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RESUMEN GENERAL

El conocimiemo del flujo de genes, como indicacion del intercambio genético de
dividuos entre poblaciones de Anapheles albimanus, principal vector de paludismo eu la
planicie costera del Pacifico y del Atlintico en México y Centro América, es importante
para entender sus patrones de dispersion en relacion con variaciones geogrificas en sus
niveles de resistencia a insecticidas, susceptibilidad a los fenotipos VK 210 y VK 247 de
Plasmodium vivax y contribucidn a !a transmision local de paludismo. El conocimiento del
flujo de genes de An albimanus, es fundamemal si s¢ implementa una estrategia de control
genético utilizando mosquitos transgénicos refractarios a la infeccion con Plasmodium

Vivax.

En el presente trabajo se estudio el nivel del flujo de genes en el ambito
microgreografico en el sur de Chiapas y macrogeogrifico en México. E! estudio
microgeografico comprendid la zona costera del estado de Chiapas desde Ia frontera con
Guatemala hasta aproximadamente 250 Km al nordeste. Para el se utilizarom como
marcadares fenotipicas los niveles de resistencia a insecticidas y como marcadores
genotipicos, marcadores de DNA polimérfico amplificado aleatoriamente, basados en la
reaccion en cadena de ls polimerasa (RAPD-PCR). En el plano costero de Chiapas, se
incluyeron mosquitos provenientes de cinco agroecosistenmas: banano, cultivos mixtos, cafia
de azicar, reserva ecologica y ganado. Estos fueron examinados mediante prucbas de
susceptibilidad a insecticidas (DDT, dekametrina, y ciflutrina) y pruebas bioquimicas que

incluyeron acetilcolinesterasa insensible, glutation S-transferasa, prugba de pNPA,



esterasas a, esterasas [} y monooxygenasas dependientes del citocromo P450. Ademas los

mosquitos fueron ensayados por la técnica molecular RAPD-PCR.

Las pruebas de susceptibilidad a insecticidas y pruebas bioquimicas, resuktaron en
variabilidad geogrifica en los niveles de insecticidas en 4An. albimanus procedentes de los
¢inco agroecosistemas. El DDT presentd un porcentae de mortalidad promedio de 21, 59,
31, 31 y 24%, la deltametrina de 75, 85, 89, 85, y 92% y la ciflutrina de 50, 71, 69, 69 y
84% en el drea bananera, cultivos mixtos, cafia de azicar, reserva ecaldgica y ganadera,
respectivamente. Las enzimas de resistencia a insecticidas glutation S-transferasa, esterasas
a y B, esterasas en gereral (PNPA) y monooxigenasas mostraron un patron similar de
resistencia con un incremento significaivo en los titulos enzimiticos en el area de banano
que fue disminuyendo con 12 distancia hasta el area de ganado. En el anilisis RAPD-PCR,
después de un tamizado de 60 iniciadores aleatorios, s¢ seleccionaron cinco (A0S, A20,
B4, Bll y B18) que produjeron 46 marcadores genéticos, encontrindose que ¢l flujo de
genes en Chiapas es moderadamente bajo con un valor de Nm = 1.9 entre las 20 localidades
analizadas. El rango de Nm eutre las cinco dreas agroecokigicas fue de 1.8 a 2.4. El valor
promedio de Fst en el sur de Chiapas fue 0.117 (20.073). El dendrograma entre areas

agroecologicas unid a las dreas de banano y cafia de azicar con 87 % de consistercia

mediante el anilisis de bootstrap.

El estudio macrogeografico comprendid; Chiapas [(Rio Arrba, plano costero) ¥
Selva Lacandona,] Tahasco, Oaxaca, Guerrero, Colima, Jalisco, Nayarit y Sinaloa. Con €l

analisis de RAPD-PCR, se seleccionaron 7 iniciadores (A0S, A0S, A12, A19, A20, BO4 y



B11) que produjeron 51 marcadores genéticos. La tasa efectiva de migracion Nm fue de =
1.2. El dendrograma, basado en el andlisis de bootstrap resultante, presentd dos principales
ramas de similitud genética, una con los estados del nore — Pacifico: Sinaloa, Nayarit,
Colima, Guerrero (86 % cousistencia) y otra con sur de Chiapas, Tabasco, Selva Lacandona
y Guatemala, Los mosquitos procedentes de Chiapas y Tabasca se agruparon con 100 % de
consistencia en el andlisis de bootstrap. El estado de Jalisco se agrupd aparte de las dos
ramas de similitud genética principales con 63 % de consistencia. El valor promedio de Fsr

en ¢l ambito nacional fue 0.169 (+ 0.122), b cual indica baja variabilidad.

En conclusion, el flujo de genes de Anopheles albimarus en Chiapas depende del
agroecosistema, uso del sueko y aplicacion de insecticidas en la agricultura. Mientras que
en ¢l 4mbito nacional, las poblaciones de esta especie del norte de México estin segregadas
de las del sur probablemente como resultado de la distancia geogrifica, Estos resultados
indican que el flujo de genes entre poblaciones vecinas mo ez contimw y estd
temporalmente limitado a menos de 2 individuos por generacion, por b que cualquier
estrategia de control genético requerird intervenir cada una de las poblaciones de este

Vector.



INTRODUCCION GENERAL

Especies del género Anopheles (Diptera: Culicidae) son los unicos vectores
obligados de malaria humam, enfermedad infecciosa que mata alrededor de 1.5 a 2
millones de personas en ciudades tropicales y subtropicales del mundo (Catteruccia et al;
2000; WHO, 1998). En México, los principales vectores de malaria son An
(Nyssorhynchus) albimarus Wiedemann, An (Aropheles) pseudopunctipennis Theobald y
An. (Anopheles) vestitipennis Dyar & Knab (Rodriguez & Loyola, 1989, Loyola et al,
1991; Ramsey, 1994; Fernindez-Salas et al., 1994; Arredondo-Jiménez, 1995; Villarreal et
al., 1998), Como estos vectores son problemas en otros paises de la region, al menos los

dos primeros podrian ser considerados como candidatos a ser alterados genéticamente para
conferirles refractariedad a la malaria.

Con la seleccion de mosquitos multiresistentes a insecticidas (Organizacion
Mundial de la Salud, 1986) y Plasmodium Marchiafava y Celli resistentes a los
medicamentos antimalaricos, actualmente se encuentran en investigacion nuevas estrategias
de control, utilizando la manipulacion genética de vectores (Rodriguez et al, 1998). La
posibilidad de producir mosquitos transgénicos refractarios al parasito Plasmodium y su
eventual liberacion en campo para sustituir las poblaciones nativas susceptibies, demanda el
conocimiento potencial del destino de los genes refractarios, en funcion del numero de

liberaciones necesarias para que los genes de refractariedad se establezcan exitosamente,

Dentro de las lineas de investigacion que se exploran, esti la transformacidn de
genes ya existentes o ha introduccion de genes externos que confieran refractariedad a la

4



infeccion con Plasmodium. Dichos genes podrian bloquear zlguna fase del desarrollo del
parasito por ¢jemplo: durante la exflagelacion, fertilizacion, desarrollo del oocineto, al
momeento que el oocineto atraviesa la pared del intestino medio, a cuando sg introducen los

esporozoitas en las glandulas salivales (Rodriguez at al., 1998).

Para realizar un comtrol efectivo del paludismo es npecesario identificar
comrectamente la especie o especies vectores, Los complejos de especies o especies
hermanas, son grupos cercanamente relacionados de especies que son dificil o imposible de
separar por caracteristicas morfoldgicas convencionales. Estos complejos son conocidos en
una amplia variedad de artropodos y son comunes en los insectos de importancia médica.
Por ejemplo, muchos de los anofelinos vectores de parasitos de la malaria son mierbros de
complejos de especies. Dentro de las especies que componen un complejo se presentan
especies que soa vectores y otras 0.  Un clisico ejemplo es el descubrimiento en los ailos
1920°s del complejo An. maculipennis Meigen en Europa, sobre la base de la morfologia,
textura de la superficie y color de huevos (Kettle, 1995). Posteriores estudios de cdpula y
variacion citogenética mostraron la existencia de 7 diferemtes especies, de las cuales sdlo 2
transmiten malaria: An. /abrachiae Falleroni y An. sacharovi Fabre (Black y Munstermann,
1994). Ouo ejemplo es el descubrimiemo en Africa del complejo An. gambiae Giles
constituido por & especies, pero sélo dos de ellas son las principales transmisoras, An.
gambiae 55. y An. arabiensis Patton. Actualmente se conoce una docena de complejos de
especies cripticas y segiin las evidencias acumuladas, se sugiere que la mayor parte de los

vectores de malaria son miembros de tales complejos (Collins y Paskewitz, 1996).



Se han desammollado una amplia variedad de metodos para identificar las especies a
pertenecientes a estos complejos, por ejemplo polimorfismo de inversion cromosomal (Dia,
2004Q), variaciones en loci microsatellite y genoma mitecondrial (Fonseca et al.,, 2000;

Schlotterer, 2000; Donnelly et al, 2001; Walton et al., 2001).

La técnica molecular que emplea iniciadores aleatorios y que amplifica regiones del
DNA aleatoriamente (siglas en ingles RAPD) ha sido utilizada exitosamente en la
identificacion de miembros de especies pertemecientes a varios complejos. Desde sus
inicios se empled exitosamente para diferenciar especies del complejo An. gambiae
(Wilkerson et al., 1993; Favia et al., 1994a; Favia et al.,, 1994b). Esta técnica se ha
empleado para diferenciar especies, subespecies e mcluso subpoblaciones, tanto en aedinos
como en anofelinos (Ballinger-Craburee et al, 1992; Wilkerson et al,, 1993). Este éxito
sirvid de modelo en subsecuentes protocolos y se usd la técnica de RAPD en el
reconocimiento de miembros del reciente complejo de especies reconocido An

(Nyssorhynchus) albitarsis-marajoara en América (Wilkerson et al., 1995).

Anopheles albimanus es una especie neotropical considerada coaw vector primario
de malaria, especialmente en las costas de ambos océanos en México, Centroamsrica, €l

norte de Sur América y el Caribe (Rodriguez y Loyola, 1989; Frederickson, 1993).

La posible existencia de especies cripticas en An. albimanus no ha sido descartada,
porque a través de su amplio rango de distribucion geografica se encuentra presente
diferentes fenotipos pupales, las cuales muestran variabilidad en la susceptibilidad a la

infeccion con Plasmodium vivax Grassi y Feletti, el fenotipo “franja blanca” fue mas
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susceptible que el “café claro” y éste es mis susceptible que el “verde™ (Chan et al, 1994).
Las larvas se desarrollan en una diversidad de habitat con cansiderable variacion de la
salinidad (desde agua dulce a salobre), temperatura, tipo de habitat y en o referente a la
altitud desde el nivel del mar hasta el piedemonte a 200 msnm (Arredondo-Jiménez, 1990;
Savage et al, 1990; Rodriguez et al., 1993). Los hébitos alimenticios de la hembra adula
varian de acuerdo a la temporada y localizackin geogrifica, también muestran difersute
comportanuento de picadura (Frederickson, 1993; Arredondo-Jiménez et al, 1993;
Arredondo-Jiménez, 1995).

A pesar de que An. albimanus es el principal vector de malaria en las costas
mexicanas, s un vector poco eficiente en la ransmision de malaria. En el sur de Chiapas
se encontrd ¢on una tasa de infeccion de esporozoitos de 0.9% en mosquitos colectados en
el intradomicilio, mientras que en el peridomicilio de 0.1% (Ramsey 1986), 00 e un
mosquito longevo, aproximadamente el 2 % llega a tener edad suficiente para transmitir la
malaria (Rodriguez et al,, 1992). Transmite principalmente Plasmodium vivax variante
VK210, ya que es poco susceptible a la variante VK247 (Gonzilez-Cerdn et al., 1999;
Gonzilez-Ceron et al., 2001).

Esnudios sobre la genética de poblaciones de un vector de enfermedades en el
humano, permiten conocer la estructura poblacional y el intercambio genético
interpoblacional, brindando la oportunidad de entender si las diferencias observadas en la
transmision de la enfermedad tienen bases genéticas, lo cual obligaria a desarrallar métodos

de control mas eficientes, dirigidos en especial a la poblacion de mayor importancia como

vecior.




De identificarse un intenso flujo de genes y aunado a una elevada tasa de dispersion
indicaria la necesidad de un tratamiento a gran escala, mientras que una migracion limitada,
ilustrada por flujo de genes interpoblacional restringido, podria indicar la necesidad de

tratammientos mds focalizados (Tabachnick y Black, 1994),

En el presente trabajo se determind el nivel del flujo de gemes en poblaciones
vecinas y separadas geograficamente de An. albimanus, wilizando como marcador
fenotipico la resistencia a insecticidas en 1a zona de estudio y como marcadores genotipicos
secuencias aleatorias polimorficas de DNA, utilizando la técnica molecular denominada
RAPD-PCR (siglas en ingles de Random Amplified Polymorphic DNA). La variabilidad
geografica de la resistencia a insecticidas se determind mediante pruebas de susceptibilidad
y pruebas bioquimicas, determinando los niveles de las enzimas responsables de la
resistencia a insecticidas. El estudio se realiz0 en dos etapas, primero en un ambito
microgeografico en el plano costero de Chiapas, desde la frontera con Guatemala hasta
aproximadamente 200 km al moreste y segunde en un ambito macrogeografico
comprendiendo los estados de Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Colima, Nayarit y Sinaloa en la
vertiente del pacifico y por la vertiente del Atlintico, el estado de Tabasco. Se escogio una
localidad de la Selva Lacandona en el estado de Chiapas por ser una region con alta

incidencia de paludismo y una localidad de Guatemala CA llamada La Palmilla.



La malaria en ¢l mundo.

La malaria es una enfermedad infecciosa causada por pardsitos protozoarios del
género Plasmodium Marchiafava y Celli (Sporozoa; Plasmodiidae) y que se transmite por
la picadura de hembras infectadas de mosquitos del género Anopheles Meigen (Diptera:
Culicidae). Cuatro especies son reconocidas en el humano: Plasmodium (Plasmodium)
vivax {Grassi y Feletti), P. (Laverania) falciparum (Welch), P. (Plasmodium) malariae

Laveran y P. (Plasmodium) avale Stephens {Service, 1985).

La malaria es la enfermedad transmitida por vectores mds importante en ¢l mundo y
mala mas personas que cualquier otra enfermedad infecciosa, excepto la tuberculosis. Es
endémica en mas de 101 paises estimandose una prevalencia de la enfermedad entre 300 a
500 millones de casos clinicos anualmente, con una mortalidad anual emtre 1.5 y 2 millones
de personas, es decir, alrededor de 3,000 decesos en nifios por dia (menores de 5 aiios)
(WHO, 1998). Mas del 90 % de kos casos y decesos ocurren en Africa subsahariana y del
10 % restante 2/3 partes ocurren en 6 paises (India, Indonesia, Brasil, Colombia, Peri Islas
Salvacion) (WHO, 1999).

La malaria se ha circunscrito a los paises del cinturon tropical con éreas
originalmente palidicas ubicadas entre los paralelos 40° norte y 60° sut, habitadas por mis
de 2,000 millones de personas (Fig. 1). Desde el punto de vista epidemioldgico, se pueden
distinguir 12 zonas en el mundo en las que estin involucradas de 3 a 13 diferentes especies
de Anapheles por zona como vectores primarios de malaria (Fig. 2) (Anexo 1) (White,

1987, Bown y Nelson, 1993; Kettle, 1995),
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Se han registrado mas de 400 especies de anofelinos (Service, 1985), pero sdlo 68
de estos han sido asociadas con malaria, 40 especies como vectores primarios y 28 como
vectores secundarios en una o mas zonas epidemiologicas (Hardwood y James, 1979;

Kettle, 1995).

La malaria se logrd eliminar de los paises desarrollados gracias al control de los
vectores mediante ¢l rociado de insecticidas (principalmente €l DDT). En estos paises, por
ejemplo, Estados Unidos e Inglaterra, la malaria continua siende un problema de salud
publica como enfermedad importada, debido al viaje de las personas a paises endémicos.
En el Reino Unido, se registraron 2,364 casos de malaria en 1997, todos ellos imporiados
por viajeros. En Europa oriental, donde la malaria estaba erradicada, la enfermedad ha
resurgido como resultado de la situacidn socioecondmica vivida en los Gltimos aftos (WHO,

1998).

En paises de Africa, Asia y América, donde la malaria es endémica, se han realizado
imensas campafias de control de la enfermedad, utilizando principalmente el rociado de
insecticidas intra y peridomiciliar, la utilizacion de pabellones impregnados con insecticida
y €l uso de drogas antimaldricas. Si bien estos métodos han beneficiado a la poblacion,
también han tenido efectos megativos, tales como la aparicion de mosquitos vectores
resistentes a los insecticidas, y el swgimiento de pardsitos con resistencia a las drogas

normalmente utilizadas para combatirlos (WHO, 1998).

El calentamiento global de la tierra y otros eventos como el fendmeno “El Nifo”
podrian también jugar un papel importante, incrementado el riesgo de la enfermedad. La
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enfermedad actualmente se ha extendido a areas de mayor ahitud en Africa. El fenémeno
“El Nifio” tiene un impacto debido a los disturbios ambientales los cuales influyen en la
reversion del patron normal de Luvias, lloviendo menos donde llueve mucho y viceversa.
Esto modifica la distribuciin y abundancia de los cuerpos de agua que constituyen los
habitats larvarios de los insectos vectores y de ahi modifican la dindmica de transmision de
la enfermedad. Muchas ciudades han experimentado un incremento en la incidencia de
malaria después de aumento en la temperatura promedic. Mis aim las epidemias podrian
no \nicamente ocurrir en mayores dreas, sino ser mis severas debido a que la poblacion
afectada podria oo tener immunidad, Estos eventos de aumento en la incidencia de malaria
en correlacion coa eventos provocados por “El Niflo” pueden ser reéismdos en diversas
regiones del mundo: en Bolivia, Colombia, Ecuador, Perd y Venezuela en Sur América;

Rwanda en Africa; Pakistan y Sri Lanka en Asia (WHO, 1998).

La malana en México.

Se han reportado 26 especies de Anopheles en nuestro pais (Anexo 2) (Vargas y
Martinez Palacios, 1956; Wilkerson y Strickman, 1990; Arredondo-Jiménez, 1995), pero
solo tres son los principales transmisores de malaria: An albimanus Wiedemmamn, 4n.
pseudapunctipennis, Theobald y An. vestitipennis Dyar & Knab (Rodriguez y Loyola,
1989; Loyola et al, 1991; Ramsey, 1994; Ferndndez-Salas et al, 1994; Arredondo-

liménez, 1995, Villarreal et al., 1998).

El paludismo en México se presenta principalmente en las costas del Pacifico desde

Chiapas hasta Sonora y del Atldntico en Tamaulipas, Veracruz, Tabasco y la Peninsula de
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Yucatin, Plasmodium vivax es el principal causamie de morbilidad por malaria,
representando > 95 % de los casos reportados anualmente, miemtras que un pequeidlo
porcentaje (<5 %) es causado por P. jalciparum (DGE/SSA, 2000), concentrindose el
reporte de casos Ultima especie, principalmente en la Selva Lacandona del estado de
Chiapas y en una parte colindante con Tabasco (Fig. 3). Enla década de os 90, la malaria
en México se mantuva por debajo de los 10,000 casos anuales casi todos los afios (Fig. 4).
Sin embargo duramte 1998, se reportaron 14,343 casos, especialmente en Oaxaca (79 % de
los casos), atribuyendo como causas probables el buracan Paulina que azotd Oaxaca y
Guerrero a fines de 1997 (DGE, SSA, 1998). Durante 1999, disminuyeron los casos a
5,031 casos, repitiendo Oaxaca como el estado con mayor numero de casos con 2,498
representando el 50 % de los casos. Para el afio 2000 se presemtaron 3,695 casos y desde

ese afo en Chiapas se reporto ¢l mayor nimero de casos con 1,239 (DGE, 1998, 2000).

Desde 1982 no se ha reportado ninguna defuncion por malaria en México
(Tellaeche, 1998). Sin embargo, no se descarta que al tiempo presemte o futuro se

presenten problemas de morialidad.

Una fase sexual y tres asexuales en Plasmodiuan.

El ciclo de vida de Plasmodium comprende una fase sexual sin muktiplicacién que
se ileva a cabo en el estomago (intesting medio} del mosquito Anopheles, y tres fases
asexuales con multiplicacion (Fig. 5). La primera fase asexual s¢ lleva a cabo en 13 pared
del estémago del insecto vector (esporogonia) dando lugar a los esporozoitos, y las dos
ultimas fases en el huésped vertebrado, dando lugar a los trofozoitos. La segunda fase
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asexual se lleva a cabo en Ias células parenquimatosas del higado (esquizogonia hepitica o
exo-eritrocitica), y la tercera fase asexual se lleva acabo en los globulos rojos de la sangre
(esquizogonia eritrocitica). Esta tercera fase se repite muchas veces y algunos pardsitos se
convierten en células sexuales inmaduras llamadas gametocitos, las cuales detienen su
desarrollo mientras s¢ encuentran en circulacion y son los que inictan €l siguiente ciclo

cuando son ingeridos por mosquitos anophelinos (Knell, 1991; Kettle, 1995),

Ciclo de vida de Plasmodium en el mosquito.

Cuando un mosquito Anopheles hembra ingiere la sangre de un huésped humano
con parasitos de malaria en la circulacion, los parasitos son ingeridos junto con ks sangre.
Dentro del estomago los parisitos asexuales son digeridos, mientras que los gametocitos
son activados por las condickones y factores presentes en el estomago del mosquito que
incluyen pH 8, una temperatuta de =27 ° C (Nijhout v Carter, 1978; Nijhout, 1979). El
" nucleo del gametocito masculing se divide en ocho niicleos, cada uno de los cualesse une a
un flagelo (exflagelacion), dando lugar a los gametos masculinos o microgametos, este
proceso toma un minuto o menos en condiciones apropiadas (Sinden et al., 1978; Sinden,
1983). El gametocito femenino madura formando un gameto femenino o macrogameto, La
fertilizacidn se lleva a cabo cuando el microgameto fertiliza al macrogameto, formando el
z2igoto. Durante las siguientes 18-24 h el zigoto realiza su diferenciacion y se convierte en
oocineto, de formma alargada y mévil, que ripidamente se dirige a la pared del estomago, la
atraviesa y se establece en 1a superficie exterior del mismo, formando una estructura celular
rodeada por una membrana eldstica llamada ooquiste, que gradualmente aumenta su

tamaiio. El nicleo del coquiste se divide repetidamente, dando lugar a los esporozoitos,



que son de forma alargada con un micleo central. Los esporozoitos maduran, adquieren
movilidad, rompen la pared del ooquiste ¢ invaden la cavidad hemocélica del cuerpo del
mosquito (en este momento no son infectives), se dirigen a las glandulas salivales ¢
invaden preferentemente las regiones distales de los Kbulos laterales y mediales, En las
glandulas salivales, los esporozoitos adquieren su virulencia, o se activan para producir la
enfermedad en el humano, provocando que el mosquito sea infectiva. Cuando ¢l mosquito
se alimenta de sangre humana, los esporozoitos son inyectados a través de la hipofaringe
del insecto junto con la saliva, pasando a la corriente sanguinea del huésped vertebrado en
cuestion de minutos, iniciando asi el desarrollo en este huésped. Se ha calculado que un
sOk ooquiste de P. falciparum puede producir y liberar cerca de 10,000 esporozoitos
(Kettle, 1995).

Ciclo de vida de Plasmodium en el humano.

Los esporozoitos que liegan a la corriente sanguinea del huésped humano entran al
higado en pocos minutos, a través de las células de Kupffer, invadiendo las células
parenquimatosas, donde rdpidumente se convierten en trofozoitos hepiticos, que crecen
aceleradamente, destruyen a su célula huésped, se dividen y forman esquizontes hepdticos
mukinucleados, en los cuales se desarrollan va‘rios miles de merozoitos invasivos, que
maduran, rompen su célula huésped y son liberados a los capilares hepdticos. Los
merozoitos en la sangre invaden a los eritrocitos en unos cuantos minutos. En la infeccién
por P. vivax, algunos esporozoitos que entran al higado no se desarrollan inmediatamente,
sino que se convierten en pardsitos “en estado latente” llamados hipnozoitos. Estos
permanecen por meses o incluso afios en este estadio hasta que empiezan a activarse y
causan las recaidas tipicas de la malaria producida por P. vivax. En el eritrocito, los
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merozoitos se convierten en trofozoitos eritrociticos que ingieren y digieren hemoglobina
acumulando pigmenta. Al continuar su desarrollo, el micleo de los rofozoitos se divide
pero sin que ocurra division celular, produciéndose esquizontes multinucleados, los cuales
finalmente generan de 8-16 merozoitas y en este pumto el eritrocito infectado se rompe y
libera los parasitos. Los merozoitos liberados invaden otros gldbulos rojos y se inicia un
nuevo ciclo en la sangre, Estos ciclos de multiplicacion en la sangre son los que causan las
crisis periodicas de la malaria ya que, cuando los esquizontes se rompen sincronicamente,
s¢ liberan pirdgenos en ia sangre, los cuales causan las crisis febriles, Después de varios
ciclos sanguineos, una proporcion de trofozoitos se transforma en gametocitos, los cuales
permanecen dentro del eritrocito en circulacion en la sangre, hasta que son ingeridos por un

mosquito (Knell, 1991; Lépez- Antufiano y Schmunis, 1993).

