

 

Cepa n F Localidad IC Agresti-

Coull 

X2Hardy-
Weinberg 

CIF9 51 F0 Ciénega de Flores -.009-.102 1.00 

SAH9 59 C Sabinas Hidalgo .611-.833 0.3902 

MTY9 53 F0 Monterrey .736-.930 *5.3 

SAN9 50 F1 San Nicolás de los Garza .780-.960 0.617 
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Tabla VI. Resultados de la prueba de X2 de Pearson para el Equilibrio de Hardy-

Weinberg  en 10 cepas de Ae. aegypti recolectados en el Estado de Veracruz en los años 

2007 y 2009. 

 

F= generación de la cepa, n= número de mosquitos, *Desequilibrio genético, grados de 

libertad 1, Nivel de significancia 3.84 (P=0.5). 

7.2.3 Guerrero y Yucatán 

 Se analizaron 82 mosquitos correspondientes a 2 cepas de Ae. aegypti (IGU9 y 

ACA9) del Estado de Guerrero colectados en el año 2009 , las cuales muestran según los 

resultados de la prueba de X2 de Pearson que estas cepas se encuentran en equilibrio 

según los principios de Hardy-Weinberg. La cepa MER8 correspondiente al estado de 

Yucatán recolectada en el 2008 muestra que sus resultados están por debajo del nivel de 

significancia (3.84), el cual indica que esta cepa se encontraba en equilibrio genético. 

Cepa N F año Localidad IC Agresti-

Coull 

X2*Hardy-
Weinberg 

PAN7 50 F3 2007 Pánuco .423-.688 *28.6 

PAN9 51 F0 2009 Pánuco .457-.743 0.0421 

VER7 27 F2 2007 Veracruz .117-.431 *9.78 

VER9 46 F0 2009 Veracruz .689-.910 0.4030 

MAT7 61 F2 2007 Martínez de la Torre .266-.503 2.1215 

MAT9 41 F0 2009 Martínez de la Torre .422-.711 2.604 

COS9 43 F0 2009 Cosoleacaque .095-.329 *12.58 

COA9 42 F0 2009 Coatzacoalcos .399-.687 *4.507 

POR9 42 F0 2009 Poza Rica .538-.809 2.09 

TAN9 45 F0 2009 Tantoyuca .476-.748 *23.26 
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Tabla VII. Resultados de la prueba de X2 de Pearson para el Equilibrio de Hardy-

Weinberg  en 3 cepas de Ae. aegypti recolectados en el Estado de Guerrero y Yucatán en 

los años 2008 y 2009. 

F= generación de la cepa, n= número de mosquitos, grados de libertad 1, Nivel de 

significancia 3.84 (P=0.5). 

7.3 Endogamia o Coeficiente de Wrigth (FIS) 

 Si el coeficiente de Wrigth o endogamia (FIS) es mayor de cero un exceso de 

homocigotos se ha presentado en la cepa, al contrario si FISes menor de cero un exceso 

de heterocigotos.  

 12 cepas (PAN7, PAN9, VER7, VER9, MAT9, COS9, COA9, POR9, TAN9, 

SAH9, MTY9 y MER8) de las 17 tuvo un FIS significativamente mayor que cero, lo cual 

indica un exceso de homocigotos. Las cepas que mostraron un FIS  menor de 0 fueron 

tres (MAT7, IGU9 y SAN9) esto indica un exceso de heterocigotos (Fig. 18). 

 

 

Cepa N F año Localidad Estado IC Agresti-

Coull 

X2*Hardy-
Weinberg 

IGU9 48 C 2009 Iguala Guerrero .810-.977 0.3005 

ACA9 34 F1 2009 Acapulco Guerrero .855-1.01 .0079 

MER8 50 F1 2008 Mérida Yucatán .581-.825 .003 
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 de Wrigth (FIS) en 17 cepas de Ae. aegypti recolecado

en cuatro estados de la República Mexicana. 
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8. DISCUSIONES 
 
 

La mutación Ile1,016 el cual se encuentra en el gen que codifica al canal de sodio 

específicamente en el dominio II segmento transmenbranal número 6 (IIS6) que confiere 

resistencia a permetrina fue descubierta en México en el 2006 en cepas de mosquitos Ae. 

