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RESUMEN

En el presente trabajo, se describen los niveles de expresion de siete transcritos de Culex
quinquefasciatus que codifican para citocromos P450, estos medidos por qPCR en larvas
expuestas a dos concentraciones del insecticida permetrina (0.51 y 0.71 mg) comparadas
con un grupo control sin exponer, las cuales fueron colectadas en distintas localidades
del noreste de México. Debido a que los genes analizados no se encontraban reportados,
fue necesario disefiar oligonucledtidos utilizando secuencias trazas producto de la
secuenciacion del genoma del mosquito antes mencionado. Con los oligonucleétidos
disenados y utilizando DNA complementario, sintetizado a partir de RNA total de las
larvas fueron amplificados por PCR los mensajeros, se procedié a clonar cada uno de
estos genes en nueve poblaciones analizadas, posteriormente fueron secuenciados y éstas
fueron comparadas para deducir los porcentajes de similitud. Se disefiaron sondas
tagman en segmentos conservados, y utilizando el DNA complementario previamente
sintetizado fueron deducidos los niveles de expresion de cada uno de los genes
analizados bajo las condiciones citadas anteriormente para las poblaciones. Con el
trabajo realizado, reportamos las secuencias nucleétidicos y aminoacidicas de cada uno
de los genes analizados de cada una de las poblaciones estudiadas y sus niveles de
expresion. Concluimos que los genes analizados son una herramienta potente para
ahondar en el estatus de resistencia que han desarrollado las poblaciones silvestres de

Culex quinquefasciatus en localidades del noreste de México.



ABSTRACT

In this Word we described the expression levels of seven transcripts of Culex
quinquefasciatus to codified for P450 cytochromes, this measure by qPCR in larvae
exposed to two permetrin insecticide concentrations (0.51 y 0.71 mg) compared with a
control group without insecticide exposition, this specimens were collected from distinct
places from northeaster of Mexico. Because the genes analyzed are not reported, it was
necessary design oligonucleotide using traces sequences product of sequencing the
genome Culex quinquefasciatus. With oligonucleotides designed and complementary
DNA synthesized from total RNA from larvae were amplified by PCR messengers, then
were proceeded to clone each product of these genes in from nine places analyzed were
subsequently sequenced and these were compared to derive the percentages similarity.
TagMan probes were designed in conserved segments, and using the previously
synthesized complementary DNA to deducted expression levels of each analyzed genes.
We report the nucleotidic and amino acidic sequences of each from each population
studied and levels of gene expression. We conclude that the analyzed genes are a
powerful way to delve into the status of resistance that have developed wild populations

of Culex quinquefasciatus in northeastern Mexico localities tool.
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1  INTRODUCCION

Culex quinquefasciatus Say, es un mosquito de coloracién café; que existe a lo largo
de los tropicos y en las latitudes mds bajas de las regiones templadas. Este mosquito
es hematdfago, activo principalmente durante la noche, aunque también es
considerado como un mosquito oportunista; es vector de varios agentes patdgenos,
dentro de los cuales algunos de éstos, afectan al humano. En gran parte de Estados
Unidos de Norteamérica, Cx. quinquefasciatus es considerado el vector principal del
Virus de la encefalitis de San Luis, asi como también del virus del Oeste del Nilo.
(Hill y Connelly 2013).

La exposiciéon constante de los insectos a insecticidas ejerce una presion selectiva
sobre los organismos que da como resultado mutaciones en regiones promotoras de
control transcripcional y/o en las unidades estructurales de los genes, tales cambios
son los responsables de proporcionar resistencia como mecanismo de sobrevida, esto
al expresar niveles mayores de genes relacionados con el metabolismo de
desintoxicaciéon o al modificar la estereoquimica de receptores blanco de los
insecticidas.

Algunos genes de la familia de los citocromos P450 has sido relacionados con el
metabolismo de permetrina, a mayores niveles de expresion de los genes que
codifican para los citocromos, mayor es la resistencia que presentan los organismos a
permetrina.

En la familia multigénica de los CYP450 en Culex quinquefasciatus se han
identificado 204 potenciales unidades génicas (196 genes y 8 pseudogenes). En la
presente investigacion se determinaron las secuencias y los niveles de expresion
génica de diferentes citocromos P450s (CYP6AA7, CYP4C52vl, CYP6BY3,
CYP9J34, CYPIM10, CYP9J40, CYPOALI1, CYP6P14 y CYP9J45) en larvas de Cx.
quinquefasciatus expuestas a diferentes concentraciones del insecticida permetrina,
de manera semi-cuantitativa utilizando SYBER GREEN de todos los citocromos
P450 en larvas y adultos expuestos y sin exponer a diferentes dosis del insecticida

antes mencionado.