Signos y sintomas de ka enfermedad.

Los sintomas en £. vivax incluyen febres, sudoracion, dolor en las coyumturas,
dolor de cabeza, repetidos vomitos, y escalofrios. Los sintomas en P. falciparum son més
severos cuando s¢ presenta los simomas son acompaiiados de una severa apemis,
convulsiones y coma. La anemia severa es una de las causas de muertes en areas de intensa
trasmisién, principalmente en mujeres embarazadas. La UNICEF reconoce que la malaria
es una de las cinco mayores causas de monalidad en nifios menores de cinco ailos, la
agencia a hecho de la enfermedad una prioridad con apoyo a 32 paises, 27 de los cuales

estan eu Africa.
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Clase Insecta

El phylum mas grande ¢n el reino animal es el arthropoda, el cual conticne cerca del
80 % de las especies animales conocidas. Entre los miembros del phylum Arthropoda estin
los insectos, el grupo mds diverso entre todos los animales, con al menos | millon de
especies. Desde una perspectiva humana, la mayoria de los insectos son benéficos en la
naturaleza, aunque existen ciemos que son daiiings para el hombre, por transmitir

enfermedades mecdnica o biokigicamemte (Kettle, 1995).

Ademas de sus caracteristicas como anrépodo, es decir cuerpo segmentado y patas
articuladas, los insectos tienen otras caracteristicas especificas que los diferencian de otros
grupas coma som: su cuerpo de tres regiones cabeza, torax y abdomen, poseen un 56 par
de antenas en la cabeza, bos 0jos son compuestos algunos poseen ojos simples ademds de
los compuestas y ambos pueden estar presemtes. En el torax se encuentran tres pares de
patas y normalmente dos pares de alas, con la excepcidn del orden Diptera que posce solo
un par funcional. Los adultos poseen alas, que son extensiones primitivas del exoesqueleto
y estan localizadas en meso- y metatorax. Las partes bucales son muy variadas
dependiendo de su adaptacion al ambiente en que viven y del grado de evolucibn. El
sistema respiratorio consiste de una red traqueal que se ramifica, se inicia desde las pleuras
hacia el interior del cuerpo del insecto donde se ramifica y liega a los diferentes 6rganos a
través del cuerpo. La mayoria de los insectos tienen sexcs separados, presentdndose en
algunos grupos gemeraciones partenogenéticas, por ejemplo en los pulgones. El
crecimiento y mudas estdn controlados por hormonas (Sharp, 1970).

Orden Diptera
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Entre los dipteros estin muchos insectos de importancia médica y veterinaria, tales
come los mosquitos {Familia: Culicidae), moscas de la arena (Familia: Psychodidae),
moscas negras (Familia: Simulidae). Los dipteros tienen sok dos alas membranosas, el
segundo par de alas es reducido a unas estructuras parecidas a una protuberancia, los
balancines, que son usados para el equilibrioc durante el vuelo. El aparato bucal en los
dipteros hematofagos como Anopheles, ha evolucionado hasta liegar a ser alimemtadores

capilares, que penetran la piel (Lehane, 1991).

En el orden de los Dipteros existen tres subdrdenes: NematoCera, Brachycera y
Cyclomrhapta.  El suberden Nematocera se encuentran las familias de importancia meédica

Culicidae, Simulidae, Ceratopogonidae y Psychodidae (Lehane, 1991).

Familia Culicidae

Aproximadamente 3200 especics de Culicidae han sido descritas, y cada afio se
reconocen nuevas especies. Muchos de los miembros de la familia Culicidae, son
succionadores de sangre como los generos Anopheles, Aedes y Culex, Son gencralmeme de
3-6 mm de largo y algunos pueden llegar hasta los 9 mm. Las alas tienen escamas sobre las
venas. Poseen probdscide larga adaptada para succionar sangre y jugos de plantas. El
tOrax es mas amplio que la cabeza y el abdomen ¢s alargado. Las antenas son largas y
plumosas en los machos y cortas y con pocos pelos en las hembras. La larva es acusdtica
con cabeza, torax y abdomen bien definidos, y en el octavo segmento abdominal se
presenta el aparato respiratorio. [Existen tres subfamilias en la familia Culicidae:
Toxorhynchitinae, que no se alimentan de sangre; Culicinae, hemat6fagos, cuyos miembros

transmiten muchos arbovirus, como el dengue y nematodos filaricides y la tercer
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subfamilia, Anophelinae, hematofagos, cuyos miembros transmiten malaria y filarias

(Kertle, 1995; White, 1987).

Biologia del vector: Anopheles.

La morfologia externa es el criterio principal para reconocer el género y la especie
de estos mosquitos (Fig. 6). Diversas estructuras y manchas de las alas o patas son
cominmente utilizados para determinar la especie, aunque no son las (nicas caracteristicas
(Wilkerson y Strickman, 1990), Las hembras de Anopheles depositan sus huevos en la
superficie del agua y las larvas eclosionan de 36 a 48 hr. dependiendo de la terperatura. El
nimerg de huevos depende de la especie y €l tamafio corporal de la hembra. En un estudio
con Anopheles albimanus se presentd un promedio de 70.6 £20.7 huevos/hembra con un
rango de 28 a 121, mientras que An. pseudopunctipennis fue en promedio 90 t 50.3
huevos/hembra con rango de 15 a 290 en su primer ciclo gonotrdfico (Sumuhano, 2001).
El tamafio del mosquito es importante en la fecurdidad, en hembras chicas de An
albimanus con tamaiio alar de 2,74 £0.053 mm, €l promedio de huevos’hembra fue de 45
+7.7, pero las hembras grandes con longiwd alar de 3.054 1+0.52 mm, ovipusieron

significativamente mas huevos con un promedio de 92 +9.9 huevos’hembra (Sumuhano,

2001).

Mosquitos Arapheles puede diferenciarse de otros géneros desde la etapa de huevo.

23



teu, \

‘I’.-‘

Te-uy /

Figura 6. Mosquito anophelino hembra, vista lateral. AP: antepronoto; C- I, C-ll y
C-ll : coxa de ia pata anterior, media y posterior, respectivamente; Tr-L, Tr-ll y
Tr-I trocanter de la pata anterior, media y posterior respectivamente, Fe-1, Fe-ll y
Fe-lll fémur de la pata anterior, media y posterior respectivemante; Hi: balancin;
La: labelo; P; proboside; Mks: mesacatepisternon; Mn: mesopostnoto, MS:
estigma mesotoricico; Mts: metapisternon; Ppn: postpronoto; Ps: proepistemnan;
S-1-VIII: esternitos 1-VII1; Scu: escudo; Stm: escudete; Ta-lll 1-5: tarsdmeros 1-5
de la pata posterior; Te-1: trocdnter de la pata anterior; Tr-ll: trocinter de la pata
media; Tr-111: rocdnter de la pata posterior (Wilkerson et al 1990).
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Los anofelinos depositan sus huevos individualmente y cada uno de ellos tiene sus propios
flotadores, los huevos de Aedes son depositados individualmente pero carecen de flotadores
y los de Culex son depositados en grupo llamada “barquilla”. Las larvas de Anopheles
eclosionan del huevo utilizando una pequefia estructura parecido a “espina” que se
encuentra en la parte frontal de la larva, la ¢ual junto con movimientos de cuerpo v la
cabeza producen la ruptura de! huevo (Rodriguez et al, 1992). Una vez en el agua, las
larvas de Anopheles se posan paralelas justo debajo de la superficie del agua y respiran aire
atmosférico a través de un par de espirdculos en la parte posterior del abdomen, mientras
que los Aedes y Culex poseen un sifon respiratorio largo que les permite mantener su
cuerpo en una posicion aproximada de 45 © con respecto a la superficie del agua. Los
adultos anofelinos poseen palpos maxilares largos y estin situados a ambos lades de la
probdscide y son casi de la misma longitud que ésta iltima, tanto en machos como en las
hembras, mientras que en los mosquitos culicinos y aedinos la hembra posee palpos
maxilares cortos ademas los mosquitos anofelinos adultos descansan o se alimentan con el
abdomen casi perpendicular a la superficie, 8 diferencia de los culicidos y aedinos que
mantienen el abdomen en posicion paralela a la superficie cuando reposan o alimeman (Fig.

7) (Service, 1985; Kettle, 1995).

La probdscide de la hembra presenta estructuras que incliyen un labium que
termina en un par de labelas, un labrum-epifaringeo, una hipofaringe (con una bomba
faringeal), dos pares demtadas: las mandibulas y las maxilas (Fig 8), Todos estos
componentes, excepto ¢l labio, penetran la piel del huésped del que se alimenta. El térax
de los mosquitos adultas, tiene un par de alas, un par de balancines y seis patas. En la parte
delantera del torax se encuentran las dos glindulas salivales que poseen los mosquitos
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anofelinos, cada glandula consiste de tres Idbulos, dos laterales largos y uno central mds

corto, unidos por conductos que forman el ducto salival principal (Service, 1985).

El canal alimentario del mosquito adulto consiste de tres partes principales: intestino
anterior, intestino medio e intestino posterior. Cuando el mosquito se alimenta de sangre
¢ésta pasa directamente a la porcidn expandida del intestino medio, en donde se lleva a cabo
la digestion. Es el imestino medio el organo en el cual se desarrolla el Plasmodium, Los
tubulos de Malpighi se localizan en la unidn del intestino medio con el intestmo posterior,
su funcién es excretora. El recta se encuentra en el extremo distal del intestino posterior.
En los mosquitos, el abdomen tiene ocho segmemtos funcionales, y alberga los drganos
sexuales, en el macho los dos testiculos; en la hembra recién emergida los ovarios ocupan
una pequena parte de la cavidad abdominal, miemras que en las hembras gravidas los
ovarios ocupan una gran parte de esta cavidad. De cada ovario sale un oviducto, estos se
unen a un oviducto conmn, cuya porcidn distal se expande para formar el afriwm, dentro del
cual se abre el conducto espermético. Este conducte esta unido a ls espermateca, que es el
lugar donde se guardan los espermatozoides introducidos por el macho durante la copula.
Estos son suficientes para la fertilizacion de los huevos durante toda la vida de la hembra
(Fig. 9) (White, 1987),

Al nadar, las larvas de los anofelinos mantienen el cuerpo paralelo a la superficie
del agua en contraste a otros géneros que nadan inclinados con el sifon caudal hacia arriba.

La cabeza de la larva puede moverse 180° cuando busca su alimento, el cual toma con
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Figura 7. Diferencias entre los géneros Anopheles, Culex y Aedes. (Bruce-Chwan, 1985)
27



Labium

Labella
Maxila
Mandibula
Labrum epifaringeo

I

Figura 8. Anatomia de la proboscide de una hembra adulta (Bruce-Chwatt, 1985),

Figura 9. Seccion longitudinal de una hembra de mosquito
mostrando los sistemas digestivo y reproductor. Ac-G,
glandula accesoria; H-G intestino posterior; Ov oviducto; M-G
intestino medio; Pv proventriculo; D-D diverticulos dorsales;
Oe eséfago; Ph-P bomba faringeal; Ph faringe; S-D ducto
salival; S-G glandulas salivales; V-D diverticulo dorsal; M-T
tubos de malpighi; Ov-D oviducto comin; Sp espermateca
(Bruce-Chwatt, 1985). 28



ayuda de los pelos que tiene en la boca. Durante su desarrollo, la larva de Anopheles sufre
tres mudas sucesivas (ecdisis) dando lugar a cuatro estadios. Al final del cuarto estadio, la

larva muda y se transforma a pupa (White, 1987; Kettle, 1995)

La pupa tiene forma de “coma™, con cabeza, térax y abdomen, el cual tiene ocho
segmentos con un par de remos en la parte terminal. La pupa no se alimenta duranie su
vida, aunque a diferencia de la mayor parte de las pupas de otros insectos, presentan
movilidad y se mantienen en la superficie del agua para poder respirar a través de sus
trompetas respiratorias. Cuando termina su desarrolio, la pupa sufre metamorfosis y se

convierte en adulto o imago (Service, 1985).

Un mosquito Anapheles adulto tiene cabeza, torax y abdomen; la cabeza tiene ojos
compuestos muy promineates y un par de antenas, Los mosquitos recién emergidos
completan su desarrollo durame las 24-72 h siguientes (estadio teneral), maduran el aparato

digestivo, sus alas y el aparato reproductar (Clements, 1992).

Los machos de Anopheles se alimentan exclusivamente de néctares y jugos de
frutas, mientras que las hembras necesitan alimentarse de sangre para ¢l desarrollo de
huevos. Cuando se realiza la cdpula €l macho transfiere los espermatozoides a la hembrs,
la cuai los almacena en una estructura llamada espermateca. Inmediatamente después de la
copula, las gléndulas accesorias del macho producen una secrecidn que es depositada al
momento de la inseminacidn, en la cimara genital de la hembra, que evita posteriores
inseminaciones (Knell, 1991). Las hembras necesitan alimentarse de sangre, debido a que

contiene factores indispensables para el desarrollo de sus huevos. La sangre en el estdmago
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se concentra por eliminacion de agua durante la diuresis y es digerida en aproximadamente
tres dias, dependiendo de la especie de mosquito y temperatura ambiental, lo que lleva a la
produccion de huevos maduros (ciclo gonotrifico). El ciclo gonotrdfico se define desde el
tiempo de que ingiere sangre hasta la oviposicidn. Se ha observado que las hembras
oviponen entrando el atardecer y que posteriormente se ven estimuladas a ingerir sangre esa
misma noche. En Anopheles albimanus se encomtrd un ciclo gonotrdfico de dos dias
determinado en condiciones de campo mediame estudios de marcado, liberaciin y re-
captura (Rodriguez et al, 1992). Estudios de laboratoric han demostrado que An.
albimanus oviposita alrededor 70 (+ 20) huevos (rango de 28 a 121) en su primer ciclo
gonotrofico. La mayor cantidad de huevos ovipuestas por ung hembra de An. albimanus se

registro en un tercer ciclo con 147 (Sumuhano, 2001), En la fig 10 se muestra el ciclo de

vida de una hembra anophelina.

Una caracteristica muy importante que determina el papel que juegan los mosquitos
anofelinos como vectores de la malaria es la preferencia por hospederos. La mayoria de los
vectores mds importantes son aquellos que presemtan habitos antropofiigicos, esto es,
prefieren alimentarse sobre humanos. La seleccion de hospederos pudiera tener una base
genéticamente determinada, aunque debido a la naturaleza de la conducta hematofiigica la
seleccion ﬁatural favorece la no-especializacion por un solo tipo de hospedero, sino un
comportamiento oportunistico que dependa de la disponibilidad de los mismos, La mayoria
de los mosquitos se alimentan sobre huéspedes alternativos si la preferencia primaria es

inaccesible (Ammedondo-Jiménez et al., 1992).
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Anopheles albimanus

Descrito por primera vez por Wiedemann en 1820 en Santo Domingo, Republica
Dominicana, es el principal vecior de malaria a bajas elevaciones, menos de 506 msnm en
México y Cemro América. La distribucidn geogrifica de este vector comprende desde el
sur de los Estados Unidos de¢ América hasta el norte del Perd. En México se encuentra
presente en ambos litorales, por € litoral Pacifico desde Chiapas hasta los limites del estado
de Sinaloa y Sonora, por el litoral del Atlantico se le encuentra en Tamaulipas, Veracruz,
Campeche, Yucatan y Quintana Roo (Fig. 11) (Frederickson, 1993). En la Selva
Lacandona en el estado de Chiapas estd presente en alias densidades durante la época de
lluvia (mayo a octubre). De todos los anofelinos de América tropical, esta especie se cria
en los habitats mas diversos, como son: madrgenes de lagos, lagunas y pequefos arroyos,
zonas de drenaje, en zanjas y agua colectada en huellas de animales y pequeiias depresiones
del terreno. Las larvas prefieren zonas totalmente expuestas al sol, pero algunas veces se
encuentran en lugares sombreados (Faran, 1980). En un estudio llevado a cabo en el sur de
Chiapas, se observd que las larvas de An albimanus se encuentran asociadas a algas
planctonicas y negativamente asociadas con la akitud (Savage et al,, 1990). Durante la
época de secas, las larvas se encuentran restringidas a mirgenes de cuerpos de agua
permanentes, asociados a la presencia de plantas flotantes, particularmente Eickhornia
crassipes. Durante la época de lluvia las larvas de A albimanus se encuentran asociadas
con plantas emergentes, particularmente en zonas inundadas con Poaceae y Cyperaceas
donde existen concentraciones rclativamente elevadas de fosfatos (PO4). Por el contrario,
las larvas de esta especie son escasas en colecciones de agua donde abundan las algas
filamentosas, con altos niveles de sdlidos suspendidos totales y plantas del género Salvinig

(Savage et al,, 1990). En un estudio posterior se encontrd que altas densidades
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Figura 11. Distribucion geografica de Anopheles albimanus en México y Centro
América (Fleming, 1991).
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poblacionales larvarias estaban relacionadas a tres gémeros de plantas: Cynodon,
Echinocloa y Fimbrystilis, mientras que no se encontraron larvas en habitats con Salvinia y

Rhizophora (Rodriguez et al,, 1993).

El Concepto de metapoblacion

Muchas especies estan segmentadas en varias subpoblaciones, aisladas unas de otras
en varios grados, dependiendo de las barreras para la dispersidon y proximidad. En términos
generales esto se le conoce como metapoblacion (Pianka, 1994). La palabra por s{ misma
sugiere una poblacidn de poblaciones, con colonizacion y extincidn de poblaciones locales,
una metapoblacion se asemeja a los nacimientos y muertes de individuos en una poblacion
local (Hanski y Simberloff, 1997), quienes definieron la metapobiacién como un grupo de
poblaciones locales dentro de un drea grande, donde tipicamente es posible la migracion de
una poblacion local a gtros parches”. Entonces una metapoblacion es una coleccion de
poblaciones locales relativamente aisladas, espacialmente distribuidas, umidas por la
dispersion ocasional eotre las poblaciones. Estas relativamemte largas distancias de
dispersidn pueden ser infrecuentes, pero deben ocurrir Io suficiente para proveer individuos
para la recolonizacion de la poblacion, que ha sufrido extincion local. La metapoblacién
regional persiste ante la extincién local precisamente debido a la suficiente dispersion entre
las poblaciones. Si la dispersién entre las poblaciones es muy frecuente que la extincion
local de la poblaciéon no ocurre, el concepto de la metapoblacién es superfluo, y la
poblacién regional es mejor emendida como una simple y unica poblacidn espacialmente
distribuida. Por otro lado, si la dispersién es poco frecuents, la metapoblacién regional oo

puede persistir y se extinguird.



Wright (1943) define al modelo infinito isla como un modelo de "paisaje neutral"

que asume igual tamafio poblacional e igual intercambio de migrantes entre todas las

poblaciones. El modelo metapoblacion en su inicial definicién (Levins 1970), fue un

modelo demogrifico que describe a un grupo de poblaciones que exibe eventos de

existincion y que se coloniza nuevamente por nuevos colonizadores. Un tercer modelo es

el modelo paisaje que describe o toma en consideracion el mosaico de habitats que

describen al paisaje. Este modelo puede ser descrito como un modelo de metapoblacion en

el cual se describen poblaciones conectadas dentro de un 4rea determinada. Este modelo

podria utilizar informacién espacial para estimar la probabilidad de migraciéon y/o flujo

génico asociado con cambios dentro y entre diferentes tipos de habitats (Harrison and

Taylor 1997, Wiens 1997).

Modelo infinito de Isla Modelo metapoblacién
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Fig. 12. Tres diferentes clases de modelos que podria ser utilizado para describir el flujo

génico entre poblaciones (Sork et al., 1998).
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JUSTIFICACION

En la mayoria de las especies existen variaciones geograficas tanto en la morfologia
como en la constitucion genética. El grado de la variacion geografica s el resultado del
balance de fuerzas que tienden a producir diferenciacién penética local y respecto a la
migracion de Jos individuos, fuerzas que tienden producr homogeneidad genética
Estudios sobre la estructura genética poblacional en anofelinos son cada vez mas
abundames, con el desarrollo de la nueva tecnologia de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y avances en el conocimiento del DNA combinante. Mediante métodos
indirectos, es posible calcular ahora el nivel del flujo de genes en poblaciones naturales de
cualquier especie, incluyendo a An albimanus. El conocimiento de los movimientos
migratorios de mosquitos entre poblaciones, podria ser Gtil en la planeacion de estrategias
de control que pudieran resolver los problemas actuales que las campafias de control de
paludismo enfrentan, emtre ellas el desarrollo de poblaciones de An. albimanus resistemes a
diversos insecticidas y desarrollo de cepas de Plasmodium resistentes a los medicamentos,
Este conocimiemo sobre el flujo genético, podra ademas ayudar a sentar las bases para un
futuro control genético de mosquitos, utilizando insectos alterados genéticamente que
pudieran ser refractarios a la infeccion con Plasmodium. De liberar mosquitos
transgénicos, €l conocimiento de la magnitud de sus movimientos migratorios podria
ayvdar a establecer la frecuencia y distancia Optimas donde podrian ser liberados los
MOSqUItos transgénicos e implantar esta caracteristica en la poblacion. También se podrd
entender la dindmica de transmision de paludismo en el plano costero, donde An. albimanus

es abundante y el movimiento de poblaciones o individuos resistentes a insecticidas.
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OBJETIVO GENERAL:

Establecer el nivel del flujo de genes en poblaciones vecinas y separadas
geograficamente de 4n. albimanus asociadas a diferentes agroecosistemas del sur de
Chiapas y en México, mediante marcadores fenotipicos: Resistencia a insecticidas y
genotipicas: DNA polimdérfico amplificados aleatoriameme por la reacciin en cadena de la
polimerasa (siglas en ingles: RAPD-PCR).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la variacion fenotipica intra e interpoblacional de An. albimanus usando
niveles de resistencia a insecticidas.

2. Establecer la distancia genética intra € Interpoblacional de An. albimanus usando
marcadores RAPD-PCR.

3. Establecer la magnitud del flujo de genes en poblaciones vecinas y aisladas
geogrificamente.

4. Establecer la distancia peogrifica minima en la que el flujo de genes es

restringido/interrumpido en An. albimanus.
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FLUJO DE GENES DE ANOPHELES ALBIMANUS EN CHIAPAS, UTILIZANDO
COMO MARCADOR FENOTIPICO: RESISTENCIA A INSECTICIDAS.
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RESUMEN. Se determind la susceptibilidad a insecticidas en Anopheles albimanus
Wiedemann (Diptera:Culicidae), mediante pruebas estindar de la Qrganizacién Mundial de
la Salud y por los ensayos bioquimicos de acetilcolinesterasa insensible (AChE), a y f§
esterasas, paranitrofenilacetato (PNPA), glutation s-transferasa (GST) y monoaxigenasas,
en cinco agroecosistemas del sur de Chiapas (banano, cultivos mixtos, cafia de azicar,
reserva ecologica y ganada). Se realizaron capturas en cebo humano intra y peridomicilio,
corral de ganado vacuno y trampa animal. Los insecticidas probados fueron el
organoclorado DDT y los piretroides sintéticos deltametrina y ciflutrina. Aropheles
albimanus preseatd elevada resistencia al DDT en todas las dreas de eswdio, con
mortalidad promedio del 21 al 50 %. La susceptibilidad de An albimanus hacia la
deltametrina fue variable, presentando la menor mortalidad en la zona de banano 75%,
miemtras que en las otras zonas la mortalidad fue mayor al 85 %, la mayor susceptibilidad
fue en el area de ganado (92 % de mortalidad). La menor susceptibilidad de An albimarus
a la ciflutrina se presentd en la zona de banano (50 % de monalidad) y mayor
susceptibilidad en la de ganado (84 % de mortalidad). Las pruebas bioquitmicas mostraron
elevados titulos enzimaticos en la zona de banano, pero disminuyeron significativamente a
partir de la zona de cultivos mixtos hasta la zona de ganado. Tanto las pruebas de
susceptibilidad como las pruebas bioquimicas muestran una elevada resistencia al DDT,
deltametrina y ciflutrina en la zona de banano en An. albimanus. Como la susceptibilidad
es discontinua dependiendo del agroecosistema se deduce que el movimiemo de individuos

resisiemtes a los insecticidas es limitado.
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INTRODUCCION

La resistencia a insecticidas en los grupos de insectos vectores de enfermedades, ha
sido un problema creciente (Brogdon y McAllister, 1998), debido a intensas y sostenidas
aplicaciones de productos quimicos en €l ambiente, inclusa de aquellos cuyo propdsito de
aplicacion no ha sido el ataque a insectos vectores, aumentando la proporcidn de genes de

resistencia en la poblacién de insectos (Raymond et al., 1998).

El DDT fue introducido para €l control de mosquitos en 1946, pero ya desde 1947
se habian reportado los primeros casos de resistencia en Aedes tritaeniorkynchus y Ae.
solicitans (Brown, 1986). Igualmente, en México el DDT se ha aplicado desde finales de la
década de 1940, con reportes de resistencia al mismo a partir de los 1950, Sin embargo, su
aplicacidn fue exitosa en el control del paludismo (Loyola et al. 1990) hasts que fue
descontinuado en 1999. En el caso de otros insecticidas, como el malation o propoxur, la
aparicidn de resistencia a los mismos ha sido atribuida como uno de los problemas técnicos

mas importantes en los programas de control de paludismo de Centroamérica

(Frederickson, 1993).