aegypti de Isla Mujeres, Quintana Roo (Saavedra et al., 2007, 2008), sin embargo en 

estudios resientes en diferentes colecciones de mosquitos de esta especie revelaron la 

presencia de esta mutación en Nuevo Laredo, Tamaulipas (1997) con una frecuencia de 

.01, consecuentemente otras cepas recolectadas en diferentes puntos de la República 

Mexicana y en diferentes años se procesaron en la búsqueda de esta mutación, este 

estudio no solo revela la presencia de la mutación Ile1016 sino un incremento de la 

frecuencia (Ponceet al., 2009).  

En el presente  estudio se muestran las frecuencias de la mutación Ile1,016 en 17 

cepas de Ae. aegyptirecolectados en 14 localidades del año 2007 al 2009 mostrando la 

presencia  de esta mutación en todas las cepas procesadas, siendo las cepas ACA9 e 

IGU9 las que obtuvieron las frecuencias deIle1016 más elevadas (Fig. 17), ¿Cuáles 

pueden ser las causas que mantienen la presencia de esta mutación en las localidades de 

México? En estudios previos, (Saavedra et al., 2007) muestran que en botellas usadas en 

bioensayos impregnadas con 5 o 10 µg de permetrina segregaba al 100% mosquitos con 

el genotipo  homocigoto recesivo (Ile1016/Il1106), también se observó  un 86 – 96% de 

mortalidad en heterocigotos y una mortalidad al 100% en mosquitos homocigotos 
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Val1016, la aparición de la resistencia a insecticidas según Haminway y Ranson (2000) 

es causada por aplicaciones extensivas y frecuentes con un mismo insecticida y debido a 

las características inherentes de la especie, o sea la resistencia a insecticidas aumenta 

cuando la especie expuesta tiene ciclos de vida cortos y alta fecundidad.  Esto nos da una 

probable respuesta ya que en México la aplicación de piretroides como adulticida  

específicamente permetrina fue establecida por la Norma Oficial Mexicana NOM-032-

SSA-2002(Flores et al., 2006), la cual se puso en vigor desde 2002 hasta el 2008,  la 

presión de selección de este insecticida pudiera considerarse muy probablemente como 

la causa principal por la que las poblaciones de Ae. aegypti  mantuvieran la presencia de 

la mutación Ile1,016 en México, aunado con las características que presenta este 

mosquito la cual son la alta fecundidad y ciclo de vida corto. El ciclo completo de Ae. 

aegypti, de huevo a adulto, varía según la temperatura y disponibilidad de alimento, pero 

en condiciones favorables se completa en 10 días. La ovogénesis se completa en 2 a 3 

días, luego de la ingesta de sangre. La ovoposición ocurre cada 3 o 4 días después de la 

ingesta de sangre. La primera ovoposición es de 80 a 100 huevecillos, pero en las 

siguientes se reduce de 25 a 30. El total de ovoposiciones por hembra es de 12 a 15, lo 

que teóricamente da un total de 300 a 450 huevecillos (Vargas, 1998). 

Otros estudios realizados en Brasil muestran que la mutación Ile1,016 se 

encuentra presente en Ae. aegypti recolectados en diferentes puntos del país, también 

muestra que esta mutación es altamente segregada por el piretroide deltametrina 

(Martinset al., 2009), lo que nos indica que posiblemente otros insecticidas piretroides 

utilizados en México pudieran segregar esta mutación después de dejar de aplicar 

permetrina. 
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Con respecto al aumento en la frecuencia de la mutación Ile1,016 se puede 

observar que estas son muy variables aun dentro del mismo estado como por ejemplo 

Veracruz  que presenta una frecuencia que va desde .186 (COS9) a .830 (VER9), esto 

puede ser debido a que en las localidades la aplicación de insecticidas no es homogénea 

aún en el mismo estado, otro ejemplo lo muestran las cepas de Nuevo León CIF9 con 