2 ANTECEDENTES

2.1  Genealogia de Culex quinquefasciatus

Reino: Animalia
Filum: Artropoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Suborden: Nematocera
Familia: Culicidae

Subfamilia:  Culicinae
Género: Culex

Especie: Culex quinquefasciatus

2.2  Sinonimia

Culex quinquefasciatus Say, 1823
Culex pungens Wiedemann, 1828
Culex fatigans Wiedemann, 1828
Culex auestuans Wiedemann, 1828
Culex acer Walker, 1848

Culex cingulatus Doleschall, 1856

2.3  Distribucion

Cx. quinquefasciatus es una especie sub-tropical encontrada usualmente dentro de las
latitudes 36°C N y 36° S, es encontrado en Norteamérica, Suramérica, Australia,
Asia, Africa, y Nueva Zelanda.

En los Estados Unidos, esta especie se extiende por Virginia, California, lowa, sur de
Texas y Florida, hay reportes de Cx. quinquefasciatus hasta el norte de Indiana,
también ha sido colectada en Hawaii (Barr 1957). Se ha reportado abundantemente

en el noreste de México (Elizonondo-Quiroga 2002).

2.4  Ciclo de desarrollo
2.4.1 Adultos
El adulto de Cx. quinquefasciatus varia de 3.96 a 4.25 mm de longitud (Lima et al.

2003). El mosquito es de color café con la probdscide, térax, alas y los tarsos mas



oscuros que el resto del cuerpo. La cabeza es color café claro con la porciéon mas
clara en el centro. Las antenas y la probdscide tienen aproximadamente la misma
longitud, pero en algunos casos las antenas son ligeramente mds cortas que la
probdscide. El flagelo tiene trece segmentos que tienen pocos O ninguna escamas
(Sirivanakam et al. 1978). Las escalas del térax son estrechas y curvas. El abdomen
tiene bandas pdlidas, estrechas y redondeadas, en el lado basal de cada terguito. Las
bandas apenas tocan las manchas basolaterales que toman forma de media luna

(Darsie y Ward 2005).

2.4.2 Larvas

La cabeza de la larva es corta y robusta, llegando a ser muy oscura hacia la base. Los
pelos bucales son largos filamentos que son usados para filtrar materia orgdnica. El
abdomen consiste de 8 segmentos, el sifon, y el “segmento 10”. Cada segmento tiene
un tnico patrén de setas (Sirivanakarn y White 1978). El sif6n estd en el lado dorsal
del abdomen, y en Cx. quinquefasciatus el sifén es cuatro veces mas largo que ancho
con multiples mechones de setas (Darsie y Morris 2000). El segmento 10 tiene forma
de barril y esta localizado en el lado ventral del abdomen con cuatro papilas anales

largas que sobresalen del extremo posterior (Sirivanakarn y White 1978).

2.4.3 Huevos
Como ocurre en el género Culex, los huevos de Cx. quinquefasciatus son depositados
en barquillas ovales pobremente cementados con 100 o mds huevos, que

normalmente eclosionan de 24 a 30 horas después de que fueron depositados (Bates

1949).

2.4.4 Pupas

Similar a otras especies de mosquitos, en Cx. quinquefasciatus, las pupas tienen
forma de coma, y consisten de una cabeza y térax fusionados (cefalotorax y un
abdomen). El color del cefalotérax varia con el hibitat y oscuridad del lado posterior.
La estructura que se utiliza para respirar, es un tubo que se amplia y se extiende lejos
del cuerpo, llega a ser més claro en color. El abdomen tiene 8 segmentos. Los cuatro
primeros segmentos son los mas oscuros y el color se va aclarando hacia la parte
posterior. La “aleta”, en el 4pice del abdomen, es translucida y robusta con dos

pequefios pelos en el extremo posterior (Sirivanakarn y White 1978).



2.4.5 Ciclo de Vida

Adulto

Pupa

&

Larva

Figura 1. Ciclo de vida de Culex quinquefasciatus (Say). Modificado de la
Universidad de Florida.