Con el uso ilimitado de insecticidas para el control de plagas en la agricultura, los
vectores de enfermedades, aunque no son el blanco de aguellos imsecticidas, han estado
sujetos a presion de seleccion, donde soio sobreviven aquellos individuos com genes

favorables para las condiciones de su hébitat (Henao y Corey, 1991). Como consecuencia,
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el espectro de resistencia en An. albimanus a los insecticidas ha sido ampliado a todos los

grupos toxicologicos de insecticidas (OMS, 1986).

En estudios previos en An. albimanus realizados entre 1989 — 1990 en el Centro de
Investigacién de Paludismo, se encontro susceptibilidad completa (> 98 %) al carbamato
bendiocarb, susceptibilidad intermedia (mortalidad 80 — 98%) al piretroide sintético
dehametrina y resistencia (mortalidad < 80%) al DDT (Fuentes-Maldonado, 1992). En otro
estudio mas detallado se realizaron pruebas de susceptibilidad con los cuatro grupas de
insecticidas, pero esta vez s¢ agruparon los mosquitos por agroecosistemas, que fueron:
bananq, cultivos mixtos y ganado. Los resultados mostraron variabilidad geografica en la
susceptibilidad con mayor resistencia ¢n el area de banano comparativamente con las dreas

de cultives mixtos y ganado, para los insecticidas DDT y deltametrina y ciflutrina (Malo-

Garcia, 2000).

En el presente estudio se determind la resistencia a los insecticidas DDT,
deltametrina y ciflutrina mediante pruebas de susceptibilidad. También se realizaron
pruecbas bioquimicas para determinar los niveles de las enzimas responsables de la
resistencia y observar donde se dan las discontinuidades de las poblaciones resistentes o
susceptibles. Las variaciones en la resistencia nos proporcionaron informacion sobre la

migracion de individuos entre los diferentes agroecosistenmas analizados.
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IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

Los insecticidas han sido y continuaran siendo por mucho tiempo el arma principal
de los programas globales de control del paludismo (Schoof y Taylor, 1972), por ko que el
fenomeno de resistencia a insecticidas en los vectores de enfermedades ha tenido un
importante impacto sobre los diferentes programas de salud, obligando a cambiar las
estrategias de control de muchas especies (Organizacion Mundian d e la Salud, 1986). Se
define la resistencia como una caracteristica heredada que otorga una mayor tolerancia a un
plaguicida o grupo de plaguicidas, de tal modo que los individuos resistentes sobreviven a
una concentracion del compuesto (o compusstos) que normalmente seria mortal para 1a
especie (Hemingway et al., 1992; WHQ, 1992). Sobre la base de esta definicion, s¢ puede
considerar que la proporcion de sobrevivientes (em primer término betergcigotos, pero
incluidos los homocigotos a medida que progresa la seleceion), refleja la frecuencia del

gene 0 los genes que codifican para mecanismos particulares de la resistencia, y por

consiguiente, confieren resistencia.

Los insecticidas han side utilizados intensivamente para el control de la poblacion
de insectos durante los ultimos 50 afios y muchas especies de insectos han desarrollado
resistencia a algunas familias de insecticidas. Esta resistencia es debida principalmente a
dos mecanismos: la mutacion de la proteina objetivo del insecticida (llevando a una
disminucion en su afinidad concerniente a la familia de insecticida), ¥ por incremento en la
detoxificacion. Recientes estudios moleculares sugieren que las mutaciones que confieren
resistenicia son raras y algunas veces eventos unicos de cualquier especie dada, La amplia

distribucion geografica de algunos de estos genes puede entonces tnicamente ser explicado
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por el balance entre migracion y seleccion a nivel poblacion (Pasteur y Raymond, 1996).
Esto adquiere mayor relevancia cuando se considera que los insectos poseen la capacidad
de desarrollar resistercia hacia compuestos relacionados entre si, independientemente de
que esté primariamente dirigido hacia ellos. De esta manera, muchas especies de
mosquitos de importancia medica han desarrollado resistencia a insecticidas, al entrar en
contacto con compuestos dirigidos contra insectos de importancia agricola (Organizacion

Mundial de la Salud, 19386; Hemingway et. al., 1987).

Resistencia a insecticidas y flujo de genes

El {lujo de genes y la distribucidn geografica de poblacion, son factores utilizados
predecir la tasa de desarrollo de resistencia. Estudios empiricos han proporcionado
evidencia de que la migracion contribuye & la dispersion de genes de resistencia a
insecticidas. A pesar de las limitaciones pricticas del flujo de genes estimado en manejo de
resistencia, la resistencia a insecticidas ofrece la oportunidad para explorar procesos de
seleccién y adaptacién en diferentes medio ambientes. Los patrones de variacion de
resistencia dentro y emtre poblaciones de insectos son una funcidn de¢ parimetros
poblacionales primarios, movimiento de insectos y régimen de aplicacién de insecticidas.
Para muchas especies, la variabilidad es mayor entre que dentro de poblaciones, Jo cual
puede ser atribuido a las diferentes presiones locales de seleccidn como patrones de
rociado, cantidades de insecticida vertidos, grupos quimicos, etc. (Roderick, 1996). Otros
estudios han revelado que la ecologia del insecto influye en la exposicion a los plaguicidas

agricolas; en consecuencia, hay que tener en cuenta estos aspectos al tomar decisiones
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sobre estrategias macionales para el empleo de plaguicidas en los programas de salud
pablica (WHQ, 1992).

La determinacion de la resistencia a insecticidas mediante pruebas de
susceptibilidad y pruebas bioquimicas en diferentes condiciones de uso del suelo nos
proporcionara informacion primeramente sobre los efectos locales de los insecticidas en
areas altamente tratadas en comparacion con areas com poca o nula aplicacion de ellos, e

indirectamente sobre la migracion o flujo de genes de resistencia a insecticidas procedentes

de areas de resistencia hacia dreas susceptibles.
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ANTECEDENTES

El comité de expertos de la ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD en
biologia de las vectores y lucha antivectorial, se ha reunido por mueve ocasiones desde
1956. En estas reuniones s¢ han examinado la evolucion de la resistencia, sus
consecuencias y las medidas apropiadas para contrarrestarla, Ademads de la resistencia, los
problemas operativos y de gestion, jumto conm la modificacibn del medio y los
desplazamientos de poblaciones, han contribuido a las tendencias desfavorables en la
transmisién de las enfermedades. En la actualidad, mas de 250 millones de personas estin
infectadas con paludismo, También estd aumentando 1a importancia de otras enfermedades

transmitidas potr vectores como el dengue, tanto por su extension geografica como por el

numero de individuos infectados (WHO, 1992).

En gereral, el criterio para definir la presencia de resistencia, ha sido la
supervivencia del 20% o mids de los individuos sometidos a emsayos con las
concentraciones de diagnostico actualmente conocidas de los plaguicidas cominmente

disponibles, usando los estuches de ensayos de la ORGANIZACION MUNDIAL DE LA
SALUD (Fig. 6) (WHO, 1992).

El fendmeno de resistencia no es exclusivo de los paises en desarrollo, sino que se
ha generalizado en todo el mundo. En América Latina, el efecto de ia resistencia en 4n.
albimanus y An. pseudopunctipennis Theobald ha sido sumamente grave y ha creado la
necesidad de efectuar frecuentes cambios de insecticidas, causando Serios problemas en las

operaciones que se realizan en diversos paises (Organizacion Mundial de la Salud, 1980),
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Se ha comprobado la resistencia a uno ¢ mds insecticidas en los cuatro vectores de
paludismo en las Amérika: An. albimanus, An, pseudopunctipennis, An. darlingi Root y An.
vestitipennis Dyar & Knab, especialmente en zonas muy tratadas con insecticidas (Suarez,
1990; Brown, 1986; Loyola et al., 1991). En algunos paises se ha abandonado el uso de los
organoclorados. En México se han evaluado insecticidas como 1a ciflurina, bendiocarb, y
deltametrina (Arredondo-Jiménez et al., 1993a) y lambdacialotrina (Villarreal et al., 1995),
como nugvas alternativas al uso del DDT y con el fin de que sean redituables, se aplicaron

mediante la técnica de bajo volumen (Arredondo-Jiménez et al., 1993b)

Clasificacion de Jos insecticidas por uso en salud piblica y ejemplos.
Por su estructura quimica y al uso en salud publica, los insecticidas se clasifican en

cuatro grupos: organoclorados, organofosforadaos, carbamatos y piretroides (Pant, 1988).

Organoclorados: ejemplo: DDT, lindano, dieldrin. A
Propiedades: baja volatilidad, quimicamente estables, solubles en lipidos, lento

grado de biotransformacion y degradacion. Todos los compuestos que pertenecen a este

grupo se caracterizan por:

1) La presencia de carbom, cloro, hidrogeno y algunas veces oxigeno, incluyendo un

mimero de enlaces C-CL

2) La presencia de carbones ciclicos (incluyendo anillos bencénicos)

3) La ausencia de sitios activos en la mokécula

4) Son apolares y lipofilicos (se fijan en tejido graso)

DDT [1,1,1 trcloro-2,2bis (paraclorofeni]) etano] OMS16
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El DDT es el insecticida orginico mis conocido y ampliamente usado, fue
primeramente sintetizado por Othmar Zeidler en 1874, un estudiante Austriaco, pero sus
propiedades insecticidas las descubrié el Dr, Paul Muller entre 1940 - 1942, EL DDT es un
polvo blanco con un ligero olor, Insoluble en agua pero soluble em muchos solventes
organicos. La principal via de acceso al interior del insecto es a través de los lipidos de la
cuticula.

Es un insecticida de accidon neurotoxica, ¢l cual afecta la funcion nerviosa por los
mecanismos: (1) inactivacion del cierre del canal de sodio idnico, (2) reduccidn del
transporte de potasio inico a través de fos poros, (3) inhibicidn de las enzimas ATPasas
dependientes de Na"K" y Ca® Mg”", y (4) inhibe la habilidad de la calmodulina para regular
cantidad de i0n Ca2+ en el citosol, esencial en la libracion de neurotransmisores. Todo esto
ocasiona que el potencial de accion del impulso nervioso sea extendido de su duracion
normal, retrasando la repolarizacion post-potencial de 1a célula de 10 mseg hasta 30 mseg
{Echobicon, 1996). El impulso nervioso espomtineo se transforma en una serie comtinua

después de la aplicacion del DDT (Lagunes y Rodriguez, 1989).

Organofosforados;

Ejemplos: Malation, temefos, metil-pirimifos, fention, clorpirifds, temefos,

Propiedades: Se llaman asi porque quimicamente son diferentes formas de fosfatos.
El primer producto fue descubierto por el alemdn Gerhard Schrader em 1934. Los
insecticidas organofosforados, normalmente son ésteres derivados de los acidos fosforicos,
fosforatioco, fosforoditioico, fosfonotioico, que a veces tienen grupos amidas o tiol. La
mayor parte son solo ligeramente solubles en agua y tienen un alto coeficiente de particion
aceite / agua y baja presion de vapor. Con excepcién del diclorvos, la mayoria de los
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insecticidas organofosforados tienen baja volatilidad. La principal forma de degradacion en

el ambiente es la hidrolisis.

Malation [S-€ster con O, O-dimetilfosforoditioato de dietil mercaptosuccinato] (OMS 1)

Organo fosforado con actividad insecticida y acaricida, de amplio espectro.

Es un liquido transparente amarillo claro, con un olor semejante al mercaptano,
soluble en la mayor parte de los alcoholes, ésteres solventes aromiticos y cetonas.
Ligeramente soluble en éter de petroleo. Es eslable durante periodos muy prolongados de
tiempo, siempre que las condiciones de almacenaje sean adecuadas. Se recomienda
almacenar a temperaturas de 20 a 25 °C.

El malation es uno de los insecticidas mas seguros, con una DLsg de 900-5,800 mg
/ kg. Es detoxificado por €l higado en los mamiferos, Este insecticida mata por contacto,
estomacal y por accion fumigante. Presemta selectividad debido a la presencia de grupos
carboxilo, su funcidn principal es inhibicion de la acetilcolinesterasa, enzima esencial en la
funcién del sistema wnervioso, al actmar coma sustratos falsos competidores del
newrotransmisor acetilcolina, ocasionando que se perpetue el impulso nervioso por
permanecer el neurotransmisor en el espacio siniptico, presentando la corndicion de
newrotoxicidad retardada inducida por organofosforados. La forma mas comun de

biotransformacion es por hidrélisis en insectos y mamiferos.

Carbamatos:

Ejemplo: Propoxur, bendiocarb, carbaril,

El desarrollc de los insecticidas carbamatos se basé en la estructura de la
fisostigmina (cominmente llamada eserina). Esta sustancia es el principal alcaloide de la
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planta Physostigma venenosum Balfour, El grupo de los carbamatos corresporxe en su
mayor parte a derivados del dcido N-metil-carbamico. Los carbamatos empleados como
insecticidas tienen baja presion de vapor y baja solubilidad en agua; son moderadamente
solubles en benceno y tolueno y lo son mas en metanol y acetona. La biotransformacién se
realiza a través de tres mecanismos bdsicos; hidrolisis, oxidacion ¥ conjugacion. La

eliminacion se hace principalmente por via urinaria.

Propoxur [(2-isopropoxiphenyl N-metil carbamato)] (OMS 33)

Carbamato con accion insecticida

Es un insecticida no sistémico de amplio espectro, con actividad por ingestién y
contacto, efecto de choque y accion persistente (larga vida residual), soluble en tedos los
solventes organicos pelares. Estable en condiciones nommales de almacenamiento.
Susceptible de hidrolizarse en medio alcalino fuerte. Es activo sobre numerosas plagas
domésticas. Cabe destacar, ademis de su rapidez de accion, el efecta expulsivo (saca los
insectos de sus escondrijos, cucatachas, chinches, grillos, eic.), imterfiere la transmision de
los impulsos nerviosos por inhibicién de la colinesterasa, al igual que los organofosforados,

aunque la union con la acetilcolinesterasa es menos duradera.

Piretroides:
Ejemplos: Dehametrina, permetrina, cipermetrina, ciflutrina, lambdacihalotrina.
Todos los insecticidas piretroides son ésteres de acidos carboxilicos (excepto un
grupo de ésteres de oximas, alin no explotados comercialmente) compuesto de tres partes

(mitad carboxilicos, enlace éster y mitad akohdlica) y generaimente no tienen mds de tres
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centros quirales, localizados en los carbonos 1 y 3 del anilla del ciclopropanc y en el

carbono de la mitad alcohélica

Deitametrina  [(8) o-Ciano  (3-fenoxifenil) metil 32,2-dibromoetenil)-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato] ( OMS 1998)

Piretroide simético con actividad insecticida muy superior a las piretrinas naturales,
no sistémico que actua a dosis muy bajas por contacto e ingestidn, es poco residual y tiene
cierta actividad repelente. Es un sdlido blanco, incloro, es poca polar lo que le confiere
baja solubilidad en agua y en otros solvemtes hidroxilo, estearicamente estable en
condiciones normales de almacenamiento, no se observa degradacidn a los 2 afios a 40 °C,
es mds estable en medio acido que en alcalino y afecta al sistema nervioso.

El modo de accion de la deltametrina es similar al del DDT aunque la afectacion del
potencial de accién puede durar hasta 30 seg. Especificamente, la exposicidn a piretroides
afecta (1) el cierre del canal de sodio, (2) inactivacion de la ATPasa dependiente de
Ca®*Mg®* , (3) enlace a los receptores GABA en ¢l canal de Cl-, y (4) inhibicion de la
calmodulina que captura los iones Ca®* libre, provocande que aumente su concentracion e

induzca la liberacion constante de neurotransmisores (Echobicon, 1996).

Uso intradomiciliar del DDT para ¢ control del Paludismo

E1DDT es una herramienta, para el control de algungs vectores de paludismo, pero
no es 1til en todas las condiciones. Por ejemplo, el DDT fue notablemente efectivo comtra
anofeiinos de todo el mundo, tanto en Europa, Norteamérica, Asia, Africa, como Centro y
Sudamérica. Por ejemplo, An. darlingi en Sudamérica y Ana. funestus Giles en Africa, como
dichas especies pican en el intradomicilio y reposan en las paredes antes y después de picar
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y de paso ain no presentan resistencia al DDT, su comtrol par €l uso del DDT es posible,
Por otro lado, algunos vectores como An. nuncztovari Gabaldon son exofilicos y
gercralmente pican en el exterior de las casas. Ningun (ratamiemo con insecticidas
aplicado a las paredes es efectivo si el vector es exofilico y exofagico. Antes de que las
autoridades responsables del consrol de paludisma consideren el uso de un tratamiento
residual en las paredes de las casas (con DDT, piretroides o algin otro), se necesita realizar

estudios sobre los hibitos del vector responsable de la transmision (Rozendaal, et al,

1939).

El DDT tiene un efecto de éxito-repelencia sobre algunas especies de Anopheles,
caracteristica que se cree es una de las razooes que lo hace efectiva en romper el ciclo de
transmision de la malaria, si la transmision se realiza en el inmra-domicilio. Esto fue
observado en los inicios del uso del DDT por Metcalf et al. (1945) en An. quadrimaculatus
Say. Recientemente, Loyola et al. (1990) y Arredonda-liménez et al. (1993a), encontraron
que el DDT es efectivo para controlar el paludismo, a pesar de que ha sido aplicado en

zonas en donde aparentemente los anofelinos son muy resistentes a dicho insecticida.

Los compromisos contraidos por los acuerdos paralelos al tratado de libre comercio
para Noreten¥rica, especificamente €l acuerdo para la cooperacion ambiental, enlisto entre
sus sustancias peligrosas al DDT, por lo que el pobierno de México se comprometi6 a
descontinuar su uso en programas de salud publica para el 2006. No obstamte, a panir de

2000, no se usa mas dicho insecticida en México.

Modo de Accion de los Insecticidas.
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Una vasta mayoria de los insecticidas quimicos ejercen accion neurotdxica al actuar
sobre uno o varios sitios del sistema nervioso de los insectos, dafiando la funcién normal de
las neuronas. La magnitud de tales dafios en el insecto u otro sistema biologico depende de
la dosis de insecticida a la que es expuesto. El sistema nervioso es una de las porciones
mas susceptibles y vulnerable del cuerpo de los organismos superiores. Los insectos
poseen un sistema nervioso central bien desarrollado, parecido en organizacion con el de
los mamiferos. Afortunadamente se han invemado compuestos que puedem actuar
sclectivamente sobre los insectos sin dafiar a los animales benéficos, ni al hombre. Los
insectos poseen ciertos aspectos de su sistema nervioso que los hacen diferemtes a los
mamiferos, por ejemplo los insectos no presentan una cubierta protectora en las
terminaciones nerviosas, lo que los hace sitios vulnerables a la accidn de quimicos,
mientras que los mamiferos presemtan relativamente muy pocos sitios vulnerables. Las

diferencias son de gran interés no sdlo desde ¢l punto de vista econdmico y de control sino

bioquimico (Matsumura, 1985).

Los insecticidas organoclorados y los piretorides sintéticos sun venenos axdnicos,
mientras que los arganofosforados y los carbamatos son venenos sindpticos. E1 DDT afecta
la permeabilidad de los iones K* reduciendo el transporte de K' a través de la membrana.
El DDT altera los canales poro a través del cual pasan los iones de Na', estos canales sc
activan npommalmente (se¢ abren) pero una vez abiertos son inactivados (cerrados)
lemamente, por eso interfieren con el transporte activa de Na* fuera del ax6n mervioso
durante la repolarizacién. El DDT inhibe a la adenosin trifosfatasa (ATPasa),
particularmente al Na', K* -ATPasa y Ca® -ATPasa que juega um papel vital en la
repolarizacidn neuronal. El DDT también inhibe a la calmodulina, un mediador de cakio
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Las rutas primarias de resistencia a insecticidas en todos los insectos sou la
alteracion en el sitio de accion del insecticida 0 cambios en la tasa en la cual el insecticida

es detoxificado (metzbolismo incrementado), y penetracion reducida (OMS, 1936; Pant,

1988; Hemingway et al., 1998),

Alteracion en €l sitio de accion

También conocida como resistencia al sitio de accion, es cuando el insecticida no se
une al sitio de accién. Se conocen al menos tres sitios los cuales desarrollan akeraciones,
que resuitan en resistencia a insecticidas: acetilcolinesterasa insensible (AChE), proteinas

de canales de Na® alteradas y receptores GABA.

Acetilcolinesterasa inseusible (AchE)

La acetilcolinesterasa estd biem establecida como um blanco primario para
insecticidas, comenzando con los primeros organofosforados en los anos 40s hasta los
carbamatos. En Turquia, An. sacharovi, después de 30 afios de exposicion a diversos
insecticidas como DDT, dieldrin, malatién, y pirimifos-metil, para el control de malaria,
desarrollo resistencia basada en acetilcolinesterasa alterada, la cual confind resistencia

cruzada contrs organofosfarados y piretroides (Hemingway et al, 1992).

Protcina del canal de Na+ alterada

Los canales iOnicos son los sitios primarios de accién de algunas clases de
compuestos insecticidas naturales y sintéticos. El canal de sodio sensitivo al voltaje es el
mayor sitio de acciéon del DDT y piretroides (Bloomquist, 1996). En Ar gambiae se
demostro la existencia de un importante mecanismo de resistencia a piretroides debido a la
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modificacion en la puenta de voltaje en la proteina de los canales sodio, recientemente
asociada con mutaciones del tipo para en el gene del canal de sodio (Martinez- Torres et
al., 1998), y en Drosophila melanogaster s¢ aso<id el gene para con la resistencia al DDT y
pirerroides (Pittendrigh et al, 1997). Como el DDT y los piretroides actlian sobre estos

sitios, se puede desarrollar la resistencia cruzada (Williamson et al,, 1996).

Insensibilidad nerviosa, resistencia al desribo “kdr™.

El canal de sodio sensible al voltaje es generalmente registrado como el sitio
primario del DDT e insecticidas piretroides, y ha sido implicado ampliamente en los
mecanismos reportados de insensibilidad nerviosa hacia estos compuestos. Este fenomeno
ha sido expresado como resistencia al derribamiento (kdr) y ha sido mejor caracterizado en
la mosca doméstica donde algunos alelos putativos, incluyendo el factor mds potente super-

kdr, han sido identificados (Williamson, et al., 1993).

Alteracion en los receplores GABA

El complejo receptar acido ¥ - amino butirico (GABA) es esencial para la toma de
iones cloro por las neuronas. Los canales cloro han sido propuestos comm el sitio blanco
primario para insecticidas ciclodienos y aunque el uso de esta clase de insecticidas estd en
decadencia, este receptor permanece ¢omo um blanco importante para los ouevos
insecticidas. La resistencia a ciclodienos se ha desarrollado en alrededor de 300 especies y
en todos los casos estudiados detalladamente parece ser debido a un mecanismo genético

individual confiriendo insensibilidad nerviosa. El bloqueo de GABA resulta Gnicamente en
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un bloqueo parcial de la repolarizacion de la neurona y un estado de excitacion

incontrolabie (Ecobichon, 1996).

Metabolismo incrementado

Se le conoce también como mecanismos detoxificantes, son enzimas responsables
de la detoxificacion de xenobidticos en organismas vivos (Brogdon y McAllister, 1998).
Estas enzimas son transcritas por miembros de largas familias multigénicas de esterasas,
glutation S- transferasa (GST) y oxidasas dependientes del Citocromo P450 y estin
involucradas en la detoxificacion de los cuatro mayores grupos de insecticidas. Estas
enzimas actian metabolizando répidamente el insecticida a productos no-tdxicos, o par un

rapido enlace y ligera accion del insecticida (secuestracion) (Hemingway et al., 1998).

Esterasas

Por lo general las esterasas confieren resistencia a los oryanofosforados y
carbamatos, aunque también actian como mecanismo secundario hacia los piretroides. En
Venezuela, s€ reportd un incremento en la resistencia debido a esterasas no especificas y
enzimas gxidasas, en Ae. aegypri hacia los insecticidas: temefos, malatidn y pirimifos-metil
(Mazzarri y Georghiou, 1995). Los mecanismos de evolucion, en respuesta a los fuertes
cambios en el ambiente son mediados por la sobreproduccién de esterasas, las cuales se han
involucrado en resistencia 8 organofosforados en el mosquitc Culex pipiens. A nivel del
gene, s¢ involucran dos mecanismos genéticos, que son: la amplificacion del gene y la
regulacion del mismo (Raymond et al., 1998). El mayor mecanismo de resisiencia a

organofosforados en mosquitos del género Culex fue debido al incremento de una 0 mas
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esterasas. El mecanismo general de este tipo de resistencia es la amplificacion de genes

estructurales (Hemingway y Karunaratne, 1998).

Glutation S-transferasa
Es la alia actividad de la enzima DDT deshidroclorinasa (glutation-S-transferasa,
GST) la responsable de la conversion del DDT a DDE, el cual mucho menos toxico

(Brogdon y Barber, 1990; Prapanthadara et al., 1995).

Oxidasas dependientes del Citocromeo P450

Las monooxigenasas han sido descritas principalmente como responsables de la
resistencia hacia los insecticidas piretroides. En Cx. quinguefasciatus Say del Oeste de
Africa se encontré que la resistencia a la permetrina fue parcialmente debida a las
monooxigenasas (Chandre et al., 1998). En Boophilus microplus colectadas en México se
encontr( que la resistencia a piretroides por una parte fue debido a una mutacién tipo Kdr y
por otro lado se involucraron esterasas y sistema de enzimas citocromo P450 (Miller et al.,
1999). En otro estudio se observé en Cx. quinquefasciatus de Colombia una elevada
resistencia hacia organofosforados y a los piretroides: deltametrina y permetrina, en este
caso se involucré a las oxidasas de funcién multiple como responsables de la resistencia a
organofosforados y piretroides y a esterasas inespecificas como las responsables de

resistencia a organofosforados (Bisset et al., 1998).