0.01 de frecuencia y SAN9 con 0.90, las localidades en las que fueron recolectadas estas 

cepas están separadas solo por alrededor de 20 km y la diferencia en las entre las 

frecuencias es muy alta con respecto a otras cepas de otras localidades, esto nos muestra 

que las frecuencias son puntuales y pueden cambiar en tiempo y espacio, como lo 

muestran los mosquitos recolectados en la localidad de Veracruz los cuales presentaron 

un incremento en la frecuencia de 245.84% en el año 2009 con respecto al 2007, sin 

embargo no en todas las localidades se registró un aumento, un ejemplo es el caso de los 

mosquitos de Cosoleacaque los cuales presentaron una disminución en la frecuencia que 

va de .35 en el 2008 (Ponceet al., 2009)  a .186, esta disminución puede ser causada por 

la reintroducción de mosquitos silvestres, disminución de presión de selección o deriva 

genética,  otra causa es la presencia de genes letales asociados en el gen para (Feng et 

al., 1995; Foster et al. 2003; Lilly et al. 1990, 1994a, 1994b; Tompkinset al. 1982; 

Tompinks and Hall 1983) según reportes de  Kernan MJ et al. (1991)  en donde muestra 

que las mutaciones puntuales del gen para en Drosophila melanogaster están ligadas a 

disturbios en el comportamiento, por ejemplo la parálisis en la sensibilidad de la 

temperatura exibida por individuos que poseen la mutación puntual napts (no 

actionpotential, temperaturesensitive) es resultado de una reducción en la expresión de 

gen para. 
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 Los mosquitos de las localidades que presentaron desequilibrio genético para el 

locus estudiado son PAN7, VER7, COS9, COA9, TAN9 y MTY9, esto nos indica que 

estas poblaciones de mosquitos han sufrido ya sea selección natural, deriva genética y/o 

migración (Hendrick, 2011). Está demostrado que existe un flujo genético en mosquitos 

en 130 km de un punto a otro en la región México y 180 kilómetros uno de otro en el 

estado de Yucatán (Gorrochoteguiet al., 2002) así como en el estado de Veracruz 

(Lozano et al., 2005), de esta manera la reintroducción de los alelos ya sea Val1,016 e 

Ile1,016 puede provocar desequilibrio en las poblaciones de mosquitosAe. aegypti, esto 

aunado a el transporte de criaderos artificiales con fines comerciales como es el caso de 

compra venta de depósitos de agua usados, llantas, floreros y otros criaderos potenciales 

(Ponceet al., 2009).  

 La importancia de este tipo de investigaciones radica en la detección de 

poblaciones de mosquitos vectores resistentes a insecticidas con la finalidad de tener 

mejores estrategias para el control de enfermedades transmitidas por vectores, de hecho 

la búsqueda de mejoramiento de técnicas para el control de insectos resistentes de 

importancia agrícola y médica es nueva, en 1986 NationalResearch Council sugiere 

propuestas en el monitoreo, control y prevención de la resistencia el cual concluye que la 

susceptibilidad a los insecticidas debe de ser visto como un recurso natural con riesgo de 

depleción, ante esto debe tener  un manejo apropiado, investigaciones posteriores 

muestran técnicas que pueden detectar y monitorear la resistencia a insecticidas 

(Brogdon and McAllister, 1998; Curtis et al., 1998; Coleman and Hemingway, 2007) .  

En el sureste de México se han hecho pruebas a gran escala en donde la rotación 

de insecticidas (carbamatos, orgnophosporados y piretroides) e insecticidas aplicados en 

mosaico (organofosforado y piretoroide) puede reducir la presencia de resistencia a 



~ 58 ~ 

 

piretroides en Anophelinos comparado con el uso de un insecticida  como piretoides o 

DDT (Hemingwayel al., 1997, 2004; Penilla etal., 1998, 2006, 2007).  

 Existe una extensa información acerca de las propiedades que tienen los 

piretroides como repelentes (Acheeet al., 2009;Ansari y Razdan, 1997; Brown y 

Heberth, 1997; Curtis y Mnzava 2000; Depariset al., 2004; Sholdtetal., 1988), debido a 

esto se han  desarrollado  materiales tratados con este insecticida tales como cortinas y 

pabellones esto con la finalidad de disminuir el contacto del vector con el hospedero 

(Igarashi A, 1997; Kroeger Aet al., 2006; Nam VSet al., 1993; Nguyen HTet al., 1996). 