Las hembras gravidas de Cx. quinquefasciatus vuelan durante la noche para buscar
agua estancada rica en nutrientes donde podrdn oviponer sus huevos. Ellas ovipositan
en aguas que van desde zonas de aguas residuales, a los bafios de aves, llantas viejas
o cualquier recipiente que contenga agua. Si el agua se evapora antes de que los
huevos eclosionen o las larvas completen su ciclo de vida (figura 1), morirdn
(Mosquito Information website 2009).

Las larvas se alimentan de material orgdnico en el agua y requieren entre 5 a 8 dias
para completar su desarrollo a 30°C (Gerberg et al. 1994). Las larvas pasan por
cuatro estadios larvales y hacia el final del cuarto estadio dejan de comer y mudan a
la etapa de pupa. Pasadas 36 horas a 27°C, los adultos finalmente emergen. El
tiempo del desarrollo bajo condiciones naturales para todas las etapas es variable y es
dependiente de la temperatura.

Ambos, machos y hembras toman azicar de las plantas como fuente de alimento.
Después del apareamiento, la hembra se alimentard de sangre. Cx. quinquefasciatus
es un consumidor oportunista, alimentdndose de mamiferos y/o aves durante toda la

noche. Los machos solo sobreviven con ingesta de azicar; mientras que las hembras,



podrdn tomar miltiples alimentaciones sanguineas. Después de que un mosquito
hembra digiere la sangre, los huevos se empiezan a desarrollar, por lo que encontrard
un lugar apropiado para oviponer sus huevos, y el ciclo empezard nuevamente. Una
sola hembra puede colocar arriba de cinco barquillas de huevos a lo largo de su vida
(Gerberg et al. 1994). El nimero de huevos por barquilla varia con las condiciones

climaticas.

2.5 Importancia Médica

Cx. quinquefasciatus es un vector de diversos patogenos humanos, de animales
domésticos y silvestres. Los virus transmitidos por esta especie incluyen virus del
oeste del Nilo, virus de la encefalitis de San Luis, y el virus de la encefalitis equina
del este. Cx. quinquefasciatus es el vector principal del virus de la encefalitis de San
Luis en el sur de los Estados Unidos. Los virus se replican en aves y entonces
infectan a los mosquitos al alimentarse de aves infectadas durante la etapa de
anidacion en la primavera, el mosquito puede entonces transmitir el virus a humanos.
La encefalitis de San Luis, es dependiente de la edad, afectando mds a personas
adultas que a jovenes. Los sintomas de la enfermedad son similares a la gripe y
puede variar de fiebre y dolor de cabeza a la rigidez y la confusion.

Después de un periodo de varios dias el cerebro puede empezar a hincharse,
acompanado de depresion, extrema excitacion, somnolencia o insomnio (CDC 2007).
Los humanos no desarrollan altos titulos del virus en sangre, y son considerados
hospederos finales incapaces de infectar mosquitos (Foster y Walker 2002). En
Florida, las mayores epidemias de encefalitis de San Luis ocurrieron en 1959, 1961,
1962, 1977, y 1990 (Day y Stark 2000) y 2004 (Shroyer 2004). Otras epidemias en
Estados Unidos incluyen Colorado en 1985, Arkansas 1991, Nueva York 1999 y
Louisiana 2001 (CDC, 2007). Del periodo 2004-2013 se han presentado 92 casos de
encefalitis en Estados Unidos (CDC 2015). El periodo de incubacidon para el virus de
la encefalitis equina del este se encuentra en un rango de 4 a 10 dias. La infeccién
puede resultar en dos tipos de enfermedades; sistémica o encefalitica (que implica la
inflamacién del cerebro); el tipo que se presente depende de la edad de la persona y
otros factores del huésped. El virus de la encefalitis de equina del este es transmitido
a aves principalmente por Culiseta melanura; la transmisién a humanos requiere a

especies capaces de crear un puente entre aves infectadas y mamiferos sanos como



por ejemplo algunos Aedes, Coquillettidia y especies de Culex. En Estados Unidos,
en promedio existen 8 casos anuales en humanos reportados.

Aunque Cx. quinquefasciatus no es considerado el vector principal del virus del oeste
del Nilo, tiene un importante papel en el mantenimiento del virus en las poblaciones
de aves, y es capaz de transmitir a los humanos. Enero del 2015, se reporté que un
total de 47 estados, en estados unidos, han reportado infecciones por el virus del
oeste del nilo en humanos, aves y mosquitos durante el 2014 (CDC 2015).