PENETRACION REDUCIDA
La penetracion reducida del insecticida ha sido mencionada como mecanismo de

resistencia, ya que el grado de adsorcion es un determinante importante en la toxicidad del
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1al modo que se requiere la confirmacion ya sea repitiendo el ensayo o sometiendo a los
descendientes de los sobrevivientes Otra ventaja de las pruebas bioquimicas es que los
resuitados se obtienen en unos minutos, ademas los ¢jemplares de insectos se pueden

conservar en estado de congelacion y procesarse juntos mas tarde o en algin laboratorio

alejado del lugar donde se obtuvierom

Las principales limitaciones de los ensayos bioquimicos son:

-No se¢ puede en la actualidad efectuar ensayos para todos los mecanismos de

resistencia.

-E! costo de los ensayos que implican la cuantificacion de la resistencia es

relativamente alto.

-Los procedimientos que implican cuantificacion sdlo pueden ser realizados por

personal que posea ciertos conocimientos técnicos (WHO, 1992).
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HIPOTESIS

Los adultos de Anopheles albimanus preseman variabilidad geogrifica en la
susceptibilidad a insecticidas, debido al uso del suclo diferente y la aplicacién de
insecticidas en la agricultura. Existe libre flujo de genes, lo que posibilita la dispersion de
individuos con genes de resistencia desde dreas con alta aplicacion de insecticidas hacia

areas con poca 0 nula aplicacion.
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OBJETIVOS
Identificacion de fenotipos de Anapheles albimanus basados en la susceptibilidad
diferencial a insecticidas: DDT, deltametrina y ciflutrina, en diversas situaciones de uso del

suelo 0 agroecosistemas principales del sur de Chiapas: banano, cultivos mixtos, reserva

ecolagica, cafia de aziicar y ganado.

Determinar mediante pruebas bioquimicas los niveles de enzimas acetilcolinesterasa
insensible, ghnatidn S-transferasa (GST), para-nitrofenilacetato (pINPA), o esterasas,
esterasas y monooxygenasas dependientes del Citocromo P450, en An  albimanus

colectados en diferente entre agroecosistemas del sur de Chiapas.
Determinar si se dan discontinuidades entre las poblaciones de An. albimanus, sobre

la base de diferencias entre las proporciones de distimos fenotipos de susceptibilidad en An.

albimanus de las dreas de muestreo en Chiapas.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Se seleccionaron 20 localidades del sur de Chiapas, separadas de 4 6 20 Km entre si,
ubicadas desde la linea de costa hasta 25 Km tierra adentro a una altitud aproximada de 0-
150 msnm. El drea de estudio comprendid desde la frontera de México-Guatemala hasta
200 Km al noroeste, la cual comprendio ¢inco zonas agroecolégicas ¢ agroecosistemas con
diferente patron de uso de suclo y de aplicacidn de insecticidas: (1) region bananera, (2)
region de cultives mixtos (soya, maiz, ajonjoli, mango, palma de coco, entre otros), (3)

reserva ecologica “La Encrucijada™, (4) regidn azucarera y (5) ganadera (Fig 1.1).

Captura de mosquitos

Las capturas de An. albimanus adultos, se realizaron mediame colectas de 1800 a
2400 horas en ¢ebo humano imtra y peri~dumicilio, corral de ganado y trampa animal
(World Health Organization, 1975), de enero a diciembre de 1997. Las hembras de campo
se trasladaron al laboratorio donde se les proporciond una alimemacion sanguinea con
conejo, para obtener la F1, Se utilizarom mosquitos de un dia de edad para los
experimemtos de susceptibilidad, otra fraccién fue inmediatamente preservada a -70 ° C
para realizar posteriormente las pruebas bioquimicas, Los mosquitos F1 fueron criados con
técnicas estandar en el insectario (Ramsey et al., 1988, Gerberg et al., 1994).

Pruebas de susceptibilidad a insecticidas:

Se realizaron pruebas de susceptibilidad, utilizando papeletas impregnadas con
DDT al 4 %, ciflutrina al 0.05% y deltametrina al 0.025 % (WHO, 1992), insecticidas que
en estudios previos, presemtaron susceptibilidad variable de acuerdo al 4rea agro-ecologica
donde fueron colectados (Fuentes, 1992; Malo-Garcia, 2000). Las papeletas se
impregnaron siguiendo las especificaciones estindar de la Otganizacion Mundial de la
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Salud (World Health Organization, 1992), wilizando las dosis establecidas. El papel filro

Whatman # 1 de 12 x 15 cm. se impregnd con una solucion preparada con aceite de oliva

como solvente y alcohol n-butilico como co-solvente, en relacion de 0.7 ml a 1.5 ml por

papeleta respectivamente, Con la finalidad de obtener una completa distribucion del

ingrediente activa sobre la superficie del papel, éste se colocd sobre las cabezas de una

serie de alfileres entomologicos, con el proposito de evitar la absorcion de la solucion en
otra superficie. Se aplicd en el papel 2.2 ml de la solucidén de insecticida de las dosis
recomendadas, con una jeringa volumeétrica de 2 ml y aguja nimero 20; el célculo se realizd
para 10 papeletas. La técnica de exposicion de los insecticidas, se realizd usando el equipo

estandar para prueba de susceptibilidad (World Health Organization, 1975). El meétodo
consistio de dos tubos cilindricos interconectados por medio de una base con roscas de
ambos lados, €l cual presenta una placa deslizable que conectd a cada uno de ellos por esta
base, en sus extremos de cada tubo hay una tapadera de rosca con mallero. Cada equipo de
tubos presentd un purto verde y rojo respectivamente. El tubo verde de observacion lievé
sostenido en su pared, papel bond de 12 x 15 cm. por medio de un aro de cobre, dentro del
cual primeramente s metieron las hembras por un orificio circular pequefio localizado en
la placa deslizable. El tubo de punto rojo fiue de expaosicién, el cual lievd el papel
impregnado de insecticida, sostenido por medio de un aro de cobre. Una vez que las
hembras se introdujeron al tubo de observacion, se conectd cl tubo de exposicién y se
trasladaron a este tubo por la interconexion del agujero circular grande, también localizado
en la placa deslizable, obstruyéndose la intercomexion una vez que los mosquitos se
colocaran en el tubo de exposicién. El tiempo estindar de exposicion fue de 1 hr. para los
tres insscticidas, Los mosquilos vivos, caidos y aparentemente muertos durante la

exposicidn, fiueron transferidos al tubo de observacion, donde se les proporcionaron
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condiciones para 1a recuperacion, adicionindose sobre la malla externa torundas de algodén
saturado de uma solucion 10% de sacarosa, y se mamtuvo en vigilancia durame 24 horas,
tiempo después del cual se dio lectura final a la mortalidad observada en cada uno de los
bioensayos. Para cada uno de los bioensayos realizados se establecid un grupo control, el
cual consistid en someterlo a ka misma técnica de exposicion, excepto que el papel
impregnado no contuvo ingrediente activo, Esto permitid realizar correcciones por la
formuls de Abbott en las tasas de moralidad observadas en cada una de las dosis
recomendadas, por efectos ajenos al toxico (Abbott, 1925).

Formula de Abbott:

Mortalidad % en Jos expuestos - Mortalidad % en los controles x 100
100 - Mortalidad % en los controles
Pruebas bioquimicas para la determinacién de resistencia a insecticidas:

Las pruebas bioquimicas realizadas fueron: acetilcolinesterasa msensible (Ache),
esterasas @ y P, pNPA (para nitrofenil acetato), Glutatibn S-transferasa (GST), y

monooxigenasas (dependientes del citocrameo P450). Los procedimientos fueron tomados
de Penilla et al (1998).

Mosquitos individuales fueron macerados en 200 ul de agua destilada en placas de
fondo plano, Todas las homogenizaciones se realizaron sobre hielo. Para la prueba de
AChE, dos repeticiones de 25 ul del homogenizado crudo, fueron transferidas a placas de
microtitulacion limpias. El homogeunizado remanente fue transferido a tubos eppendorf de
0.5 pl y centrifugados a una méxima velocidad de 14,000 rpm por 2 min. en una mictg
centrifuga eppendorf 5415. Replicas de 20 ul del sobrenadante de cada una de las muestras

fueron transferidas a placas de microtitulacion limpias para las pruebas de a y B naftil
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acetato y monooxygenasas, Este procedimiento se repitid posteriormente ties veces para

diferentes placas con alicuotas de 10 pl del homogenizado para la GST, pNPA y ensayo de

proteinas.

Acetilcolinesterasa insensible (AChE):

La AChE en el humogenizado fue solubilizada por adicion de 145 ul de buffer de
fosfatos Triton (1% Triton X-100 en 0.1 M de buffer de fosfatos pH 7.8) para cada alicuota
replica. 10 pl de solucion de DTNB (0.01 M acido ditiobis 2-nitrobenzoico en 0.1 M buffer
de fosfatos pH 7.0) y 25 wl del sustrato ASCHI (0.01 M acetiltiocolina iodada) fue
adiciunada a una de las replica para iniciar la reaccion. La Gltima solucion fue sustituida
por 25 ul del sustrato ASCHI conteniendo 0.2% del inhibidor propoxur (0.1 M) para la
segunda replica de prueba. Los pozos contro! conienian 25 ul de agua destilada, 145 pl de
buffer Tritén, 10 pl de salucién DTNB y 25 pl de solucién ASCHI sin y con propoxur
respectivamerse, La cinética de la reaccion enzimitica fue monitoreada continuamente a
405 nm por 5 mins en un lector de placas. El porcentaje de inhibicidn enzimatico por el
propoxur a la actividad de acetilcolinesterasa en la prueba se calculd al comparar la lectura

de pozos inhibidos entre la lectura de bos pozos no inhibidos.

Ensayo de Esterasas

Ensayo naftil acetawa. 200 yl de solucidn de trabajo a-naftil acetato (Stock: 10 ml
de a-NA 30 mM en acetona, se prepara la solucion de trabajo tomando 100 pl del stock, y
aforando a 10 ml con buffer de fosfatos 0.02M pH 7.2) y 200 ul de solucién B-NA

(preparada como para a-NA) fue adicionado a cada una de las placas del homogenizado
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(para a-NA y para B-NA). La reaccion enzimitica se corrid por 30 min a temperatura
ambiente, antes de la adicion de 50 pl de la solucion de tincién azul rdpido (22.5 mg de azul
rapido en 2.25 ml de agua destilada, luego 5.25 ml de 5% lauril sulfato de sodio diluido en
0.1 M de buffer de fosfatos PH 7.0) fue adicionado a cada pozo para detener la reaccion.
Dos controles por placa contenian 2¢ pl de agua destilada, 200 pl de solucién a-NA o f-
NA y 50 ul de tincion. La actividad enzimatica fue leida a 570 nm como un punto final.
Los niveles de absorbancia para mosquitos individuales fueron comparados con curvas
estandares de absorbancia para concemraciones conocidas de «-naftol y P-naftal,

respectivamente con un rango de 1.35 & 21.6 umoles. Los resultados fueron reportados

como umoles del producto formado /min/mg de proteina.

Ensayo de esterasas p- Nitrofenil acetato (pNPA)

200 pl de solucién de trabajo pNPA (100mM pNPA en acetonitrilo: SOmM de
buffer de fosfato de sodio pH 7.4, 1:100) fue adicionado a cada repeticion. Dos controles
fueron preparados para cada placa con 10 pl de agua destilada y 200 pl de sohucidn de
trabajo pNPA. La tasa enzimatica fue medida a 405 nm por 2 min. La actividad de pNPA
por individuo fue reportada como pmoles de producto/min/mg de proteina.

Ensayo de Glutation S+ransferasa

200 pl de solucidn de trabajo de GSH/CDNB (10mM de ghstatidén reducido
preparado en 0.1 M de buffer de fosfatos pH 6.5 y 63 mM de clorodinitobenzeno diluido
en metanol) fue adicionado a dos replicas. Dos countroles fueron preparados para cada placa
con 10 pul de agua destilada y 200 pl solucién de rabajo GSH/CDNB. La tasa enzimdtica

fue medida 8 340 nm por 5 min, La actividad de GST por individuo fue reportada como
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mmol de CDNB conjugado/min/mg proteina, utilizando coeficientes de extincion
corregidos por la via de la longitud de luz a través la solucidn en el pozo de la microplaca
en la cual la absorbancia obtenida de la cinética se dividid por el coeficiente de extincion de
la enzima GST, la cual es constante en las condiciones de nuestro ensayo (Prapandhara et
al., 1993). Los niveles de actividad de GST fueron ligados a 1a habilidad de metabolizar el

DDT comao se reportd anteriormernte (Hemingway et al., 1997).

Ensayo de Monooxigenasas

La cantidad total de citocrome P450 en cada mosquito fue determinada utilizando el
ensayo Hem-peroxidasa. Ocha pl de 0.625 M de buffer de fosfato de potasio pH 7.2 fue
adicionado a las alicuotas de los homogenizados y 200 i de la solucion 3.3°, 5.5° -
tetrametil benzidine diluida en metanol absoluto (0.01 g en 5 ml respectivamente) y luego
mezclados con 15 ml de 0,25 M buffer acetato de sodio pH 5.0 (TMBZ). 25 ul de 3%
peroxido de hidrogeno fue adicionado y la mezecla mamenida por dos horas a temperatura
ambiente. Las muestras y dos controles por placa, fueron preparados con 20 ul de agua
destilada, 200 ul de la solucion TMBZ y 25 pl de 3% de H;O, La absorbancia fue leida a
650 nm y los valores se compararon con una curva estandar de absorbancia para
concentraciones conocidas de citocromo C con un rango de 0.65 a 2.6 pmoles. Los valores
fueron reportados come unidades equivalentes de citocromo P450 /mg de proteina,

cormregido para el contenido Hem conocido del citocromo C y P450 (Brogdon et al,, 1997).

Ensayo de Proteinas

300 pl de W solucion del reactivo para proteina BIQ Rad, preparada con unma
dilucién 1:4 en agua destilada, fue adicionada a 10 pl del homogenizado crudo. Dos
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controles fueron preparados para cada placa con 10 pl de agua destilada y 300 pl de
solucion BIO Rad. La reaccion fue leida a 570 nm después de 5 mins a temperatura
ambiente, Los valores de proteina en mg/ml fueron cakulados para mosquitos individuales

a panir de una curva estandar de absorbancia de concentracion conocida (rango de 1 a 5 pg/

ul) de suero albumina de bovino.

Analisis estadisticos: Se utilizd un anilisis de varianza (ANOV A) para comparar los
porcentajes de mortalidad a los diferentes insecticidas entre agroecosisicmas, tipo de
captura y sexo, También se utilizo esta misma prugba para determinar diferencias en los
titulos enzimdticos responsables de la resistercia entre agroecosistemas y tipos de captura y
por sexo, Para el andlisis del porcentaje de mortalidad los datos se transformaron a
proporciones y posteriormente a arco $eno, se realizaron comparaciones multiples de

medias con la prueba de diferencia minima significativa (PLSD) de Fisher (Zar, 1934).
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RESULTADOS
Pruebas de susceptibilidad
Las pruebas de susceptibilidad a los insecticidas DDT, deltametrina y cifiutrina
mostraron  variabilidad geogrifica en 4n albimamus procedente de las cinco dreas
agroecologicas. Los mosquitos presentaron, elevada resistencia al DDT en toda la zona de
estudio, con mortalidad promedio entre 21 y 50 %. El area en la cual los mosquitos
presentaron mayor susceptibilidad fue la de cultivos mixtos (50%) y la de mayor resistencia
el drea de banano (21%). La moralidad promedio de los mosquitos al insecticida
deltametrina fue variable, presentando menor mortalidad en la zona de banano (75 %),
mientras que en las otras 2onas la mortalidad fue mayor de 335 %, la mayor susceptibilidad
presentada por los mosquitos fue en ¢l drea de ganado (92%). Los mosquitos expuestos al
insecticida ciflutrina presemaron un patrdn de mortalidad similar a fa dellametrina con
menor mortalidad en la zona de banano (50 %) y mayor mortalidad en la de ganado (84%)
(Cuadro 1.2). Se analizd la susceptibilidad por tipos de captura y por insecticida,
independientemente del agroecosistema (Cuadro 1.3). Para el DDT se encontr que los
mosquitos capturados en trampa animal y alrededor de corral presentaron
significativamente menor mortalidad (P < 0.05) que los capturados en cebo hwmano
imradomicilio y peridomicilio. Con los insecticidas deltametrina y ciflutrina no se
encontraron diferencias significativas por tipo de captura, aunque los mosquitos fueron mas
susceptibles a la deltametrina, con mortalidad entre 81.4 a 87.5 % que a la ciflutrina, con
mortalidad eatre 64.7 a 67.4 % (Cuadro 1.3). Al separar por sexo s encontrd que tanto las
hembras como los machos presentaron significativamente mayor resistencia a deltametrina
y ciflutrina (P<0.05) en ¢l drea de banano en comparacion con las otras dreas (Cuadro 1.4).
En el drea de banano se presemtd una mortalidad de 79.6 y 70.3% para machos y hembras



respectivamente con la deltametrina y 52.2 y 48.3% machos y hembras, respectivamente
para la ciflutrina. Para el DDT, los machos presentaron una alta resistencia con mortalidad
entre 23.4 y 32.7% a excepcion del drea de cultivos mixtos que presentd significativamente
mayor susceptibilidad, con mortalidad de 54.3%. Las hembras presentaron también alta
resistenicia, siendo el drea de hanano y ganado las que significativamente mostraran mayor

resistencia con 18.3 y 16.4%, respectivamente (Cuadro 1.4),

Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas mostraron variabilidad en los titulos enzimaticos entre los
mosquitos de los cuatro agroecosistemas analizados. Los niveles de los titulos enzimaticos
mostraron variabilidad geogréfica en los titulos, presentando mayor actividad en el drea de
banano con respecta a las otras dreas (Cuadro 1.5), En todas las pruebas realizadas, el area
de banano presemtd significativamente mayores titulos con la Gnica excepciom de las
esterasas @ que no presentaron diferencias significativas entre banano (0.000929) y la zona
de la reserva ecoldgica (0.000763). El porcentaje de inhibicion de la acetilcolinesterasa
(AchE) fue mayor en el drea de banano (96.3%), indicando que esta poblacidn es
significativamente (P < 0.05) mds susceptible que las de owas dreas. El agroecosisteraa con

significativamente (P < 0.05) menor AChE, fue la zona de reserva ecologica con 82.8% de

inhibicion (Cuadro 1.5).

Al comparar los niveles de enzimas responsables de la resistencia a insecticidas se
encontrd variabilidad al comparar los titulos enziméticos entre los diferentes

agroecosistermnas por lipo de captuwra. La prueba de AChE presentd diferencias
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DISCUSION

Debido a que la poblacion de An albimanus prospera en claros de bosque expuestos

a & Juz del sol. en regiones de baja altitud y sin pendientes, siempre su desarrollo es mas

abundame asociado a regiones donde el sueko es usado con fines agricolas y en la ganaderia

(Frederickson 1993, Arredondo-Jiménez 1995). La diversidad historica de los cultivas

agricolas en la region del Soconusco, Chiapas, ha ocasionado el uso de los mas variados

plaguicidas quimicos para el control de las plagas. Especies no blanco expuestas, tales

como An. albimanus han resultado multi-resistentes a varios grupos toxicologicos de

insecticidas conocidos (WHQO, 1992). La elevada resistencia al DDT observada en las

cinco areas estudiadas, confirma evaluaciones previas del sur de Chiapas, realizadas en

1981-1983 (CIP datos no publicados) y duramte 1988-1989 (Fuentes, 1992). Fuentes

(1992), reporté susceptibilidad diferencial al DDT (40-60% de mortalidad) dependiente del
drea agroecologica, demostrando de mayor a menor resistencia de la zona bananera a la
mixta y a la ganadera. Dichas observaciones fueron confirmadas por los resultados
obtenidos aqui. Aunque en este estudio se presem¢ mayor resistencia (21 — 50 % de
mortalidad). Seguramente, el desarrollo de la resistencia de An. albimanus al DDT, se
debe principalmente a los residuos de este producto vertidos al ambiente desde fines de la
década de los 40, con extensos cultivos de algoddn, hasta la década de los 70 (cuando s
prohibi6 el uso agricola del DDT) (Ramsey, 1970). El area algodonera, ahora extinta, se
convirtid a partir de los aios 30, principalmente en zona bananera. Esta es la causa por fa
que los mosquitos de la zona bananera son menos susceptibles al DDT que los mosquitos
del dreu mixta v ganadera. Probablemente el gen (es) de resistencia se desarrollaron en el
area de banano y posteriormente se diserninaron a otras dreas con diferente uso del suelo y

aplicacion de insecticidas, hasta llegar a 4reas donde este insecticida no se ha aplicado, o al
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menas en cantidades muy bajas, come €s en dreas de reserva ecoldgica “La Encrucijada”.

El flujo de genes ha permitido el movimiento de individuos, con genes favorables

(resistencia al insecticidas DDT) de un drea a otra, esto se ha ocurrido en los ultimos 50

anos. Respecto a [a resistencia a la deltametrina de An. albimarus encontrada en estudios

anteriores realizados en el CIP, se encontrd una susceptibilidad del 81.3 % de mortalidad en
el area de banano, mientras que en la de cultivos mixtos y ganado fue de 32.5 % y 86.2 %,
respectivamente (Fuentes, 1992), En este trabajo se encontrd que el nivel de resistencia s
incrementd en un 7.7 %, en ¢l drea de banano. Es importanie mencionar que en el 4rea de
estudio no se ha utilizado este insecticida para el control de paludismo, sin embargo si se ha
utilizada desde los 70°s y se sigue utilizando para el control de plagas agricolas,
especialmente en plagas del cukivo de maiz. Por lo que se deduce que las aplicaciones de
insecticidas en la agricultura tienen un efecto directo en organismos no blanco y que
ejercen una fuerte presion de seleccion, ocasionando que los organismos, en este caso los
mosquitos Anofelinos, desarrollen uno o varios mecanismos de resistencia para poder
sobrevivir al medio ambiente adverso. El insecticida ciflutrina presentd un patrdn de
resistencia similar a la deltametrina, aunque se presemtd mayor resistencia con mortalidad
de 50% en el irea de banano y fue disminuyendo la resistencia hasta que legar al drea de
banano (84%). Los anofelinos han desarrollado resistencia hacia estos insecticidas
piretroides de reciente aplicacion. El flujo de genes de resistencia a los piretroides se
empieza a propagar, ya que encontramos una resistencia moderada en el drea de cultivos
mixtos, cafia de azicar y susceptibles en el drea de ganada, Debido a que las diferencias

més marcadas en los niveles de susceptibilidad de acuerdo al area agroecoldgica, fueron

observadas con la dehametrina y ciflutrina, estos productos podrian wtilizarse como
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marcador fenotipico de area agroecologica, indicando una mayor resistencia en la region

donde histéricamente se ha utilizado més plaguicidas.

Mediante las pruebas bioquimicas de resistencia se observé un incremento
significativo en los titulos enzimiticos en el drea de banano comparado con las 4reas
restantes. Al comparar Jos niveles enzimaticos del drea de banano con una colonia
susceptible de Panama (Penilla et al., 1998), se encontrd que el giutatibn S-transferasa
presentd una incremento de 1.2 veces, mientras que los valores de las enzimas restames
fueron similares. Probablemente €5 la enzima glutation S-transferasa (GST) la responsable
de la resistencia a DDT (Pant, 1988). Esta documemado que los organcoclorados y
piretroides comparten los mismos mecanismas bioquimicos como reduccion de la
sensibilidad del sistema nervioso gen “Kdr” {(Devanshire et al,, 1991; Casida, 1998) y como
mecanismos secundarios, desoxificacion por incremente en esterasas, y monooxigenasas

dependientes del citocromo P450 (Matsumura, 1991; Casida, 1998).

La notable estratificacian geografica en los niveles de susceptibilidad, indica que los
procesas de seleccion de individuos resistentes por insecticidas ocurren a una velocidad
mayor, que la migracion de individuos emre poblaciones vecinas, probablemente en el

tiempo de una generacion de mosquitos,

Otro hecho notable es que 1a poblacidn de mosquitos procedente del drea de banano,
ha sido altamente seleccionada para el insectickla DDT y piretroides. Al analizar los titulos
enzimiticos por tipo de captura, la de cebo bumano intra, fue mayor significativamente en
el dreg de banano, lo que podria indicarla presencia de una subpoblacion con preferencias



en humanos que al emrar a las casas rociadas se seleccionep los resistentes, aunque los

reportes indican la ausencia de subpoblaciones con preferencia por humanos (Arredondo-

Jiménez et al., 1992),

Estudios previos demostraron que las poblaciones de An albimanus de las diferentes
areas de estudio, fueron susceptibles a kos organofosforados y carbamatos, segun datos de
Fuentes (1992) y Malo-Garcia (2000) quienes encontraron un promedio de monalidad de
98.33 a 100 %, mediante prucbas de susceptibilidad, con los insecticidas clorfoxim,
bendiocarb, propoxur, malation y fenitrotidn, en las tres dreas agroecokigicas analizadas
(banano, cultivos mixtos y ganado). En nuestro estudio no s probaroa estos grupos de
insecticidas, porque no cumplia el objetivo de utilizario como marcador fenotipico, sin
embargo si se realizaron las pruebas bioquimicas para determinar ¢l mecanismo bioquimico
responsable de la resistencia a estos dos grupos de insecticidas, que es la aceticolinesterasa
insensible (AChE), la cual mostrd diferencias significativas entre las 4reas, con mayor
susceptibilidad en el drea de banano, probablememte porque esta poblacién ha sido

seleccionada para los grupos organoclorados y piretraides.