La hembra Ae. aegypti es endofágica y endofílica a esto se le agrega su alto grado de 

antropofilia lo que aumenta el riesgo de transmisión del virus del dengue (Scott et al., 

1993) sin embargo los materiales tratados con piretroides pueden repeler las hembras Ae. 

aegypti infectadas de los hogares y por lo tanto bloquear la transmisión del dengue, ante 

todo esto se asoma la interrogante de que si la mutación Ile1,016 reduce la sensibilidad 

del sitio blanco ¿también podrá reducir la repelencia a piretroides? Debido a esto no se 

conoce el impacto en la abundancia en hembras Ae. aegypti infectadas con el virus del 

dengue que poseen la mutación Ile1016 y la incidencia del dengue. Tampoco se sabe si 

el material tratado con piretroides promueve la evolución de este tipo de mutaciones en 

Ae. aegypti. (Ponceet al., 2009).  

 El constante monitoreo de la mutación Ile1,016 en Ae. aegypti es clave para la 

toma de decisiones en la aplicación de insecticidas, esto debido a que la resistencia 

puede cambiar con el paso del tiempo y de una localidad a otra, las decisiones para la 

aplicación de cualquier insecticida debe estar basado en estudios, los cuales puedan 

detectar el mecanismo de resistencia involucrado en las poblaciones de mosquitos de las 

localidades de alto riesgo de incidencia de dengue. 
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9. CONCLUSIONES 
 
 

 La mutación Ile1,016 se presentó en las 17 cepas de Ae. aegypti que fueron 

recolectadas en el año 2007  al 2009, los análisis estadísticos nos muestran que la 

frecuencia de esta mutación es muy variada entre las cepas analizadas, siendo la cepa 

ACA9 e IGU9 las que mostraron una frecuencia de la mutación Ile1,016 mayor a .9 con 

respecto a las demás cepas, al contrario de las cepa de la cepa CIF9 en donde mostró la 

frecuencia menor de todas las cepas analizadas y obviamente con la mayor frecuencia 

(0.99) del alelo silvestre o el alelo no mutado Val1,016. 

 Dentro de esta investigación también se observó que la frecuencia de 

Ile1,016 aumentó con respecto al año 2007 al 2009 en cepas de una misma localidad en 

el estado de Veracruz, siendo los mosquitos de la localidad de Veracruz los que 

mostraron un incremento más alto en la frecuencia de Ile1,016 (245.8%) con respecto a 

los mosquitos de Pánuco y Martínez de la Torre recolectados en el año 2007 y 2009. 

El equilibrio genético o equilibrio Hardy-Weinberg estudiado para este locus por 

medio de los cálculos para estimar frecuencias genotípicas y alélicas junto con análisis 

estadísticos nos muestran que no todas las cepas de moquitos se encontraron en 

equilibrio genético, estas cepas fueron MTY9, PAN7, VER9, COS9, COA9 y TAN9, al 

contrario de las cepas CIF9, SAH9, SAN9, PAN9, VER9, MAT9, MAT7, POR9, IGU9, 

ACA9 y MER8 que si mostraron equilibrio genético. 
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Otro elemento importante que se midió fue el nivel de endogamia o índice de 

Wright el cual nos indica que tan emparentados se encuentran los mosquitos de una 

cepa, las cepas de mosquito PAN7, PAN9, VER7, VER9, MAT9, COS9, COA9, POR9, 

TAN9, SAH9, MTY9 y MER8 mostraron un exceso de homocigotos y las cepas de 

mosquitos MAT7, IGU9 y SAN9 mostraron un exceso de heterocigotos. 
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11. ANEXO 

 
 

Preparación de reactivos para extracción de ADN y PCR 

11.1Buffer de extracción 

• 0.584 g de NaCl 

• 6.85 g de Sucrosa 

• 1.211 g de Tris HCl (9.1pH) 

• 1.861 g de EDTA 

• 1 g de SDS en 10 ml de agua bidestiladaultrapurificada 
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Fig.17. Reactivos para la preparación del buffer de extracción (ADN) 

 

Disolver los primeros cuatro reactivos en 50 ml de agua bidestiladaultrapurificada, 

después añadir lentamente los 10ml de agua bidestilada con el SDS, disolver lentamente 

el SDS con los demás reactivos con cuidando de no hacer espuma, después aforar con 

agua bidestilada hasta llegar a los 100 ml, pasar el buffer por membranas milipore de .22 

µm, alicuotar en tubos eppendorf de 2 o 1.5 ml y almacenar a -20°C. 