Se ha comprobado que la aplicacion inmoderada de insecticklas en la agricultura |
tiene un efecto en los vectores de paludismo, fendmeno que ha sido estudiado en muchos
vectores a través del mundo (Georghiou et al., 1973; Chandree et al,, 1993; Ocampo et al
2000). En este estudio también se encontré en mismo fenomeno de resistencia asociada a

la aplicacion de insecticidas en la agricultura.
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La determinacion de resistencia y el flujo de genes tiene implicaciones importantes
en ¢l manejo y aplicacion de insecticidas para el contrg! de An. albimanus, ya que se
pueden rotar anualmente con insecticidas de diferentes grupos quimicos o aplicaciones tipo
mosaico, esperando que en varias generaciones las poblaciones se vuelvan susceptibles a

los mecanismos bioquimicos presentes (Rodriguez, 2000).

Estos resultados también indican que las poblaciones se encuentran asociadas al uso
del suelo y aplicacion de insecticidas en la agricultura y el flujo de genes es ¢l resporsable
de dispersar estos genes favorables de resistercia al insecticida DDT hacia todas las areas
de estudio, incluso en e] drea de reserva ecologica, pero este fendmeno se ha presentado
durante los Gltimos 50 afios desde que se aplicd por primera vez el DDT, Por otro lado,
insecticidas piretroides de recieme aplicacion, en los afios 1970°s, ya presentan resistencia,
pero estas poblaciones resistentes se encuemntran restringidas al drea de banano, de tal forma
que el flujo de genes no ha sido suficientemente alto para propagar dichos geaes, aunado al

aporte de insectos susceptibles procedente de las zonas contiguas principalmente de la zona

de reserva ecaldgica “La encrucijada”



CONCLUSIONES

Las pruebas de susceptibilidad a insecticidas presentaron variabilidad geografica en
la resistencia a insecticidas probados. Los mosquitos probados presemtaron alta resistencia
al DDT desde la zona de banano hasta la de ganado, sin embargo {a mayor resistencia se

presentd en el drea de banano con 21 % y la zona de cultivos mixtos presemd l mayor

susceptibilidad con 50 % de mortalidad.

El drea agroecoldgica con mayor resistencia para los insecticidas deltametring y
ciflutrina fue ka de banano, con porcentaje de 75 y 50 % de mortalidad y el drea de ganado

presentd la mayor susceptibilidad con 92 y 84 % respectivamente.

Las pruebas bioquimicas: a y P esterasas, pNPA, GST, y monooxygenasas
mostraron un patron de resistencia similar a las prucbas de susceptibilidad. Los mayores
titulos dc estas enzimas responsables de la resistencia a insecticidas se presemaron en el

area de banano y la mayor susceptibilidad en ¢l area de ganado.

Los resultados tamto de las pruebas de susceptibilidad como las bioquimicas

demostraron que el flujo de genes es restringido, sobre la base de la alia variabilidad que

existe entre agroecosistemas,

La resistencia a insecticidas se encontrd asociada al uso del suelo y aplicacion de

insecticidas en la agricultura.
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insecticida, que en aigunos casos se presenta en combinacion con otros factores. En este
caso se habla del gen Pen (penetracion) (Plapp, 1976). La superficie del cuerpo de los
insectos consiste de un exoesqueleto duro conocide como cuticula. Los insecticidas
modernos son polares y de esta forma penetran ficilmente la cuticula del insecto. La
mayoria de los insecticidas penetran por la cuticula, aunque algumos otros insecticidas
entran por el aparato bucal, sistema respiratorio y otras partes vulnerables como las antenas,

0jos y tarsos (Matsumura, 1985).

Manejo de Resistencia

El manejo de la resistencia abarca todas las medidas para retrasar o prevenir grados
de resistencia que superen aquellos que obligan a abandonar el plaguicids, mantenienda al
mismo tiempo el control eficaz de la enfermedad. Esto implica aplicar conocimientos
técnicos y los medios disponibles para prolongar el uso eficaz de plaguicidas en la forma
mas prudente y eficaz en relacion con el costo. El manejo eficaz de la resistencia exige un
sistema confiable de vigilancia, deteccion temprana y vigilancia precisa. E! primer paso es
tomar todas las precauciones necesarias para prevenir la aparicion de resistencia y preparar
por adelantado un plan para contrarrestarla en las etapas tempranas de su desarrollo. Es
impornante reconocer que solo se dispone de una cantidad limitada de plaguicidas para el
empleo en programas de salud publica. Esos plaguicidas deben tratarse como recurses
valiosos y, por consiguiente, conservarse, en especial porque la resistencia cruzada (la
aparicion de resistencia a8 un plaguicida al cual tal vez nunca haya estado expuesto el
vector, mediante la exposicion a otro compuesto que comparte con el primero ya 5¢a una
via metabdlica o el lugar de accion) puede agatar con rapidez los recursos de plaguicidas
(Hemingway et al., 2000),

70



El control de la resistencia s¢ puede lograr con uno ¢ mads de los siguientes
meétodos:

-limitacion de los plaguicidas a zonas con altes grados de transmisian de las
enfermedades.

-limitacion del empleo del plaguicida a las estaciones en las que se produce la
méxima transmision de la enfermedad.

-empleandc métados no quimicos de lucha ya seam solos 0 como medidas
complementarias en las estaciones o zonas en que son aplicables y eficaces en relacion con
Su COSto.

-sustitucion de los plaguicidas residuales por otros no residuales aplicados sdlo
cuando son esenciales para combatir adecuadamente el vector, y

-utilizacion de métodos que maten sdlo a las hembras adultas en vez de a los
ejemplares de ambos sexos 0 a todos los estadios del ciclo biokigico (OMS, 1936; WHO,

1992; Hemingway et al., 2000),

Deteccion de la resistencia

Pruebas de Susceptibilidad

Las pruebas de susceptihilidad estindares de la OMS, fueron desarrolladas con el
propasito de determinar lo mds pronto posible los niveles de susceptibilidad de los vectores
de enfermedades. La técnica consiste en exponer los mosquitos a papeletas impregnadas
con insecticida a una dosis diagnéstico estandarizada (OMS, 1975). Las papeletas
consisten de papel Whatman #1 de 12 x 15 ¢m, las que se impregnan con una solucion

preparada con aceite de cliva como solvente y alcohol n-butilico como co-solvente. Esta
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solucidn se distribuye uniformemente en la papeleta. El equipo para realizar las pruebas
cunsiste de dos tubos cilindrigos interconectados por medio de una base con roscas a ambos
lados, el cual tiene una placa deslizable interconectindolos a cads uno de ellos por esta
base, en los extremos de cada tubo tiene una tapadera de rosca con malla que sirve para que
los mosquitos no escapen. Cada equipo de tubos presenta un punto verde y rojo
respectivamente. El tubo verde de observacion lleva en su interior una papeleta de papel
blanco de 12 x 15 <m sostenido al tubo por medio de un aro plateado. El tubo de punto
rojo es de exposicion, el cual lleva el papel impregnado de insecticida, sostenido por un aro
de cotre, El criterio para definir {a presencia de resistencia ha sido la supervivencia del
20% ¢ mas de los individuos sometidos a ensayo con las concentraciones de diagndsticos
de insecticidas actualmente conocidas (OMS, 1986). Sin embargo, esta técnica presenta
inconvenientes: se necesitan cantidades grandes de mosquitos, Gnicamente se puede probar
un insecticida por ensayo, su eficacia puede ser baja debido al constante uso de las
papeletas impregnadas con insecticida, se requiere de temperatura adecuada =~ 25 °C, alta
humedad relativa (80 %) y ademas no proporcionan la informacién sobre el tipo de
mecanismo bioquimico que esta confiriendo la resistencia. No obstante son una medicion

estandar (WHO, 1992).

Pruehas Bioquimicas

-Los resultados de los pruebas bioquimicas son mas definidos que los bicensayos ya
que un insecto que posea un mecanismo confirmado de resistencia solo puede ser resistente.
Por el contrario, en las bicensayos con dosis diagndsticas algunos insectos pueden haber

sobrevivido compo resultado de una dosificacion inexacta, papeletas viejas o muy usadas, de
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Cuadro 1.1. Localidades de colecta de Anopheles albimanus por agroecosisternas y sus

coardenadas.
Localidad Area Latitud Norte Longitud Oeste
Brisas del Mar Banano 14° 37 92° 1%°
Cosalapa Banano 14°40° 92° 147
Mareas del Suchiate Banano 14°32° 92° 13
Herradero Banano 14°37° 92° 19
Nueva Independencia Banano 14°37 92° 14°
Alvaro Obregon Cultivos Mixtos 14° 54° 92° 23’
Marte R. Gémez Cultivos Mixtos 14°55° 92° 26’
Cabildo Cultivos Mixtos 14° 45° 92° 27’
Emiliano Zapata Cultivos Mixtos 14° 50° 92° 32’
Confeti Cultivos Mixtos 14° 54° 92°17°
Altamira Region azucarera 15°07° 92° 35°
Castaiio Regidn azucarera 15%11° 92° 45°
Rio Arriba Region azucarera 15°08° 92° 43’
Xochicalco Regién azucarera 15° 04 92° 3¢’
Lazaro Cardenas Region azucarera 15°07° 92° 29’
Escobo Reserva Ecologica 15° 08’ 92° 40°
Aztlan Reserva Ecolagica 14°57° 92° 39°
Barra San José Reserva Ecoldgica 14° 54° 92°37
Barra Zacapulco Reserva Ecoldgica 15°12° 92° 52°
Las Palmas Reserva Ecoligica 15°09° 92° 50’
Cuachas Ganando 15° 2¢’ 93° 07’
Mapastepec Ganando 15°25° 92° 54°
El Fortin Ganamdo 15° 3%’ 93° 23’
Nuevo Progreso Ganado 15° 33° 93° 07
Zapotal Ganado 15°2¢° 93°10°
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Cuadro 1.2 Porcentaje de mortalidad de Anopheles albimanus por agroecosisternas con tres

insecticidas en el sur de Chiapas, México. Hembras + machos F1 de un dia de edad.

Agroecosisterna DDT dekametrina ciflutrina
Banano 21 (1181)° 75 (1519) 50 (1308)
Cultivos Mixtos 50 (1931) 85 (640) 71 (1381)
Caiia de Azicar 31 (1499) 89 (2581) 69 (1043)
Reserva Ecologica 31 (137) 85 (374) 69 (291)
Ganado 24 (131) 92 (1058) 84 (330)
Valor de P 0.0001 0.¢001 0.0001

T Tamafio de muestra emtre paréntesis
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Cuadro 1.3. Susceptibilidad de Anopheles albimarnus (machos + hembras) F1 de 1 dia de

edad, a los insecticidas DDT, deltametrina y ciflutrina por tipo de captura, en el sur de

Chiapas, México,

Cuptwra DDT Deltametrina Ciflutrina

Trampa Animal 27.4a(157)" 8§7.5 (300) 67.2 (333)

Corral 31.3 a(1883) 85.4 (3349) 64.7 (2079)
CH. intra 36.8 b (1272) $7.5 (1004) 65.3 (908)
C H. peri 4350 (1312) 81.4 (398) 67.4 (952)
Valor de P 0.0001 0.2524 0.7385

! Tamario de muestra entre paréntesis
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Cuadro 1.4. Susceptibilidad de Anopheles albimanus al DDT, deltametrina y ciflutrina, por

sexo y agroecosistemas en Chiapas, México.

DDT Deltametrina Ciflutrina

Zona J . S} € ) ¢
Banano 234a 183a 79.6a 703 a S52.2a 433 a

487" (694) (697) (822) (594) (714)
Cultivos 5430 462 ¢ 85.1¢ 8350 75.1b 68.0b
mixtos (870) (1061) (289) (351) (631) (750)
Cana 3l5a 305b 924bd 86.3b 7580 6420
de Azilicar (676) (314) (1168) (1413) (443) (600)
Reserva 302a 321b  89.1bc 8160 755b 628b
Ecclogica (53) (34) (184) (190) (135) (156)
Ganado 327a 164a 946 bd 8940 84.1b 83.8c¢c

(58) (73) (469) (589) (1s7) (173)

Valorde P <0.0001 <0.0001 <0.000f <0.0001 <0.0001 <0.0001

" Tamafio de muestra entre paréntesis
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Cuadro 1.5. Titulos de emzimas responsables de la resistencia a insecticidas en Anopheles

albimanus entre cuatro agro-ecosistemas del sur de Chiapas, México.

Area AChE' a- NA? - NA® PNPA’ GST' C P450°
Banano  963a  0.000929a  0.000703a  0.058364a  0.177742a  0.000256 a
Caia 92.4bc 000064l bc  0.000465bc  0.034797b  0.109906bc  0.000173 be
Reserva  82.8bd 0.000763 ade 0.000544 bde 0.041208b 0.106615 bce  0,000131 bee
Ganado  92.7bc  0.000563 bef  0.000412bef  0.035254b  0.138122bde  0.000125 bde
P <0.0001 <0 .0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

El tamafio de muestra por drea agroecologica fue 145-150 mosquitos.

' Media del porcentaje de inhibicidn de acetilcolinesterasa,

? Media mmol de producto /min/mg de proteina.

3 Media nmol unidades equivalentes de citocromo P ** mg de proteina.

w8sde prueba de diferencia minima sigoificante de Fisher.
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Cuadro 1.6. Inhibicion de la actividad del AchE por propoxwr en Anopheles albimanus de

I dia de edad por tipo de captura en las diferentes agro-ecosistemas en el sur de Chiapas.

(media + dvSt).
ZONA Trampa Corral Cebo humano Cebo humano
Animal intradomiciliar peridomiciliar
Banano 95.345.6 97.745.1 91.9+8.2 98.2+7.9
@1 (151) (49) (31)
Cultivos 86.0+18.5 93.9+7.9 92.5+7.8
Mixtos 9 (135) (45)
Reserva 89.449.5 84.74 12.9 82.8+ 10.5
Ecologica (26) (115) (30)
Ganado 90.249.9 93,7492 91.9+15.7
(18) (162) (19)
Valor de P 0.0157 < 0,0001 < 0.,0001 <0.0001

! Tamaiio de muestra entre parémtesis
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Cuadro 1.7. Actividad de esterasa en Anopheles albimanus de 1 dia de edad: pmol de a

esterasas por cuatro tipos de captura, en diferentes agroecosistemas del sur de Chiapas.

Media + Desv. estandar nmol de praducto/min/mg/proteina.

ZONA Trampa Animal Corral Cebo humano Cebo humano
intradomiciliar ~ peridomiciliar
Banano 0.00057 0.00086 0.00169 0.00048
+0.00025 + 0.00074 + 0.00186 + 0.00020
(41)! (157) (52) (31)
Cultivos 0.00052 0.00072 0.00075
Mixtos + 0.00021 +0.00051 + 0.'00028
(11) (144) (57)
Reserva 0.00043 0.00072 0.00053
Ecoldgica + 0.00016 + 0.00037 + 0.00021
(29) (126) (32)
Ganado 0.00037 0.00060 0.00046
+ 0.00011 + 0.00026 + 0.00026
1) (167) (20)
Valor de P 0.0009 < 0,0001 <0.0001 < 0.0001

' Tamafio de muestra entre paréntesis
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Cuadro 1.8. Actividad de esterasa en Anopheles albimanus de | dia de edad: pmol de p

esterasas por cuatro tipos de captura, en diferentes agroecosistemas del sur de Chiapas.

Media = Desv. estandar nmol de producto/min/mg/proteina.

ZONA Trampa Animal Corral Cebo humang Cebo hwmano
intradomiciliar peridomiciliar
Banano 0.00043 & 0.00060 0.00147 0.00030
0.00024 +0.00054 + 0.00162 + (0,00016
(41t (157) (52) (31)
Cultivos 0.00037 0.00053 0.00054
Mixtos + 0.00015 + 0.00060 £ 0.00023
(11) (144) &x))
Reserva 0.0003 0.00052 0.00038
Ecologica +0.00012 + 0.00030 + 0.00019
(29) (125) (29)
Ganado 0.00030 0.00044 0.00037
+ 0,00008 + 0.00019 +0.00018
(16) (164) an
Valor de P 0.0423 <0,0001 <0.0001 <0,0001

' Tamaiio de muestra entre paréntesis
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Cuadro 1.9. Actividad de esterasa en Anopheles albimanus de 1 dia de edad, actividad del

substrato pNPA por cuatro tipos de captura, en diferentes agroecosistemas del sur de

Chiapas. Media + Desv. estandar pmol/min/mg/proteina.

ZONA Trampa Animal Caorral Cebo humano Cebo humano
intradomiciliar  peridomiciliar
Banano 0,03198 0.05015 0.11356 0.0411¢6
% 0.02312 + 0.05596 +0.12274 +0.03913
“n’ (157) (52) (29)
Cuitivos 0.02924 0.03862 0.03697
Mixtos +0.01248 += 005134 + 0.02166
(11) (144) (56)
Reserva 0.03109 0.03730 0.03773
Ecologica +0.01790 %+ 0,02360 +0.02331
(29) (126) (12)
Ganado 0.02069 0.03424 0,02148
+ 0.01494 +0.02069 +0.01180
(20) (164) 20
Valor de P 0.0516 0.0015 <0.0001 0.7948

' Tamafio de muestra entre paréntesis
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Cuadro 1.10. Actividad de GST en Anopheles albimanus de | dia de edad, en cuatro tipos

de captura, en diferentes agroecosistemas del sur de Chiapas. Media £ Desv. estandar nmol

de productio/min/mg/proteina.
ZONA Trampa Animal Corral Cebo humano Cebo humano
imradomiciliar peridomiciliar
Banano 0.10612 0.15614 0.36045 0.08041
+ 0.05300 +0.11844 + 0.,44521 +0,04574
@n' (156) (52) (31)
Cultivos 0.03885 0.12542 0.09289
Mixtos +0.02199 +0,12892 +0.03842
(11) (142) (57)
Reserva 0.09519 0.10249 0.12654
Ecologica £ 0.03520 + 0.04942 +0.04772
(29) (126) (32)
Ganado 0.10262 0.15095 0.12587
+ 0.04379 +0.07897 + 0.0344
(1) (168) (20)
Valor de P 0.7955 0.0027 <0.0001 <0.0001

" Tamafio de muestra entre paréntesis
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Cuadro 1.11. Monooxigenasas dependientes de citocromo P450 en Anopheles albimanus

de 1 dia de edad, por cuatro tipos de captura, en diferentes agroecosistemas de! sur de

Chiapas. Media + Desv. estindar nmol unidades equivalenies de citocromo P450/mg/

proteina.
ZONA Trampa Animal Corral Cebo humano Cebo humano
mtradomiciliar  peridomiciliar
Banano 0.00017 0.00019 0.00061 0.00007
+ 0.00012 + 0.00033 + 0.00068 % 0,00005
@' (151) (52) @an
Cultivos 0.00016 0.00020 0.00012
Mixtos +0.00010 % 0.00033 + 0.00009
an (144) (57
Reserva 0.0003- 0.00052 0.00038
Ecolagica = 0.00012 2 0.00030 +0.00019
(29) (129) (29)
Ganado 0.00014 0.00013 0.00012
+ 0.00009 % 0.00009 + 0.00007
(21) (168) (20)
Valorde P 0.3994 0.1110 <0.0001 0.0075

' Tamafio de muestra entre parémesis
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FLUJO DE GENES DE ANOPHELES ALBIMANUS EN EL AMBITO
MICROGEOGRAFICO EN EL SUR DE CHIAPAS Y MACROGEOGRAFICO: EN

MEXICO UTTLIZANDO RAPD-PCR.
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RESUMEN

Se determind la frecuencia de marcadores genéticos mediame la amplificacion de
regiones aleatorias del DNA gendmico con iniciadores de 10 pares de bases utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa (RAPD-PCR) en Anopheles albimanus en un estudio
microgeogriafico en 1a costa sur de Chiapas, y en un estudio macrogeogrifico en la
Repiblica mexicana. En un tamizado inicial de 60 iniciadores, se escogieron cinco (A03,
A20, B04, B11, B18) que produjeron 46 marcadores genéticos en Chiapas y siete (A0S,

AUB, AlZ, Al9, A20, B04 y BI1) que produjeron 51 marcadores molkeculares en México.

Las distancias genéticas de Nei (1972) entre las localidades de Chiapas presentaron
un rango de & 0.109. Las kocalidades con menor distancia genética fueron entre La Barra
San José y Las Palmas (0.011). La mayor distancia genética se presentd emtre las

localidades de El Fortin y E] Zapotal (0.109).

La distancia genética de Nei (1972) entre agroecosistemnas presentd un rango 0.0078
a 0.0212. La menor distancia genética entre las cinco dreas se abservo entre el banano ¥y
caiia de azicar (0.0078), micntras que la mayor distancia genética fue entre banano Yy

reserva ecologica (0.0212).

Al comparar las distancias genéticas eatre los estados de la Republica, se encontrd
que la mayor fue entre el estado de Jalisco comparado con Chiapas (0.1975), Tabasco
(0.2079) y Guatemala (0.1499), miemtras que las menores distancias geméticas se

presentaron entre los estados de Guerrera y Colima (0.0203), Chiapas y Tabasco (0.0254).
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Los valores de Nm fluctud entre 1.8 a 3.3 (Método de Wright), en el drea de ganado
y drea de reserva ecologica respectivamente. El valor promedio de Fsy, por los tres
métodos propuestos (Wright; Weir y Cockerham; Lynch y Milligan) entre las 20
localidades en Chiapas fueron: Fgr =0.117 (10.073); 0.088(20.080) y 0.109 (10.153) y el
valor de Nm a partir de Fgycalculado fueron 1.9, 2.6 y 2.0 respectivamente. El flujo génico

entre los cinco agroecosistemas fue Nm= 1.8 a 2.4 (cakulado a partir de los valores de Fst

de Wright).

Los valores promedios de Fsy entre estados de la Republica mexicana fueron 0.169
(£.122), 0.149 (0.136) y 0.186 (* 0.194) por los métedos de Wright, Weir y Cockerham; y

Lynch y Milligan, respectivamente, Los valores de Nm por los tres métodos fue: 1.2, 14 y

1.1 respectivamente.

El dendrograma con las 20 localidudes mwstrd una incipiente agrupacion de
localidades por agroecosistemas. El mayor valor de andlisis Bootstrap (87%) se presentd
entre dos localidades de la zona de reserva ecologica Las Palmas y La Barra San José. Las
localidades de Alvaro Obregon y Cabildo presentaron un 54 % de consistencia, ambas
pertenecientes a la zona de cultivos mixtos. Mientras que Brisas del Mar y Mareas del

Suchiate presemaron 55 % ambas localidades pertenecientes a la zona de banano.

El dendrograma por agroecosistemas union la zona de Cafia de Azicar con la zona

de Banario, con un 87% de consistencia en €l analisis de Bootstrap.

124



El dendrograma en el mbito nacional mostrd dos ramas principales, una agrupa los
estados del norte de México y otra los estados del sur. El estado de Jalisco fue colocado
como aparte de estas dos ramas de similitud genética. El analisis Bootstrap indico una alta
consistencia (100 %) enrc el estado de Chiapas y Tabasco, y agrupd com 86 % de

consistencia a los estados de Nayarit, Sinaloa, Colima y Guerrero.
En un programa hipotético de control genético wtilizando mosquitos transgénicos

refractarios 4 la malaria serd necesario conducir liberaciones separadas de mosquitos

medificados genéticamente en cada uno de los agroecosistemas.



INTRODUCCION

Anopheles albimanus es el principal vector de paludismo ocasionado por
Plasmodium vivax fenotipo VK210 en la planicie costera de Chiapas (Rodriguez et al,
2000), Las poblaciones de este importante vector son muy abundantes en la temporada de
lluvias {mayo a octubre) y disminuyea durante la temporada de secas. Ocurren en una
diversidad de habitat y presentan alta variacion fenotipica pupal (Faran, 1980). En un
estudio sobre la pousible existencia de sub-poblaciones o subespecies con prefereucia por
alimentarse de humanos, An. albimanus presenté un comportamiento oportunista en la
busqueda de hospederos (Arredondo et al, 1992). Estudios previos han demostrado
variaciones en las poblaciones de campo por ejemplo: morfologia de hmevos (Rodriguez et
al., 1992), fenotipos larvales con susceptibilidad diferencial a Plasmodium vivax (Chan et
al, 1994) y variabilidad en la resistencia a insecticidas en mosquitos capturados por

diferentes métodos (Peniila et al., 1998).

Con el incremento en la resistencia a insecticidas es necesario implementar una
nueva estrategia pasa el coatrol de vectores, mediante la utilizacion de mosquitos alterados
genéticamente refractarios a la mfeccion con P. vivar, pero antes de liberar los mosquitos
alterados genéticamente es necesario determinar el flujo de genes en poblaciones de campo

y la situacion ecologica de los focas endémicos.

Williams et al. (1990) desarrolld una técnica para determimar polimorfismo en el
DNA utilizando iniciadores Unicos de 10 pares de bases de secuencia arbitraria. Esta
técnica e le denomind: DNA polimdrfico amplificado aleatoriamente y se basa en la
reaccion en cadena de la polimerasa (siglas en ingles RAPD-PCR). Esta técnica es una
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herramienta (il para estudiar la estructura genetica de poblaciones de diversos organismos
incluyendo los insectos. Esta técnica es rapida, facil de realizar en casi cualquier
laboratorio y no wtiliza productos radioactivos. La técnica de RAPD requiere pequefias
cantidades de DNA, no se necesita informacion posterior de secuenciacion y revela gran
cantidad de polimorfismo. Marcadores RAPD han sido probados en una gran variedad de
insectos como afidos, coledpteros y mosquita blanca (Black, et al, 1992; Gawel, et al,,
1993; Brown, et al, 1997). Algunos grupos de la familia culicidae han estados sujetos a
estudioc mediante el patron de bandas de RAPD-PCR para diferenciar especies y
poblaciones de Aedes (Stegomia) scutellaris (Kambhampati, et al, 1992), y también fue
utilizada esta técnica para distinguir poblaciones geograficas de especies del grupo
Stegomia Aedes aegypti aegypti versus Ae. aegypti formosus (Ballingler-Cmbu'ee et al,
1992). Mendiante esta técnica molecular se logrd diferenciar exitosamente a las dos
principales especies transmisoras de malarsia en Africa: An, gombiae y An wabiensis,
pertenecientes al complejo An. gambiae. Para este estudi se tamizaron 57 primers de los
cuales solo se seleccionaron 13 (Wilkersow, et al., 1993). También se uso la técnica de
RAPD-PCR para determinar la estructura genética poblacional de Ae. albifasciatus en

Argentina (De Souss, el al., 1999).
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IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

Anopheles  albimanus es una especie neotrapical considerada como el vector
primario de paludismo en bajas elevaciones, especialmente en las costas de ambas océanos
en México, Centroamérica, el norte de Sur America y el Caribe (Rodriguez y Loyola, 1989,
Frederickson, 1993). Las poblaciones de An. albimanus localizadas en esta extensa drea
muestran diferencias en su ecologia larvaria, 'comportamiemo de picadura, tasas de
infeccion con P. vivax, resistencia a insecticidas, pero se desconcce si la poblacion de esta
especie manifiesta flujo de genes continuo a lo largo de su distribucion geogrifica o si
existe algun tipo de restriccion y donde se presenta. El conocimiento del flujo de genes,
una indicacién del intercambio de individuos entre poblaciones, es imponante para
emender los patones de dispersion del paludismo, es decir, la dindmica de transmisidn del
mismo. Con el conocimiento del flujo de genes se podri determinar la velocidad de

dispersion de genes por ejemplo genes de resistencia a insecticiklas y susceptibilidad a P.

vivax,

La rapida diseminacion de cepas multi -resistentes a los medicamentos de pardsitos
de paludismo humano (Schapira et al., 1993) y resistencia a insecticidas de los vectores de
paludismo (Raymond et al, 1991), resalta la necesidad de desarrollar nuevos métodos de
control mas eficientes. Una estrategia podria ser reemplazar las poblaciones de mosquitos
de campo, con poblaciones de la misma especie alterados genéticamente incapaces de
transmitir ¢l parasito Plasmodium, utilizando para este propdsito la manipulacién genética
de los vectores. Sin embargo, antes de la ejecucion de una estrategia de este tipo, es
necesario determinar el flujo génico entre poblaciones de campo y, se debe determinar si
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existen barreras geograficas que impidan e! libre movimiento de mosquitos (Slatkin, 1987).
La estimacion del flujo de genes s¢ realiza por métodos directos e inditectos. Dentro de los

métodos indirectos se encuentra la técnica malecular DNA polimorfico amplificado

arbitrariamente (RAPD).

El propdsito de este estudio fue determinar la magnitud del flujo de genes en
poblacianes vecinas en el estado de Chiapas bajo diferentes condiciones de habita larvario,
uso del suelo, aplicacion de insecticidas y disponibilidad de hospedero. También se
determind el flujo génico entre diferentes estados de la Repiiblica los cusles camprende
desde el estado de Chiapas hasta Sinaloa por la vertiente del pacifico, mientras que la
vertiente del atlantico comprende una localidad de la Selva Lacandona y de Tabasco

utilizando marcadores genotipicos obtenidos por medio de la técnica RAPD-PCR.
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ANTECEDENTES
Genética de Poblaciones.

Todos los organismos viven, se reproducen y mueren, Sin embargo, no son los
individuos los que evolucionan sino las poblaciones. La evolucion es el cambio en la
trecuencia de genes que ocurren en un grupo de genes en una poblacikdn con el tiempo. Por
lo tanto, la herencia es la relacion entre la vida de los organismos y la evolucion de las

poblaciones (Audesirk y Audesirk, 1993).

Todas las células de los organismos contienen un depdsito de informacion genética,
codificada en el DNA. Un gen es un segmento de DNA ubicado en un lugar especifico de
un cromosoma.  Su secuencia de nucledtidos codifica la secuencia de aminodcidos de una
proteina que por lo general s una enzima que cataliza una reaccion especifica en la clula.
Secuencias de aucledtidos ligeramente diferentes un sitio determinado del gen,
denominados alelos, generan diferentes formas de la misma enzima. Por lo regular, hay
dos o mis alelos de un sdlo gen. El individuo que tiene alelos del mismo tipo es
homocigoto y el que los posee de diferente tipo s heterocigoto. Los alelos especificos que
tienen los cromosomas de un organismo (su genolipo) establecen sus caracteristicas fisicas

y conductuales (su fenotipo) al interactuar con el ambiente (Klug y Cummings, 1996).

La genética de poblaciones, es el estudio de la variacion genctica en poblaciones
naturales y los factores que influyen esta variacion. Entendiendo la variacion genética en
poblaciones de vectores, se puede entender ¢l papel del vector sobre la epidemiclogia de la
enfermedad. Los factores que provocan la variacién genética en especies vectoras también

influyen en la variacién de la capacidad vectorial y caracteristicas de la competencia
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vectorial (Tabachnick y Black, 1994). La rama de la genética llamada penética de
poblaciones, tiene que ver com la frecuencia, distribucién y herencia de alelos en las
poblaciones (Klug y Cummmgs, 1996). Uma poblacion es un grupo de individuos que se
cruzan entre si libremente en un area restringida (Winchester, 1985). Las poblaciones son
dinfimicas, ellas pueden crecer y extenderse, ¢ contraerse y desaparecer por medio de
cambios en las tasas de nacimientos o muertes. Ellas pueden también cambiar por
migracion o par unirse con otras pablaciones, Cambios en la organizacion, localizacion y
tamarnio de la poblacion pueden llevar a cambios en ia estruclura genctica de la poblacion
(Klug y Cummings, 1996). El grupo de informacion genética que comtienen todos los

miembros de la poblacion que se entrecruzan se conoce como grupo de genes (gene pool).

Una practica utilizada para el estudio de la estructura genética poblacional es la
medicion de la frecuencia de un alelo determinado que controla una caracteristica conocida.
Esto es posible una vez que s¢ establece €l modo de herencia y ¢l nimero de diferentes
alelos presentes en la poblacion. La frecuencia de alelos no puede ser siempre medida
directamente debido a que en muchos casos, se pueden abservar solo los fenotipos, pero po
los genotipos. En el caso de que los alelos son expresados como codominantes, los
fenotipos son equivalentes a los genotipos, y las frecuencias alelicas pueden ser medidas
directamente. Tal es el caso de la herencia autosomal de los grupos sanguineos MN en
humanos. Si uno de los alelos fuera recesivo, los heterocigotes no serian fenotipicamente
idénticas a los individuos dominamtes homocigotos, y la frecuencia de los alelos no podria
ser directamemte determinada. En tales casos los genetistas de poblaciones utilizan
métados matemdticos para determinar la frecuencia alélica y predecir la apariion de
caracteres especificos en una poblacién. Uno de los instrumentos matematicos mds utiles
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es conocido como el principio de Hardy-Weinberg. Este 'principio fue desarrollado en
1908 por un matemdtico inglés Godfrey H. Hardy y un médico aleman, Wilhelm Weinberg,
Basicamente, sostiene que: “En una poblacion larga con apareamierto aleatorio la
frecuencia de genes y genotipos permanecerin constantes de una generacion a otra
generacién, en la ausencia de seleccion, migracidon y mutacion”. La ky de Hardy-
Weinberg es uno de los conceptos fundamemales en genélica de poblacion. Las
frecuencias de alelos en una poblacion permaneceran constantes durante mwchas
generaciones s¢lo si se cumplen las siguientes condiciones: (1) no debe haber mutacion;
(2) no debe haber flujo de genes, no debe haber migraciin neta de alelos hacia adentro o
fuera de la poblacida, y la deriva pénica debe ser aleatoria. (3) La poblacion debe ser
infinitamente larga, (4) el apareamiento debe ser al azar, (5) todos lo genotipas son
igualmente viables y fértiles, deben reproducirse, sin seleccién natural. Tales condiciones
rara vez, si 0o es que nunca, se cumplen en la naturaleza. Entender por qué no se cumplen

nos lleva a comprender los mecanismos de la evolucion (Klug y Cummings, 1996).

Mecanismos de micro evolucidn,
Las cinco causas principales para el cambio evolutivo derntro de una poblacién son:
mutacion, flujo de genes (migracion), deriva génica, apareamiento no aleatorio y seleccion

natural.

Mutacign: Es la fuente fundamental de la variabilidad genética. Las células ticnen
mecanismos eficiemes que protegen la integridad de sus genes. Existen emzimas que
examinan al DNA constantemente reparando los defectos causados por la radiacion, el dafio

quimico o los errores en el copiado. No obstante pueden suceder camibios en ia secuencis
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nucleotidica. Estos cambios som las nmtaciones. Algunos cambios en el DNA casi no

tienen efecto en el organismo, pero es probable que la mayor parte, son dafiinos y unos
cuantos pueden ser benéficos o ayudar al organisma a enfremtar ambiemes nuevos o

diferentes. Las mutaciones actian para crear nuevos alelos.

Flujo de genes (migracidn): Frecuentemente las especies de plantas o animales se
dividen en subpoblaciones que en cierta medida estin geograficamente aisladas.
Diferencias en la tasa de muacién y presion de seleccién pueden establecer diferemtes
frecuencias alélicas en las subpoblaciones. La migracion ocurre cuando los individuos se
mueven emre estss poblaciones. La migracion puede ser regisirada como el flujo de genes
entre dos poblaciones que estuvieron aisladas, pero ahora estan en contacto (Slatkin, 1987;

Klug y Cummings, 1996).

Los movimientos migratorios de ciertos individuos de una poblacidn a otra y que
dejan descendencia fértil producen flujo de genes entre poblaciones. En biologia la patabra
migracion tiene dos significados diferentes. En el comexto mds conocido la palabra
migracion se refiere al movimiento estacional de muchas especics entre los terrenos
veraniegas de reproduccian y los refugios invernales. Sin embargo en biologia evaolutiva,

la migracion es el flujo de genes entre poblaciones.

El flujo de genes disemina alelos provechosos a la especie. Si suponemos que surge
un alelo nuevo en una poblacion y que éste beneficia a los organismos que lo poscen. La
migraciin puede llevar este alelo nuevo a otras poblaciones de la especie. E! flujo de genes

ayuda a mantener a todos los organismos en una region extensa como una especie. Si los
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migrantes |levan constantemente genes de una poblacién a otra emtonces las poblaciones
nunca podran desarrollar diferencias significativas en las frecuencias de alelos. El flujo de

genes se define como el nimero promedio de migrantes entre poblaciones por cada

generacion (Slatkin, 1987).

Cuando dos poblaciones difieren en la frecuencia de genes € imtercambian
migramtes, la frecuencia génica en cada poblacion cambiard dependiendo de la proporcion
de individuos migrantes. Si uma poblacion de individuos A4 recibe inmigrantes de una
pablacién de individuos B85, la frecuencia de A declinara dependiendo en el nimero de
inmigrantes BB. Si las dos poblaciones intercambian migrantes continuamente, la
migracidn causara que las dos poblaciones tengan similar frecuencia génica (Tabachnick y
Black, 1994).

La proporcion de migrantes relativo al total de la poblacién es llamada tasa de
migracion (m). La tasa de migracion determina que tan rapido la migracidn causard que la
poblacién llegue a ser genéticamente similar. El pardametro m es importante, para
artrépodos vectores de enfermedades debido a que éste estima el potencial para la
diseminacion de un patogeno por un artropodo de una poblacion a otra (Tabachnick y
Black, 1994),

La relacidu entre € valos de Nm y Fst es como sigue (Sork et al., 1998),
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Relacian entre Fst y Nm.

Nm Fsr Explicaciéon
0.025 0.50 Extremadamente alta diferenciacion entre subpoblaciones
0.5 0.33 Muy alta diferenciacion entre subpoblaciones
| 0.2 Gran diferenciacidn entre subpoblaciones
2 0.11 Moderada diferenciacion entre subpoblaciones
4 0.06 Baja 0 moderada diferenciacion entre subpoblaciones

Deriva génica: Una de las suposiciones de la ley de Hardy-Weinberg es el tamaiio
infinito de la poblacion. Las poblaciones pequeiias estan sujetas a cambios aleatorios en la
frecuencia de alelos. Es nmucho mas probable que los sucesos fortuitos cambien la
frecuencia de alelos en una poblacion pequefia que en una grande, debido a un proceso
llamado deriva génica. Dos casos especiales de deriva génica llarnados poblacidn con
efecto de cuello de botella y efecto fundador, ilustran aun mis las enormes consecuencias
que puede tener ¢l tamaiio pequeiio de la poblacidn en las frecuencias de alelos de una
especie.

Cuello de botella es cuarkdo una especie s¢ reduce drasticamente su tamaiio
poblacional, de tal forma que solo unos pocos individuos proporcionan genes a la poblacion
total futura. La poblacion que pasa por un cuelle de botella puede resultar en diferencias en
la frecuencia alélica y reduccién en la variabilidad genética. Aun y cuando la poblacién
abunda y la especie llega a set comun, estos efectos gendéticos del cuelle de botella pueden

permanecer por cientos ¢ miles de generaciones (Audesirk y Audesirk, 1993).
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El efecto fundador es un caso especial de cuello de botella en el cual
colonias aisladas se establecen por un pequefio mimero de individuos. Si el aislamiento de
la poblacion fundadora se mantiene por largo periodo de tiempa, la nueva poblacion que se

desarrolle en esa area diferira grandemente de la poblacion original (Audesirk y Audesirk,

1993).

Apareamiento no aleatorio: El apareamiento dentro de una poblacion casi nunca es
aleatorio. Es raro que los organismos se apareen al azar. Entre los animales hay tres

formas comunes de apareamienta no aleatorio: la reproduccion tipo harén, el apareamiento

discriminado y la seleccidn sexual,

Seleccién natural: La seleccion natural es un proceso en el cual ciertos organismos
de una poblacidn particular ante las condiciones cambiantes del medio ambiemte, son

seleccionados de acuerdo a la suma de sus adaptaciones. La seleccion natural es el

mecanismo mds importante en la evolucidn de las especies.

Hay tres tipos de selecciéon natural:

1. La seleccidn direccional, Los individuos con caracteristicas que son diferentes
del promedio en una direccikin (por ejemplo, mis pequeiios) se ven favorecidos en
comparacion con los individuos promedic y ks que difieren del promedio en la direcciSn

apuesta,

2. Seleccion estabilizadora. Los individuos de “valor promedio* para una

caracteristica se ven favorecidos sobre los individuos de valores extremos.
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3. Seleccion disruptiva. Los individuos de caracteristicas extremas se ven

favorecidos sobre los individuos con valores promedio.

La seleccion matural ocurre como resultado de las interacciones de los organismos
con las partes bidticas (viviente) y abidtica (no viviente) de sus ambientes. Cuando dos o
mas cspecies interactuan estrechamente como para ejercer presiones selectivas mutuas
durante largos periodos, ambas evolucionan coma respuesta a elle. Dicha co-evolucion
puede ocurrir como resultado de cualquier tipo de relacion entre organismos, incluidas la

competencia, la relacion depredador-presa y la simbiosis (Audesirk y Audesirk, 1993).

Propiedades de los marcadores RAPD

Los marcadores genéticos amplificador por la técnica DNA polimérfico amplificado
aleatoriamente (RAPD) puede ser usada para la identificacion de diversidad genética emre
poblaciones conespecificas de algunas especies. Es un método simple y rapido utilizado
para generar marcadores genéticos y patron de huellas genéticas, con la ventaja de que no
se requiere conocimiento del genoma bajo investigacion. Las condiciones de amplificacidn
de RAPD difieren de la PCR standard en que Gnicamente se emplea un tmico iniciador
aleatorio. RAPD es wutilizado pars amplificar DNA molde sobre la base que el genoma
nuclear comtiene varias sitios complementarios al iniciador, cercanos uno de otro en
orientacion invertida. Como los iniciadores s¢ unen en la cadena a diferentes distancia, esto
trac como consecuencia la amplificacion de segmentos del DNA de longitud variable.
RAPD-PCR utiliza un primer de 10 pb de secuencia aleatoria con un minimo contenido de
GC de 60 % para amplificar muchas regiones en el genoma simultineamente (Williams et
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al, 1990). Durante la reaccion de RAPD-PCR, el primer se alinea al DNA gendmico
molde a baja temperatura (35 ~ 36°C). En teoria el primer se alinea a muchas regiones del
genoma simultincamente. Sin embargo, sélo ocurre fa amplificacion geométrica en
aquellas regiones en las cuales al final del 3' de la cara del primer alineado el uno al oto
sabre la cadena contraria no es separadas a mas de 3 kb, Estas condiciones sugieren que los

sitios del alineamiento del primer pueden ser inversiones repetidas (Tabachnick y Black,
1994).

Los polimorfismos en regiones amplificadas por RAPD-PCR son tipicamente
manifestadas como la presencia 0 ausencia de una banda en geles de electroforesis del
material amplificado entre individuos. Muchos estudios han mostrado que la mayoria >
90% de las bandas amplificadas por RAPD-PCR son heredadas en forma Mendeliana como
alelos dominantes. Esto significa que un individuo que manifiesta la banda puede poseer
dos copias (homocigoto dominante) 0 una sola copia (heterocigoto dominante) del alelo
amplificable de un locus RAPD. El individuo homocigoto recesivo no manifiesta la banda.
La dominancia de la mayoria de los alelos RAPD-PCR presentan un problema para
estudios de genética de poblaciones. Los patrones de apareamiento en las poblaciones no
pueden ser estudiados, porque para probar el equilibric Hardy- Weinberg se requiere de 1a
identificacion de ambos alelos en un locus. Si hacemos la suposicidn de que una poblacion
estd en equilibric Hardy-Weinberg, entonces la frecuencia del alelo recesivo (q) puede ser
caiculado como la raiz cuadrada de la frecuencia del homocigoto recesivo individual (q2)
(no banda) (Apdstol et al., 1996). Con esta suposicion todas las técnicas que utilizan
frecuencias alélicas pueden ser aplicadas a estudios de variacidn de RAPD-PCR

(Tabachnick y Black, 1994). Muchos de los andlisis en la genética de poblaciones son de
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diferenciacion espacial (FST de Wrigts y distancia genética), pueden ser aplicados a los
marcadores RAPD (Lynch y Milligan, 1994; Black, 1996; Apdswol et al,, 1996). Los
RAPD-PCR han sido criticados por la falta de reproducibilidad {Black, 1993). Sin
embargo, este prablema puede ser superado con la cuidadosa estandarizacion de ia técnica,
reactivos y proveedores de reactivos. La facilidad con la cual se puede encontrar
polimorfismo se ve balanceado con la frecuercia con la cual aparecen artefactos. Se
menciona que la razdn de la ocurrencia de estos artefacios es por el uso de primers

extremadamente cortos para la amplificacion del DNA (Favia et al,, 1994).

Los marcadores RAPD se caracterizan por ser rapidos en la deteccidn de
marcadores, de hecho se obtienen de 50 -80 marcadores de DNA polimorficos en 4 -5
reacciones de PCR. Otra vemtaja es que la identificacidn no radioactiva de los productos,
velocidad (un grupo de 50 - 60 insectos pueden ser analizados dentro de 24 48 h), y la
capacidad para llevar a cabo el procedimiento sin ninguna informacion previa de la
secuencia. El anilisis de los marcadores RAPD ha sido tradicionalmente realizado en geles

de agarosa al 1.2 -1.5% con bromuro de etidio (Apdstol et al., 1993, Apdstol et al.,, 1996).

Algunas de las desventajas de los RAPD, es la dificultad de distinguir muchos de
los polimorfismos aparentes usando esta técnica a partir de artefactos de PCR. La PCR no
siempre €§ un proceso Preciso que proparciona exactamente ¢l mismo resultado. A veces fa
menor diferencia en la calidad del DNA molde, causan diferencias en un producto
particular de individuo a otro. Debido a que algunos de los resultados RAPD se hacen a
partir de la evidencia negativa ( la falta de una banda en el gel), es critico el preciso control
de las condiciones de amplificacion para la imterpretacion confiable del resultada.
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También, la ausencia de un producto en una reaccion particular puede ser causado por
diferencias gendmicas, como sustitucion nucleotidica en uno a ambos sitios de primers,
desiguaidad de recombinacion o replicacion entre los sitios creados, a lo largo de una
insercion que no se amplifico bien, o inversiones en el sitio de unidon del primer (Wilkerson

et al,, 1993; Favia et al.,, 1994).

Por Gltimo, loci homdlogos son muy dificiles de idemificar, haciendo que los RAPD
dificulten el uso de comparaciones interpoblacionales o interespecificas, Este problema
puede ser resuelta mediante la clonacidn y secuencia del producto RAPD-PCR, y usando
un redisefio de primer, locus-especifico para amplificar un locus homdlogo a partir de otros

individuos a especies (Wilkerson et al., 1993).

Ejemplos del Uso de RAPD-PCR
Desde sus inicios el usa de la técnica RAPD-PCR ha creado polémica por la falta de

reproducibilidad, sin embargo con esia técnica s¢ han realizado trabajos como a

continuacion se exponen:

La técnica se wtilizd exitosamente para diferenciar las dos principales especies del
complejo An. gambiae. Se aplico la técnica de RAPD-PCR para diferenciar a An. gambiae
5.8. Y An. arabiensis, mediante un tamizaje inicial de 57 primers, que produjeron 377
bandas, de las cuales 295 fucron diferentes entre las dos especies. Sobre la base de
reproducibilidad, interpretabilidad y simplicidad, se escogiron sdl 13 primers para
andlisis posteriores del DNA, utilizando 30 individuos de cada especic. Finalmente se
escogieron 7 primers que produjeron bandas diagndsticos (Wilkerson et al., 1993)
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En otro estudio se realizd un andlisis gendmico a las dos principales especies
transmisoras de malaria del complejo An. gambiae que son An gambiae ss. y An.
aradbiensis, Se utilizaron 80 diferentes primers, de los cuales cerca de la mitad fueron
capaces de detectar polimorfismo. La otra mitad de los primers no amplificaron o
produjeron un patron de bandas idénticas, Con estos primers seleccionados se logrd
abtener 60 segmentos diferentes del DNA, que fueron diferentememe amplificadas en

diferentes cepas de An. gambiae s.s. y An. arabiensis (Favia et al., 1994),

Anopheles darlingi fue sujeto a anilisis con el propésito de determinar si estaba
constituido de un complejo de especies. Para ello, se wilizo anilisis de isoenzimas,
marcadores RAPD y marcadores 1TS2 (internal transcribed spacer 2). Los resultados
mostraron que la poblacion de An. darlingi procedente de Belice en Centrio Ameérica, y
Bolivia, Brasil, Colombia, Guyana Francesa, Peri y Venezuela en Sur América,
demostraron similaridad genética, que es consistente con la existencia de una sola especie y
se sugirié que el flujo de genes es continuo a través del rango geogrifico de esta especie
(Manguin et al, 1999).

Utilizando RAPD-PCR se logré diferenciar 4 especies del complejo de especies An.
{(Nyssorhynchus) albitarsis. Los ejemplares se obtuvieron del sur de Brasil, Paraguay, y
none de Argemtina. Para ello se realizd primeramente un tamizaje de 65 iniciadores o
primers de ks cuales se identificaron 12, que produjeron 19 marcadores genéticos

especificos de especie y 4 marcadores comunes a 2 o mas especies. Los resultados de este
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estudio mostraron que los RAPD-PCR son una herramierza \til para caracterizar complejos

de especies hermanas (Wilkersoa et al., 1995).