 

11.2 Buffer TE 1x 

• 100 µl de Tris HCl 

• 20 µl de EDTA 

 

 

 

 

 

Fig.18. Reactivos para la preparación de buffer TE 1x 

 

Se mezcla el Tris HCl con el EDTA, después se afora con agua destilada a un 

volumen de 10 ml, al terminar se autoclavea y se alícuota (se recomienda refrigerar). 

 

 



 

 

 

 

 

 

11.3 Buffer de carga

Se coloca 30 ml 

bromofenol azul, se alícuo

 

11.4 Buffer TBE (Tri

• 54 g de Tris Ultrap

• 27.5 g de ácido bó

• 20 ml de EDTA 0.
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carga 

 

Fig. 19.Glycerol, USP Grade. 

 

0 ml de glicerol y 70 de TBE 1x, después se coloc

 alícuota y se coloca en el refrigerador. 

E (Tris/Boric/EDTA) 5x 

 Ultrapure 

ido bórico 

TA 0.5 M Ph 8 

 coloca una pizca de 



 

Fig. 2

Se colocan el Tris Ul

disolverse se coloca el ác

destilada autoclaveada a 1

Nota: Para evitar la precip

11.5 TBE 1x 

Se coloca 160 ml de

destilada autoclaveada. 

 

11.6 Acetato de potas
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20. Reactivos para utilizados para elaborar buffer

ris Ultrapure en 500 ml de agua destilada autoclavea

a el ácido bórico y al final los 20 ml de EDTA, se 

ada a 1 litro. 

 precipitación de sales en el buffer se recomienda hace

 ml de TBE 5x en un matraz, después se afora a 80

 

e potasio al 8M 

 

Fig. 21. Acetato de potasio 

 

uffer TBE 

claveada, después de 

A, se afora con agua 

a hacer  500 ml. 

a a 800 ml con agua 



 

Tabla VIII. Muestra los 

colocar para obtener una m

Acetato de po

78.52 

39.26 

19.63 

 

 

11.7Alcohol etílico a

Se coloca 70 ml de a

autoclaveada. 

Nota: Para utilizar el alco

se recomienda refrigerar. 

 

11.8 EDTA 0.5 M Ph

• 186.1 g de EDTA

• 20 a 25 g de NaOH

Fig. 22
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ra los gramos de Kac y los ml de agua bidestilada

r una molaridad de 8. 

 de potasio Kac Aforar con agua bidestiladaautoclave

78.52 g 100 ml 

39.26 g 50 ml 

19.63 g 25 ml 

ílico al 70% 

l de alcohol etílico (absoluto) y se afora a 100 ml con

l alcohol etílico al 70 % y al 100% en pruebas de extr

gerar.  

Ph 8 (1 litro) 

DTA 

 NaOH (hidróxido de sodio) 

22.  Reactivos para la elaboración de EDTA pH 8

stilada que se deben 

oclaveada 

ml con agua destilada 

e extracción de ADN 

 

 pH 8 



 

 

Se coloca el EDTA p

800 ml de agua, colocar h

Nota: Al mezclarse el ED

va adicionando el hidróxi

 

 

 

11.9 Tris HCl 1M pH

 

Se coloca 121.1 g de

8 se adiciona HCl absolut
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TA poco a poco en 500 ml de agua bidestilada, des

ocar hidróxido de sodio hasta llegar a Ph8, alicuoatar 

 el EDTA con el agua queda de color blanco lechoso

idróxido de sodio poco a poco va cambiando a un colo

pH 8 

 

Fig. 23. Tris Hydrochloride 

1 g de Tris Hcl en 800 ml de agua bidestilada, para o

bsoluto, después se alícuota y se autoclavea. 

a, después se afora a 

oatar y autoclavear. 

echoso, cuando se les 

n color cristalino. 

para obtener un Ph de 
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