Se han realizado intensos estudios con el vector del dengue y fiebre amarilla 4e.
aegypti. En un estudio con este vector de dengue se diferenciaron genéticamemte mediante
RAPD las subespecies Ae. aegypti aegypti de Ae. aegypti formosus indicando que la técnica
de RAPD puede ser til en estudios de taxonomia molecular de artropodos y en estudios
epidemiologicos sobre la relacién que existe entre poblaciones separadas geograficamente y

movimiento de vector (Ballinguer-Crabiree et al., 1992),

Otro ejemplo sobre el uso de RAPD en Aedinos fue el trabajo realizado en
poblaciones de Ae. albifasciatus, principal vector de virus de encefalomielitis equina del
oeste, en 6 poblaciones de Argentina Central Se encontrd un rango de heterosis esperada
entre 0.19 y 0.31, el cual es un valor = 3 veces mayor al obtenilo por 16 alenzimas
estudiadas previamente (He= 0,069 + 0.024) (De Sousa et al., 1996). La tasa efectiva de
migracion entre las poblaciones, estimada a partir de valores de Fsr, presenté un rango de
23 a 9.0, En este mismo estudio utilizaron sdlo dos primers, que produjeron 28 loci
presuntivos (De Sousa et al, 1999). En otro estudio realizado en Puerto Rico con Ae.
aegypti, se encontry un promedio de heterocigosis de He = 0.354 con 57 loci presuntivos
RAPD, mientras que con 11 isoenzimas se detectd una heterosis mas baja con un valor de
He = 0.163, el valor de Nm (tasa efectiva de migracion tubo un rango de 9.7 a 12.2

indicando alta tasa de dispersion (Apostol et al., 1996).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Chiapas estan presentes diversos habitats a lo largo del plano costero con
diversos usos del suelo y aplicacion de insecticidas. Las poblaciones de Anopheles
albimanus en época de seca se restringen a charcas permanentes en los esteros y los
criaderos tierra adentro permanecen aislados de estas poblaciones. En la época de lluvia las
poblaciones de An. albimanus se incrementan producto de la formacion de nuevos Criaderos
provocando probablemente que las poblaciones se mezclen libremente.

Anopheles albimanus se distribuye en México en la verticnte del pacifico y del
Atlamico, desde Chiapas hasta Sinaloa y desde Tamaulipas hasta la peninsula de Yucatdn.
A lo largo de su distribucion geogrifica existen dreas endémicas al paludismo, mientras que

en otras ¢l paludismo es raro.

HIPOTESIS

No existe ninguna barrera para el libre flujo de genes a lo largo del plano costero ni
entre poblaciones de diferentes altitudes ni entre mosquitos criados en diferentes habitats.
A lo largo de su distribucion geografica existe un continuo flujo de genes entre los
diferentes estados de la Republica mexicana, debido a que no hay barreras geograficas ni de
comportamiento del vector que impidan ¢l libre flujo de migrames, lo que favorece la

existencia de una sola poblacion panmitica.
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OBJETIVO GENERAL

Utilizando marcadores RAPD en hernbras adultas de An. albimanus se determind la
tasa efectiva de migracion Nm o patrdn del flujo genético y la variabilidad genética
mediante los valores de Fsy, en el ambito microgeografico en el sur de Chiapas y en el

ambito nacional en México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Se colectaron An. albimanus en 20 localidades en un drea aproximada de 250 km
desde la frontera con Guatemala hasta 250 Km al noreste del sur de Chiapas. Se escogieron
de dos o cinco localidades situadas demtro de diferentes agroeccsisiemas Area de Banano,

Cultivos Mixtos, Reserva Ecologica, Caia de Azucar y Ganadero.

Se colectaron mosquitos de Az albimanus en el ambito macrogeogrifico en 9
localidades comprendidas en 8 estados de la Republica mexicana que son: Chiapas (plano
costero y Selva Lacandona), Oaxaca, Colima, Guerrero, Nayarit, Jalisco, Sinaloa, Tabasca,
y La Palmilla, Guatemala CA.

Se determind el flujo génico (Nm) y los valores de Fgr entre localidades, areas

agroecologicas y estados de la Republica mexicana,

Se determinaron las distancias genéticas entre localidades, agroecosistemas y

estados de la Repiiblica mexicana y se representaron por medio de dendrogramas.
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MATERIAL Y METODOS
A. Colecta de mosquitos en Chiapas.

Hembras adultas de An. albimanus fueron colectadas en corrales de ganado,
alimentadas con sangre humana ¢ de conejo y una vez gravidas se les colocd en recipientes
individuales para abtener las larvas F1 y criarlas por familias en condiciones estindares de
insectario (Gerberg et al., 1994). Las capturas se hicieron en 20 localidades separadas entre
4 a 20 km, localizadas desde la fromtera con Guatemala hasta 200 km al noroeste y desde el

nivel del mar hasta 50 kan tierra dentro,

Area de estudio. El drea de estudio comprende desde la frontera de México con
Guatemala (14° 33° N, 92° 13" O) hasta aproximadamente 180 km al noroeste (15° 43’N,
93° 29’0). Se seleccionaron 20 localidades que en estudios previes fueron positivas a la
presencia de An. albimanus. El drea de estudio fue dividida en cinco agro-ecosistemas de
acuerdo al uso del sueko y aplicacion de insecticidas en la agricultura: 1) Banama, 2)
cultivos mixtos (mango, soya, ajonjoli, y maiz), 3) Reserva ecoldgica, 4) cafia de azicar y
5) ganado (Fig 2.1). Se utilizaron entre dos a cinco Yocalidades por cada drea, equivalente a
treinta a cincuenta mosquitos aduktos F1 por agro-ecosisierna. Los adultos F1 de 1 dia de
edad fueron aimacenados a -70 © C. Todos los adulios utilizados para las pruebas
moleculares fueron de diferentes hembras de campo.

B. Colecta de mosquitos en México

Se realizaron colectas en diferentes estados de la Republica mexicana, en
localidades situadas el litoral Pacifico que son: Rio Arriba, Chiapas; Puerto Angel, Oaxaca;
Cayucan, Guerrero; Colomo, Colima; Barra Navidad, Jalisco; San Blas, Nayarit;
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Topolobampo, Sinaloa; por el Litoral Atlantico San Pedro Balancidn, Tabasco; y entre
ambos litorales y por ser un area de alta transmision del paludismo s¢ escogi) Benemérito
de las Américas en la Selva Lacandona, Chiapas y “La Palmilla” en Guatemala C.A (Fig.
2.1, Cuadro 2.1). Para la captura de los mosquitos se utilizaron cilindros de plastico de 30
cm de diametro y 20 cm de alto, cubiertos en la parte superior con malla fina o jaulas de
aluminio de 45 cm’ cubierta de malla metilica. Las capturas de mosquitos se realizaron
alrededor de corrales en un horario de 19:00 a 23:00 hrs, sin alimentacién sanguinea
preferemtemente. Agquéllas que presentaron sangre en su abdomen, al momento de ka
captura se les coloco un algodon himedo con agua azucarada al 10 %, durante dos dias
para permitic el metabolismo de la sangre. Los métodos empleados fueron el cebo humano
intra y peri, corrales y trampa caballo (Service, 1976). Las hembras despues de colocarlas
en viales individuales y su debida etiqueta, se trasladaron en nitrogeno liquido al Centro de

Investigacion de Paludismo en Tapachula, Chiapas donde posteriormente se almacenaron a

— 70 ° C hasta su procesamiento.
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Cuadro 2.1. Localidades de colecta de Aropheles albimanus en el ambito nacional

y sus coordenadas.

Localidad Estado Latitud Norte | Longitud Oeste
Topolobampo Sinaloa 25736 109° 03°
San Blass Nayarit 21°32 105°17°
Barra Navidad Jalisco 19°11° 104° 41°
Colomo Calima 19° 02’ 104° 16’
Cayucan Guerrero 1711’ 100° 05°
Puerto Angel Qaxaca 15° 39 96° 28’
Rio Arriba Chiapas 15708’ 92° 4%
San Pedro Balancan Tabasco 17° 45° 91° 08’
Benemérito (Selva Chiapas 16° 30’ 9¢° 38’
Lacandona)

La Palmilla Guatemnala 14° 52° 39022
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Extraccion de DNA

Adultos individuales fueron macerados y aislado su DNA como fue descrito por

Coen et al. (1982) modificado para mosquitos por Black y Munstermann (1994), como se

detalla a continuacion:

1.

Se colocd el mosquita en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, y con 25 ul de buffer de

extraccion (NaCl 0.1M, Sacarosa 0.2M, Tris-HCl pH 9.1, EDTA 0.05M, SDS

0.005). Se macerd uniformemente el mosquito con un pistilo utilizando una punta

adecuada al fondo del tubo, hasta que quedo totalmemte wwolido, sin partes
reconocibles. Se colocd 25 pl mis de buffer de extraccion, limpiando el pistilo.

Se centrifugd por 30 segundos para concemtrar los restos al fondo del tubo.

Se incubd el tubo con el homogeneizado a 65°C por 30 minutos.

Mientras los tubos todavia estin calientes, se agregd a cada uno 7 pl de Acetaro de
Potasio 8M.

Se incubd en hielo como minimo 30 minutos, para precipitar el SDS del buffer de
extraccion.

Se centrifugd a 14,000-17,0000 xg por 15 minutos El sobrenadante se transfirid a
un tubo Eppendorf nuevo y estéril, procurando no llevar nada del precipitado de
SDS (Es preferible centrifugar a 4°C).

Se agregd al sobrenadante 100 ul de ETOH 100%, incubando inmediatamente
después en hielo por 5 minutos. OPCIONAL: Puede suspenderse el proceso en este
punto, conservando los tubos a -20 °C toda la noche. Centrifugar a 14,000-17,000

xg por 15 minutos,
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8. Se retird cuidadosamente ¢l etancl y se agregaron 100 ul de ETOH al 70%. Se
Lavé y centrifugd por 5 minutos. Se retird cuidadosamente el etanol. EL DNA
precipitd en ios lados y el fondo del tubo, y se observd como una mancha
blancuzca. Se adicionaron 100 pl de etanol 100%, y se lavd y centrifugd por 5
minutos.

9. Se retiro el etanol absoluto y agregaron 100 pl de etanol al 70%, lavar por ditima
vez y descartar el etanol con cuidado. Por ultimo sc secd totalmente la humedad del
tubo en un termoblock por aproximadamente por 30 minutos a 42°C.

10. Resuspender la pastilla de DNA en 300 ul de TE pH 8.0 durante un minimo de 12
horas a 4°C. Con este protocolo ¢l DNA permanece estable hasta por mas de 6
meses. La pastilla de DNA fue resuspendida en 300 pl de TE (0.05 M Tris- HCL,

EDTA pH 8.0), y se mantuvo a4 ° C,

Amplificacion del DNA

Con algunas modificaciones la reaccion de RAPD-PCR se realizd como fue descrito
por Black y Du Teau (1997). Se prepardo la mezcla de reactivos para 12 individuos
(volumen total de SO ul). En tubos de 1.5 ml eppendorf, se afiadid 447.6 ul de ddH20; 60
ul de buffer de PCR 10X (500 mM KCL 100 mM Tris-HCI pH 9.0, 15 mM MgCh, 0.1%
gelatina (peso/vol) y 1 % Triton X-100), 6 ul de dNTPs (20 mM de dATP, dCTP, dGTP,
dTTP, Gibco, BRL, Life Technologies Alameda Calif); 12 pl del iniciador de 10 bases
(concentracion final 50 pmol/pl) (de Operon Technolbogies, Alameda, Calif). Los tubos se
¢olocaron en el transiluminador por 10 min para destruir contaminamtes, después se le
adiciond 2.4 ul de Tag DNA polimerasa equivalente a 1 U (Perkin Elmer Norwalk, CT), ¥
se vertieron 49 pl en tubos de 0.2 ml, posteriormeme se adicioné 1 pl de DNA mokle. En
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todas las reacciones se calocd un cantrol negativo que contenia todos los componentes

excepto el DNA molde,

Condiciones de la PCR

Las muestras se incubaron en una tennociclador Gene Amp 9600 (Perkin Elmer
Cetuys, Norwalk, CT) las temperaturas fueron: 1 min a 95 °C como primer paso de
desnaturalizacion, cuarenta y cinco ciclos de 1 min a 92 °C (denaturalizacién), 1 min de 35
°C (alineacién) y 2 min a 72 °C (elongacion), el tiempo de rampa desde la alineacion a la
elongacion fue 1°C /8 seg. Se program$ una elongacion final de 7 min a 72 °C, y los

productos amplificados se¢ almacenaron a 4 °C.

Electroforesis en gel de agarosa
Los productos de la amplificackin se analizaron en geles de agarosa 1.5 % con 0.8
pg/ml bromuro de etidio, se corrieron a 65V por cerca de 6 br, se visualizaron con luz UV

(312 nm). 1 Kb fue utilizado como marcadores de peso molecular provistos por Gibco
BRL, Life Technologies, Alameda Calif.

Iniciadores Oligonucleotides

Los iniciadores utilizados fueron de 10 bases en longitud de Operon Technologies
(Alameda, CA). Cada grupo de 20 iniciadores del A, B y C se suspendieron en agua
destilada a una concentracion final de 50 pmol/ul y fueron almacenados 1 —20 °C. Para el
estudio en Chiapas se seleccionaron los primers: A05 (5° AGGGGTCTTG 3°), A20 (§°

GTTGCGATCC 3°), B04 (5’ GGACTGGAGT 3"), B11 (5’ GTAGACCCGT 3°) y BI8 (5°
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CCACAGCAGT 3’) y en el estudio en el ambito macrogeografico se utilizaron los
siguientes primers: A0S, A08 (5’GTGACGTAGG3’), Al12 (5° TCGGCGATAG 37), Al19

(5" CAAACGTCGG 3°), A20, B04, y B11.

Analisis estadistico

Los productos amplificados se registraron directamente de la fotografia de los geles.
La presencia/ausencia de los marcadores dominantes se designaron como 1/0
respectivamente. Se realizaron los calculos de Fgy y tasa efectiva de migracion (Nmr) dentro
de los agroecosistemas y entre localidades utilizando tres diferentes metodologias: Wright
(1931), Weir y Cockerham (1984) y Lynch y Milligan (1994). La Fsr y Nm fueron

calculados utilizando el programa RAPDFST 4.0.1 (Black 1996).

El anilisis estadistico de los valores de Fsr se estimé mediante valores de
contingencia chi-cuadrada = 2N Fsr, con grados de libertad igual al numero de
subpoblaciones menos 1.

La Nm fue estimada de la ecuacion: Nm = [(1/ Fst) =1)/4 (Wright 1931).

El programa analiza el valor de Fst como:

Fst = Varianza (p) / (promedio p (1 — promedio de p))

Donde p es la frecuencia de un alelo en un locus RAPD y promedio de p es la
frecuencia promedio ponderada entre todas las subpoblaciones. Esta Fsy es el radio de la
varianza observada en la frecuencia de un alelo entre las subpoblaciones, relativa a su

méxima varianza en la poblacion total. RAPDFST computa los valores de FST para cada
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locus RAPD, asumiendo que las subpoblaciones estan en equilibrio Hardy-Weinberg y
asumiendo dominancia en cada locus. La distancia genética de Nei (1972) y analisis
Bootstrap fue realizado con el programa RAPDDIST realizando 100 replicas, Las matrices
fueron analizadas con el programa NEIGHBOR en PHYLIP 3.5C utilizando el métedo de
analisis de grupos pares no ponderados (UPGMA). Un arbol de similitud genética con el
anélisis bootstrap se hizo mediante el estadistico CONSENSUS de Joseph Felsenstein

(1993).
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RESULTADOS
A. Estudio Microgeogrifico en Chiapas.

La aplicacion de la reaccion en cadena de la polimerasa al DNA de mosquitos con
oligonucledtidos inicas de secuencia de DNA arbitraria. resultd en la amplificacion de una
serie de fragmentos con alto polimorfismo. Oligonucleotidos iniciadores que no produjeron
bandas polimorficas bien amplificadas, claramente distinguibles de sus bandas vecinas,
fueron eliminados del andlisis para reducic ambigliedad. De un tamizaje inicial se
escogieron solo § iniciadores con base al criterio antes mencionado. No se escogid ninglin
iniciador del kit C debido a que este grupo de iniciadores amplificaron muchos segmentos
dificiles de leer o pot el contrario algunos de ellos produjeron pocas bandas com poco
polimorfisma y por consiguiente poca informacion. Del kit A se escogieron dos (5 y 20) y
del kit B wes (4, 11 y 18) (Cuadra 2.2). Fueran seleccignados um toral de 46 loci

polimorficos presuntivos, amplificados por 5 primer (Cuadro 2.2).

La distancia genética de Nei (1972) entre agroecosistemas presentd un rango 0.0078
a2 0,0212 (Cuadro 2.3). La menor distancia genética entre las cinco dreas se observd eatre
¢l banano y cafia de azicar (0.0078), mientras que la mayor distancia genética fue entre

banano y reserva ecoldgica (0.0212).

Al analizar la estructura genética poblacional de An. albimanus euntre localidades se
encontrd con menor distancia genética a La Barra San Jasé y Las Palmas (distancia
genética = 0,011), ambas pertenecientes a la zona de reserva ecologica y con mayor
distancia genética emtre las localidades de El Fortin y El Zapotal (distancia genética =
0.109), ambas pertenecientes a la zana de ganado (Cuadro 2.4).
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Los valores de Fstr y Nm demro de los agroecosistemnas y entre lrcalidades se
determin® mediante los tres métodos propuestos (Cuadro 2.5). El valor promedio de Fysp
entre las 20 localidades de acuerdo al método de Wright (1931), Theta de Weir &
Cockerham (1984) y Fsrde Lynch & Milligan (1994) fue de 0,117 (10.073), 0.088 (30.080)

v 0.109 (+0.153) respectivamente.

Al analizar la Fgy por agroecosistemas por los tres métodos, se encontré que los
menores valores corresponden al drea de reserva ecaldgica que son: 0.070 (10.84), 0.050
(10.115) y 0.042 (0.157) respectivamente. Los mayores valores de Fer con las tres
métodos prapuestos se presentaron en le drea de ganado: 0.12 (+0.133), 0.142 (+0.170) y

0.141 (+0.22), respectivamente.

En general, el flujo de genes o tasa efectiva de migracidn (Nm), oitenida dentro de
las areas fue moderadamente bajo con rangos 1.8 a 3.3 (Wright), 1.5 a 4.7 (Weir &
Cockerham), y 1.5 a 5.7 (Lynch & Milligan) (Cuadro 2.5). El mayor flujo de genes se
presentd dentro del drea de reserva ecoldgica (3.3, 4.7 Y 5.7), mientras que el menor flujo
génico fue de 1.8, 1.5 y 1.5 en el area de ganado, con los tres métodos propuestos

respectivamente.

Al comparar 1a tasa efectiva de migracion entre los agroecosistemas, s¢ presemo un

mayor movimiento de individuos migrantes entre la reserva ecokigica y cultivos mixtos
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(Nm= 2.4), mientras que la menor tasa efectiva de migracidn fue entre el area de ganado

con plantaciones de banano y cafia de azicar (Nm= 1.8) (Cuadro 2.6).

El dendrograma por localidades muestra algunos grupos de localidades con
porcentaje de consistencia > 50%, que se encuentran cercanas (menos de 10 kms) son:

Mareas del Suchiate y Brisas del Mar (55%), Barra San José y Las Palmas (87 %), Alvaro
Ohregdn y Cabildo (55%) (Fig 2.2).

El andlisis de Bootstrap entre agroecosistemas indicd con un 87 % de soporte que ia
cafia de azicar y el area de plantacion de banano pertenecen a un mismo grupo con un flujo
de genes continuo. En el caso de las areas restantes el porcentaje fue bajo (35 & 45 %)

indicando que el flujo de genes es en ¢ierto punto restringido entre estas dreas (Fig. 2.3).

B. Estudio Macrogeogrifico en México
En e! estudio macrogeogrifica se seleccionaron 7 oligonucledtidos, 5 del kit A y 2

del kit B, no se escogid ninguno del kit C (Cuadro 2.2). Se seleccionaron 51 marcadores

genotipicos sobre la base de los criterios mencionados anteriormente.

Al comparar las distancias genéticas entre los estados de la Repiblica, se encontrd
que la mayor distancia genética se presentd entre el estado de Jalisco comparado con
Chiapas (0.1975) y Tabasco (0.2079), y Guatemala (0.1499), mientras que las mepores
distancias genéticas se presentaron emtre los estados de Guerrero y Colima (0.0203), y los

estados de Chiapas y Tabasco (0.0254) (Cuadro 2.7).
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El valor promedio de Fst entre todos las localidades fue de 0.169 (+.122), y con un
valor de Nm = 1.2 mediante el método de Wright (1931) (Cuadro 2.7). El valor de Nm fuc
ligeramente menor con el método de Lynch y Milligan (1.1) y ligeramente mayor con el
metodo de Cockerham (1.4). Al determinar la tasa efectiva de migracion, agrupando los
estados del norte y los del sur, no se abservaron diferencias entre los valores de Nm entre

las poblaciones del norte (Nm = 2) y las del sur (Nm= 1.8) (Cuadro 2.8).

El dendrograma de similitud genética mostrd dos ramas principales en donde se
abserva que se agrupan los estados del norte de México en una y los del sur en la otra (Fig.
2.4). La poblacion del estado de Jalisco se present( separada de estas ramas de similitud
genética. El anilisis de Bootstrap demostro 100 % de consistencia entre los estados de
Chiapas y Tabasco, y un 86 % entre los estados de Nayarit, Sinaloa, Colima y Guerrero.

Otras ramificaciones fueron menores del 70 %.
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PISCUSION

Con el descubrimiento de complejos de especies en Anupheles gambiage y An
maculipennis en Africa y Europa, respectivamente se han hecho considerables esfuerzos
por detectar especies hermanas en otras especies de anophelinos en el continente
Americano, dentro de estas especies esta An. albimanus. Esto se debe a la diversidad de
hébitats donde las larvas se pueden desarrollar, al mismo tiempo que exhibe aha variacion
fenotipica pupal (Faran, 1980). Las larvas se desarrollan desde huellas de animales hasta
lagunas, con variacion en temperatura y salinidad (Breeland, 1972). Este vector de
paludismo ha sido sujeto a diversos estudios en la basqueda de especies hermanas ¢ sub-
poblaciones especificas de An afbimanus responsables de 1a transmision de paludismo, sin
embargo hasta el momento no se ha logrado identificar una poblacion criptica con habitos

antropofilicos exclusivos (Arredondo-Jiménez et al, 1992).

Se cree que An albimanus se origind en algun pumto de Centro América y que
posteriormente las pobluciones se extendieron hasta sus limites actuales que son al norte
hasta el sur de Estados Unidos de América y hacia el sur hasta la parte norte del Perd
(Frederickson, 1993). Estudios previos en busca de sub-poblaciones con An albimanus no
se detectaron inversiones de heterocigotos en cromosomas politemé de larvas procedentes
de Panamd, El Salvador, Guatemala, México y Jamaica ademis de ser interfértiles al
realizar copulas-cruzadas (Hobbs, 1962). En otro estudio con 11 poblaciones de Colombia
utilizando isoenzimas, andlisis citogenético y cdpula-Cruzadas se encontrd que las 11
pablaciones pertenecen a la misma especie (Narang et al, 1991). En Guatemala y Certro
América se analizaron poblaciones de campo mediante espaciadores intergénicos del DNA
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ribosomal nuclear, y se encontrd que existen barreras para el libre flujo de genes entre las
poblaciones del Pacifico y €l Atlantico (De Mérida et al., 1995). Posteriormente se estudid
la variacion del DNA mitocondrial entre poblaciones de varies paises y demtro de
Guatemala. La frecuencia de haplotipos fue similar entre poblaciones del norte y sur de
Guatemals, poblaciones cercanas a Jos 200 km intercambian genes continuamente, pero al
analizar poblacioves de México, Guatemala, Honduras y Nicaragua contra aquéllas de
Costa Rica y Panamd se presemtan cambios abruptos en la frecuencia de haplotipos
mitocondriales, es decir, que la cantidad del flujo genético disminuye cou la distancia

geogrifica entre poblaciones alejadas > 200 km (De Merida, et al, 1999).

Anilisis visual del patrén de bandas producidas por la reaccion RAPD-PCR nos
permiti6 seleccionar 5 primers en ¢l ambito microgeogréifico en Chiapas y 7 en el ambito
macrogeografico en México, de un total de 60 primers analizados. Los primers no
seleccionados fueron descartades porque produjeron muchas bandas de tal formm que fue
imposible leer las bandas polimérficas de interés y otros primers produjeron pacas bandas y
con poco polimorfismo, La mayor distancia genctica se presentd entre dos dreas que se
distinguen por el diferente uso del suclo y aplicacion de insecticidas que son la zona de
plantacion de banano y reserva ecoldgica {0.0212). La historia de aplicacion de
insecticidas en el area de banano es desde los afios 60° ya que anteriormenmnte esia zona se
cultivaba el algodén y posteriormente s¢ cambio al cultivo de banano, Las diferencias
gengticas entre pablaciones de estas dos éreas pueden ser debida a la presion de seleccion
provocada per los productos quimicos vertidos al suelo, para €l control de plagas agricolas,

los cuales en la época de lluvia son arrastrados a las zonas de baja elevacion donde estin
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presentes criaderos permanentes de An. albimanus. En el transcurso de varias generaciones
los insecticidas empieados en la agricuitura la presion de seleccion €jercida en la poblacion
de este vector, dio como resultado mosquitos con alta tolerancia a los productos
msecticidas. El flujo de genes entre dreas y dentro de las dreas fue moderadamemte
restringido (1.8 a 3.3, mediante el método de Wright). En comparacion con otro culicido,
Aedes aegypii en Puerto Rico, presentd una tasa efectiva de migracion de 10 a 12 (Apostol
et al., 1996). Una de las posibles causas de esta diferencia entee el flujo de genes de
Anophelinos y Aedinos puede ser su comportamiento de oviposicion, es decir, una hembra
de anophelino como An. albimanus normalmeme deposita todas sus huevos desarroliados o
la mayor parte de ellos durante un ciclo gonotrdfico. Este comportamiemio se repite
durante todos los ciclos de la vida de la hembra, ya que se han obtenido hasta 7 ciclos
gonotroficos en condiciones de laboratorio y todos con la mismo longitud de 48 hrs
(Rodriguez et al., 1992), con concordancia gonotréfica por arriba del 90 % (Villarrreal,
datos no publicados). En el caso de de. aegypti, no presenta concordancia gonowdfica y
oviposita un pequeiic grupo de huevos en varios recipientes, entonces se mueve de un lugar
a otro buscando sangre y ovipositando, dejando descendencia fértil en otras dreas. En otra
especie transmisora de virus de la encefalomielitis equina del oeste en Argertina Ae.

albifasciatus, el flujo génico tuvo un range de 2.3 a 9.0 determinado por la técuica de
RAPD-PCR (D¢ Sousa et al., 1999).

En nuestro estudio la diferencia en el valor de Nm dentro del area de reserva
ecologica (Nm = 3.3) y la de ganado (Mm = 1.8) puede ser debida a la mayor disponibilidad
de hospederos en el érea de ganado en comparacion a la escasa o nula cantidad de animales
Jomeésticos en 1a zona de la reserva ecoligica. Por ko que al tener mayor disponibitidad de
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hospederos los mosquitos no se mueven largas distancias como se presentd en el area de

reserva ecologica.

Al analizar el flujo génico emre dreas se encontrd que el area de cubtivos mixtos y la
reserva ecoldgica son las que comparten mayor namero de individuos (N = 2.4), mientras
que el menor flujo génico se presentd entre el irea de ganado comtra banano y cajia de
azicar con una Mm = 1.8 en ambos casos. Esto puede ser explicado por la distancia
geografica, la diversidad de habitats entre las dreas, ademds de las diferencias que existen

en el uso del suelo y aplicacion de insecticidas en la agricultura.

La técnica mwlecular de RAPD’s a suscitado reciememente controversias sobre l1a
reproducibilidad de las bandas (Pérez et al., 1998), en un estudio realizados en Sus scrofa la
temperatura de alineacién baja de 35 °C dio mejores resulados que a 45 ° C, pero
temperatura de alineacién de 45 °C produjo bandas reproducible en el patron de bandas en
Drosophila, En este estudio la temperatura de alineacion de 35 °C, fue la que presentd
resultados satisfactorios produciendo bandas reproducibles. El problema de baja
reproducibilidad se presentd al inicio de nuestro estudio, duramte el proceso de
estandarizacidn, pero este problema se solucioné al disminuir el tiempo de pre-
calentamiento de 5 min a 1 min a una temperatura de 95 ° C. También una vez realizado
nuestra estandarizacion se trabajd siempre bajo las mismas condiciones de ciclos,
temperaturas, cantidad de Mg™ y buferes, ¢ incluso se trabajé con las mismas casas
comerciales con la finalidad de evitar la aparicion de artefactos que pudieran interferir con
la lectura de la nuestras bandas. Durante el proceso de estandarizacién y tamizaje de

iniciadores se encontraron problemas semejantes a los reportados en un estudio de
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diferenciacion de especies del complejo sobre An. gambiae utilizando RAPD (Favia et al,
1994), donde se menciona que cambio en Mg produce diferente patron de bandas, al igual
que cambios en la cantidad de DNA produce diferente cantidad y calidad en las bandas.
Durante el proceso de sekeccion de las bandas se descartaron aquéllas llamadas *“fantasmas”
por ser borrosas. Estas bandas consisten de alto peso molecular y exhiben inconsistente
amplificacion, semejante problema se han presentado en la busqueda de bandas diagndstico
para diferenciar a las principales especies del complejo An. gambiae, que son An. gambiae
s.5. y An. arabiensis (Wilkerson et al, 1993). Otro problema que se presentd fue al
asignarles valores de “0” y “1” a las bandas, debido a la ouwlogia que se presenta entre
ciertas bandas, sobre toda en los primers que producen alos nimero de bandas. Este
problema de homologia puede ser definitivamente determinado por posteriores

investigaciones, tales como secuenciacion ( Wilkerson et al., 1993).

En el continente americano se sospecha que varias especies de Anophelinos
estan constituidos por complejos de especies. Por ejemplo Anopheles pseudapunctipennis
Theobald es uno de los principales vectores de paludismo en el continente Americano
{(PAHO 1996), y también es el vector con mayor distribucion geografica en el nuevo mundo
(Fleming 1986). Pertenece al Subgénero Anopheles (Wilkerson y Strickman 1990).
Recientemente con el desarrollo de nuevas técnicas moleculares, esta especie ha sido sujeta a
diversos estudios con el fin de determinar si estd constituida por una sola especie 0 de un
complejo de especies. En un estudio utilizando isoenzimas y andlisis del rDNA mediante la
técnica: fragmemos de restriccion de langitud polimdrfica (RFLPs), entre poblaciones de
Meéxico v Sudamérica se encontraron suficientes diferencias para elevar estas poblaciones a
nivel de especie, nombrando la especie “A” en Méxica y especie “B” en Perli y Bolivia
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(Estrada-Franco et al 1993a). También se encontr§ esterilidad macho/hembra unidireccional
en copula-cruzada entre cepas del norte (México) y del sur (Peri y Bolivia), presentado en la
forma de testiculos atrofiados y extensiva asinapsis de cromosomas politenos (Estrada-
Franco 1993b). Un segundo grupo de investigadores (Manguin et al., 1995), analizaron 42
localidades distribuidas desde el Sur de Estados Unido (Houston, Texas) hasta el norte de
Argentina utilizando isoenzimas. Se encontrd que a lo largo de su distribucion geografica
An. pseudopunctipennis consta de dos principales poblaciones, una que se extiende desde el
sur de EUA hasta el sur de México y Guatemala y la segunda desde Belice hasta el
Argentina. Estas dos poblaciones convergen en el sur de México y norte de Centroamérica,
Una parte de esta zona de convergencia fue identificada en una #drea situada al este de
Guatemala y sur de Belice. A diferencia de los reportes previos, ellos concluyeron que las
variaciones son clinales y no indicativo de especies sibilinas. Sin embargo 105 datos indican
un patron descrito como “zona de sutura” (Remington, 1968), donde una poblacidn de una
especie se separa del grupo por un periodo extensivo de tiempo y posteriormemnte se
reunifican. Otro vector importante de malaria 4An. darlingi ha estado sujeto a diversos
estudios mediante isoenzimas, RAPD y espaciadores intergénicas 2 {ITS 2), con el propdsito
de saber si estd constituida en un complejo de especi¢s, pero hasta ¢l momento no se ha
demostrado la existencia de algin complejo (Manguin et al, 1999). Es necesario realizar
mas estudios con la finalidad de encontrar nuevas evidencias que apoyen o rechacen el actual
status taxondmico de An peudopunctipennnis 'y An. darlingi con el fin de diferenciar
poblaciones importantes en la transmision de paludismo de aquéllas sm importancia. La
técnica de RAPD se aplicé a An albitarsis procedente de Paraguay, Argentina y Brasil,
logrando distinguir cuatro especies por medio de 12 primers de un tamizaje inicial de 65, los
cuales produjeron 19 marcadores genéticos especificos de especie y cuatro marcadores
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comunes 8 2 0 mas especies. Los marcadores fueron correlacionados en casi todos los
individuos de cada especie en el rango hecho un muesireo, incluyendo poblaciones tal lejanas
como 2,500 km. En nuestro estudio no se encontrd bandas dnicas de una localidad en el
estudio microgeogrifico o Gnico de un estado de la Republica mexicana, en el estudio
macrogeogréifico, pero se observa en el dendrograma que las poblaciones del nore de
México se encuentran separadas de las del sur, probablemente por la presencia de los fuertes
vientos constantes que se presentan en el immo de Tehuantepec que pueden estar actuando

como una barrera que impide ¢l libre flujo génico entre las pablaciones de Chiapas y Oaxaca

y los esuados del norte de México.

El arbol producido por el andlisis de Bootstrap presentd un rango de 34 a 87 % de
cansistencia entre las cinco dreas, indicando que las poblaciones de 4An. albimanus estin
segregadas y que el flujo de genes es moderadamente restringido. Esto probablemente es
resultado de la diversidad de habitats, y a los procesos de disminucién de las poblaciones
durante la época do secas, donde las poblaciones de An albimanus disminuyen
considerablemente, y la poblacidn se concentra principalmente en cuerpos de agua
permanentes de baja elevacion, mientras que la mayoria de las poblaciones tierra adentro
desaparecen o bajan considerablemente (Savage et al,, 1990). Esti claro que el componente
hidroldgico potencial mas importante para la cria de mosquitos som las areas inundables,
especialmente pastos kocalizados a bajas elevaciones (Rodriguez et al, 1996), y que estas
hébitats son los que producen la mayor cantidad de adultos (Rodriguez et al, 1993). Otra
posible explicacion de la segregacion de la poblacién es por el diferente uso del suelo,
aplicacion de productos quimicos al medio ambiente o disponibilidad de alimento (Statkin,

1987).
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Mediante la técnica RAPD-PCR se encantré que Anopheles albimanus presentd un
flujo de genes moderadamente restringido. Este flujo de genes restringido indica que
cuando se presenta un nuevg caso de paludismo, el mosquito infectado propagara la
enfermedad principalmente en los alrededares donde se presentd el caso y por el hecho de
que An. albimanus presenta un rango de vuelo reducida segiin estudios realizados en El
Salvador (Hobbs, et al, 1974). La dispersion del paludismo, puede ser debido a
movimientos de personas enfermas a nuevas dreas, mas que al movimiemo de mosquilos

enfermos,

En el analisis macrogeografico en ¢l dmbito Nacional, la tasa efectiva de migracion
fue de 1.2, ko que indica un flujo de genes restringido, sin embargo ¢l andlisis jerarquico
por regiones mostro que el flujo de genes es mayor entre los estados del norte (Nm = 2).
Las divergencias genéticas se presentaran principalmente entre las poblaciones del norte de
México y las del sur, indicando la existencia de alguna barrera geografica debido a
momaiias, factores ecolOgicos comw el climy, fuentes de alimento de ks bembra adula etc.
(Slatkin, 1987). Otro de los factores puede ser debido a los fuertes vientor que se presentan
en el istmo de Tehuantepec entre los limites del estado de Oaxaca y Chiapas, donde a lo
largo del aflo imperan vientos fuerte del norte de la Republica mexicana, y que dichos

vientos pueden actuar como una cortina que impide el libre paso de los mosquitos entre el

norte y sur de México.
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CONCLUSIONES

En Chiapas el dendrograma presentd incipiente agrupacion de localidades por
agroecosistemas. El drea de Banano y Reserva Ecologica presemtaron la mayor distancia
genetica (0.0212). El mayor flujo génico (Nm = 3.3) se presentd entre localidades
perienecientes al area de Reserva Ecoldgica y el menor entre localidades del area de
Ganado (Nm = 1.8), probablemente como resultada de la disponibilidad hospedercs
animales.

En el estudio macrogeografico el dendrograma presenté dos ramas de similirud
genetica principales, una donde se agrupan los estados del norte: Sinaloa, Nayarit, Colima,
Guerrero y Oaxaca y otra rama donde se agrupan los estados del sur: Selva Lacandona,
Chiapas, Tabasco, y Guatemala. El estado de Jalisco se presenté separado de las dos ramas
genéticas principales,

El flujo de genes de Anopheles albimanus fue muy restringido (Nri = 1 en Chiapas y
2 en México), Yo cual podria explicar (en parte) 1a focalizacion del paludismo e indica que
cualquier estrategia de control genético, deberd ser realizado con cada una de las

metapoblaciones del vector.
Anapheles albimanus esta constituida por metapoblaciones con un flujo

génico grandemente diferenciando entre las subpoblaciones pertenecientes a los diversos

habitats presentesy com un modelo metapoblacional de tipo  paisaje.
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Cuadro 2.2, Numerc de marcadores genéticos y la secuencia de los

miciadores seleccionado en Anopheles atbimanus procedentes de Chiapas,

México.
No de marcadores
Iniciadores En Cluapas En México

A0S 4 7
AQ08 - 8
Al2 - 9
Al9 - 6
A0 9 8
BO4 10 6
Bll 10 7
B18 10 "

TOTAL 46 31
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Cuadro 2.3. Distancia genética de Nei (1972)abajo) y distancia geografica (arriba)

en Anopheles albimanus entre agroecosistemas,

Agro-ecosistema 1 2 3 4 5
1 Banano - 323 74.6 70.7 156
2 cultivativos mixtos 0.0122 - 42.1 39.5 124
3 Caiia de Azicar 0.0078 0.0146 - 15.7 83.5
4 Reserva Ecoldgica 0.0212 0.0163 00182 - 84.5
5 Area de Ganado 0.0168 00124 00112  0.0116 -
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Cuadro 2.5. Fgr estadistica y tasa efectiva de migracion (Vm) dentro de agroecosistemas y

entre localidades, por tres métodos en Anopheles albimanus de Chiapas, México.

Agro- 6 de Wenr & Fsy deLynch &
ecosistema Wright’ Fsr & Nm Cockerlam Nm Milligan & Nm
Banana 0.093 (0.086) 2.4 0.079 (0.106) 2.9 0.08] (0.184) 2.8
C. Mixtos 0.0790(0.076) 2.9 00520 (0.098) 4.6  0.043(0.148) 5.6
Caia de Azucar  0.101 (0.096) 22 0.091 (0.115) 2.3 0.097 (0.183) 23
Reserva 0.0700(0.84) 33  0.050(0.115) 47  0.042¢0.157) 5.7
Ganado 01200133y 18  0.142(0.170) 1.5 0.141 (0.22) 1.5
Entre

Localidades 0.117(0073y 19  0.088(0.080) 24 0.109 (0.153) 20

& (Media £ D St)
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Cuadro 2.6. Tasa efectiva de migracion (Nm), entre agroecosistemas en Anmopheles

albimanus de Chiapas, Mexico.

Agroecosistema 1 2 3 4 5
1 Banano _

2 Cultivos mixtos 23 _

3 Caiia de azicar 2.0 2.1 _

4 Reserva ecologica 1.9 2.4 2.1 _

5 Ganado 1.8 1.9 1.3 20
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Fig. 2.2 Arbol de distancia genética de Nei (1972) utilizando el método de grupos pares

no ponderada {UPGMA) en 20 localidades despues de 100 replicas de Bootstrap.
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Fig 2.3 Arbol de distancia genéticas de Nei (1972) utilizando el método de anilisis de

grupus pares no ponderado (UPGMA) entre cinco sgroecosistemas después de 100 replicas

del anilisis bootstrap.
87 — Caila de Azicar
34 I Banano
45 Cultivos mixtos
Ganado
Reserva ecologica

184



Cuadro 2.7. Matriz de distancia genética de Nei (1572) (abajo) y distancia geogrifica

(arriba) de Anopheles albimanus en la Replblica Mexicana.

Lacalidades 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

| Sinaloa 645 1038 1456 2239 2334 2464 896 1848 2606
2 Nayarit 0.0294 355 833 1733 1720 1921 277 1271 2001
3 Colima 0.0336 00351 455 1357 1395 1537 49.1 893 1741
4 Guerrero 0.0342 0.0350 0.0203 1025 859 1089 552 418 1249
5 Tabasco 0.1097 0.0877 0.0960 0.1231 _ 336 144 1700 613 397
6 Chiapas 0.0951 0.0764 0.0835 0.1014 0.0254 272 1467 470 361
7 Selva,Chis  0.0861 0.0646 0.0797 0.0878 0.0820 0.0776 1629 659 228
8 Jalisco 0.0964 0.0938 0.0394 0.0650 0.2079 0€.1975 0.1226 1048 2058
9 Oaxaca 0.0612 0.0575 0.0694 00567 0.0828 0.0930 0.0680 0.1005 878

10 Guatemala 0.08340

0.0667 0.0799 0.0917

0.0740 0.0704 0.0591 0.1499 0.0630
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Cuadro 2.8. Valores promedio de Fst y Nm en Anopheles albimanus entre diferentes

estados de la Republica Mexicana.

Areas Fst de Nm & Weir y Nm Lynchy Nm

Wright Cockerham Milligan

( Desv.SY) (£ Desv.St) (x Desv.St)

Entre estados del 0.113 2.0 0.103 2.2 0.0123 1.8
Norte (0.096) (0.107) (0.189)
Emntre estados del 0.122 1.8 a.109 240 0.123 .8
Sur (0.097) (0.110) (0.198)
Todos los 0.169 1.2 0,149 1.4 0.186 1.1
Estados (0.122) (0.136) (0.194)

186



Figura 2.4 Arbol de distancia genética de Nei (1972) wilizando el método de analisis de

grupos pares no ponderados (UPGMA) entre los diferentes estados de la Republica

mexicana después de 100 réplicas de Bootstrap.
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Anexo 1. Zonas epidemiologicas y vectores de la malaria en humanos.

1. Norte America

A. (4) freeborni

A. (A) quadrimaculatus

(4. (N) albimanus)

A. (A )pseudopunctipennis

7. Afrotropical

A. (C) arabiensis
A. (C.) funestus
A. (C,) gambiae
(4. (C.) melas)
(A. (C.) merus)
(A. (C.) mouchet)
A. (C) nili)

(A. (C) pharoensis)
A. (C) rufipes

A. (C) d'thali

2. America Cemtral

(A. (A) aztecus)

(A. (A) punctimacula)

A. (N) albimanus
(A.(A) aibitarsis
A. (N) aquasalis
A. (N) argiritarsis

A. (N) darlingi

8. Indo-irani

(4. (4.) sacharovi)
(4. (C.) anularis)
A. (C.) culicifacies
A. (C.} fluviatilis
(A. (C.) pulcherrimus)
(A. (C.) stephensi)
(A (C.) superpictus)
(A. (C) tesellatus)
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3. Sur America

A. (A.)pseudopunctipennis
A. (A) punctimacula
(A. (K) bellator)

(4. (K) cruzii

A. (N) albimanus
(4.(4) albirarsis

A. (N) aquasalis

A. (N) argiritarsis
4. (N) dariingi

(A. (N)nunestavari)

A. (N)triannulatus

9. Colinas Indo-chinas
(4. (4.) nigerrimus)

(4. (C.) annularis)

A. (C) culicifacies

(A. (C.) dirus)

A, (C) luviarilis

(4. (C.) maculatus)

A. (C.) minimus

A. (C.) leucosphyrus®**
A. (C.) balabacensis***
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4. Eurasiatico Norte
A. (4) atroparvus
{A. (A.) messeae)
(4. (4.) sacharovi)
(4. (C.) sinensis

(4. (C.) pattoni)

A. (C) maculipennis**

10. Malasia

4. (A.) campestris
A. (A.) donaldi

A. ) letifer

A. (A.) nigerrimus
{A. (A.) whartoni)
A. (C) aconitus

A. (C.) balabacensis
A. (C) dirus

A. (C) flavirostris
A. (C.) leucosphyrus
A. (C.) ludlowae

A. (C.) maculatus
A. (C.) minimus

(A. (C.) philippinensis)
A. (C) supictus

A. (C.) sundaicus
A. (C.) unprosus

A. (C,) barbirostris
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5. Mediterraneo

A. (4.) atroparvus
(A. (A.) claviger
A. (A Nabranchiae
(4. (A.) imesseae)
A. (A.) sacharaovi
(A. (A.) hispaniola)
(A. (C.) pationi)

A. (C.) superpictus**

11. China

A. (A) anthropophagus
A. (A) sinensis

(A. (C.) pantoni)

A. (A.) sacharovi

6. Afro-arabia
(A. (A.) hispaniola)

(A. (C.) multicolor

12. Australia
(A. (A.) bancroftii)

A. (C.) farauti tipo 1

A. (C.) pharoensis A. (C.) frauti tipo 2

A. (C) sergentii (A. (C.) hilli)

A. (C) gambiae (A. (C.) karwari)
A. (C.) koliensis
A (C.) punctulatus
(A. (C.) subpictus)
A. {C.) kolicnsis

A= Aropheles

C=Cellia

K= Kerteszia

N= Nysorhynchus Nysorhynchus
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Anexo 2. Distribucidn de los anofelings mexicanos por estados de la Republica Mexicana.

ESPECIE

ENTIDAD FEDERATIVA

An alhimanus

Chiapas (las dos vertientes), Oaxaca (las dos vertientes), Guerrero,
Michoacdn, Colima, Nayarit, Sinaloa, Tamaulipas, Nuevo Ledn,
Veracruz, Tabasco, Campeche, Yucatan, Quintana Roo, San Luis Potosi.
Desde el nivel del mar hasta lugares altos como tres puemtes cerca de

Morelia, Michoacan, altitud de Morelia: 1,941 msnm.

Arn. apicimacula

Chiapas (las dos vertientes), Michoacan, Quintana Roo, San Luis Potosi,
Tabasco, Veracruz, Yucatdn Desde los lugares bajos de la costa hasta

1,427 msnm,

An argyritarsis .

Campeche, Chiapas (las dos vertientes), Hidalgo, Michoacén, Nayarit,
Oaxaca (las dos vertientes), San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas. Desde

la costa hasta lugares tan altos como Banderillas, Veracruz, 1,520 msam.

An. aztecus Distrito Federal, Durango, Guanajuate, Jalisco, Méxica, Michoacan,
Puebla, Tlaxcala, y Zacatecas. SOlo en la Altiplanicie, a mas de 1,500
metros. Una de las localidades méds altas es Xochicalco, D.F., a 2,266
msnm.

An. barberi Sonora. Unica localidad conocida: Imuris, Son., 852 msnm.

An. bradleyi

Campeche, Tabasco, Tamaulipss, Veracruz, Yucatdn, Quintana Roo,

Chiapas. En localidades proximas al nivel del mar.

An, crucians

Nuevo Leon, Quintana Roo, San Luis Potosi, Veracruz, Yucatin. Casi
desde el nivel del mar hasta lugares altos. Localidad de mayor altitud

conacida: Banderrillas, Veracruz, 1,520 msnm.
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An. durlingi

Chiapas (vertiente del Golfo de México), Tabasco. En localidades de

escasa altitud como Teapa, Tabasco, 60 msnrm

An eiseni Chiapas (las dos veriemtes), Durango, Guerrero, Hidalgo, Michoacén,
Morelos, Oaxaca (las dos vertientes), San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz
Casi desde el nivel del mar hasta lugares muy ahios. Localidad mds alta
conocida: Aldea Berriozabal, municipio de Motozintla Chiapas, 1,920
msnm.

An. fausti San Luis Potosi. Unica localidad: Tlapexhuacan, Tamazunchale, Sau Luis
Potosi, 110 msnm.

An. freeborni Baja California Norte, Sonora. Localidad de mayor altitud conocida:
Imuris, Sonora, 852 msnm.

An. gabaldoni Chiapas (vertiente del Golfo de México), Tabasco, Veracruz, S0k en
localidades de baja altitud; la mds alta conocida es Salwo de Agua,
Chiapas, 518 msnm.

An hectoris Chiapas. Solo en las localidades de mas de 1,200 msnm. Una de las mas
altas es San Cristobal de las Casas, Chiapas, 2,128 msnm.

An. hermsi Baja California, Rosarito y Ensenada.

An. neivai

Chiapas y Veracruz (Cordova, Veracruz, 924 msomy),

An. neomaculipalpus

Chiapas (vertieme del Pacifico), Tabasco, Veracruz. Solo en localidades

de poca altitud; la més alta que se conoce es finca, La Esmeralda, Puebk
Nueva, Chiapas, 650 msom.

193




An  parapunctipennis

parapunctipennis

Chiapas, Morelos, Oaxaca, Veracruz, Solo en lugares altos, a mas de
1,200 msnm sobre el nivel del mar. La localidad mas alta es Lagunas de

Zempoala, Morelos, 2,820 msnm.

An. franciscanus

Baja California Norte y Baja California Sur.

An. pseudopunctipening

En todas las entidades estatales del pais, desde ¢l nivel del mar hasta la

Altiplanicie. Uno de los lugares mds altos es Tacuba, D F., 2,270 msnm.

An.  pseudopunctipenis

willardi

Aguascalietes, Chihuahua, Coahuila, Hidalgo, Sonora, Zacatecas.

Localidad de mayar altitud conocida: Maders, Chihuahua, 2,079 msnm.

An.. punctimacula

Campeche, Chiapas, (las dos vertientes), Quintana Roo, San Luis Potosi,
Sinaloa, Tabasco, Veracruz. Desde la costa hasta higares coma Jalapa,

Veracruz 1,427 msnm

An. punciipennis

Aguascalietes, Chihuahua, Coalwuila, Durango, Guanajuato, Hidalgo,
Michoacdn, Nayarit, Nuevo Ledn, Querétaro, Tamaulipas, Veracruz.

Principalmente en la Aliplanicie, zonas bajas cerca de 1a costa.

An quadrimaculatus

Nuevo Ledn, San Luis Patosi, Tamaulipas, Veracruz. Sélo en lugares de
poca elevacion en l1a costa del Golfo de México. La mas alta es Ciudad

Victoria, Tamaulipas, 321 msnm

An. strodei

Veracruz. En lugares bajos de la costa como a 60 msnm

An. vestitipennis

Campeche, Chiapas,(las dos vertientes), Quintana Roo, San Luis Patosi,
Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan. En lugares proximos al nivel

del mar. El mds alto es Tamasopo, San Luis Potosi, 350 msnm.

An. walkeri

Veracruz Unica localidad: Pinuco, Veracruz, 20 msnm
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An. xelajuensis Oaxaca. Unica localidad conocida: Galera Vieja, emtre Ixtan y

Tepanzacoalca, Qaxaca, 2,400 msnm.
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