Cx. quinquefasciatus es responsable por transmitir el nemdtodo filarial Wuchereria
bancrofti en América, en Africa el vector mds comin es Anopheles. Aedes y
Mansonia pueden transmitir la infeccion en el Pacifico y Asia. Wuchereria bancrofti
es un nemdtodo filarial que puede causar filariasis linfatica. En Asia,la filiariasis
puede ser causada también por Brugia malayi y Brugia timori. Actualmente, en el
mundo hay 1200 millones de casos de filariasis linféatica, repartidos en 73 paises, a
través de los trépicos y subtrépicos en Asia, Africa, en el Pacifico Occidental, en el
Caribe y en el sur de América. El mosquito recoge las microfilarias de un vertebrado
infectado, al alimentarse; el nematodo se desarrolla hasta larva tres dentro del
mosquito, y migra a la probdscide. Finalmente, a través de una picadura es pasado al
humano u otros vertebrados, completando su ciclo de desarrollo (CDC 2013). Ha
sido reportado que Cx. quinquefasciatus transmite el virus de la fiebre del valle del
Rift, aunque el vector principal es Aedes (Foster y Walker 2002). El virus de la fiebre
del valle del Rift ha sido responsable de las mayores epidemias en Asia y Africa. La
Organizacién Mundial de la Salud monitorea los brotes en Kenia, Madagascar,

Arabia Saudita, Somalia, Sudan, Tanzania y Yemen (WHO 2010).

2.6  Control Poblacional de Cx. quinquefasciatus

2.6.1 Control Cultural

Proteccion personal, reduccion de habitats larvales, y control quimico son las
mejores estrategias para reducir las picaduras de mosquitos y por lo tanto la
transmision de patégenos diseminados por mosquitos. Debido a que Ckx.
quinquefasciatus se alimenta de noche, se recomienda que se usen camisas de manga
larga y repelente de insectos para salir a realizar actividad nocturna. Reduciendo la
cantidad de actividades al aire libre, se disminuye también el riesgo de picaduras de

Cx. quinquefasciatus.



Cx. quinquefasciatus es dependiente de los seres humanos, para la creacién de sus
hédbitats ricos en nutrientes. Es esencial reducir o eliminar este tipo de ambiente
acudtico. Alrededor de la casa, esto se puede hacer al no exceder la cantidad de agua
en las plantas, el cambio de agua, al menos una vez a la semana, de los platos para
mascotas y los bafios de aves, la eliminacion de agua en estanques (Kern 2007). Los
tanques de agua estancada que no se pueden desechar pueden ser cubiertas o
colocarlas volteadas, las llantas viejas necesitan ser removidas y las zanjas de drenaje
deben mantenerse libres de desechos para evitar obstruir el flujo. Las cuencas para la

captura de aguas pluviales y contenedores de agua sucia pueden ser eliminados o

reducidos (O’Meara 2003).

2.6.2 Control Quimico

Los insecticidas pueden ser usados para el control de larvas y adultos. Los larvicidas
son aplicados en cuerpos de agua cercanos donde las larvas estdn concentradas. Este
método reduce los grandes nimeros de mosquitos inmaduros con la menor cantidad
de plaguicida. Los adulticidas son usados para reducir rdpidamente la poblacién de
mosquitos adultos en un drea. En general, la resistencia en mosquitos a insecticidas
especificos puede reducir la efectividad del control quimico (Hill y Connelly 2013).
En México, de acuerdo a la NOM-032-SSA-2014(NORMA Oficial Mexicana 2014),
para la vigilancia epidemioldgica, promocion, prevencion y control de las
enfermedades transmitidas por vectores; recomiendan aplicar insecticidas de accion
efimera, larvicidas y control fisico de criaderos; de acuerdo a la lista de insumos
recomendados por la CENAPRECE (Cenaprece 2014) para el combate de insectos
vectores de enfermedades en el 2014, mencionan el uso de alcohol etoxilado,
temefos 1%, cuatro moléculas piretroides, y dos organofosforados, en caso de que se

presente resistencia a piretroides.

2.6.2.1 Insecticida Permetrina

La exposicidon constante de los insectos a insecticidas ejerce una presion selectiva
sobre los organismos que da como resultado mutaciones en regiones promotoras de
control transcripcional y/o en las unidades estructurales de los genes, tales cambios
son los responsables de proporcionar resistencia como mecanismo de sobrevida, esto

al expresar niveles mayores de genes relacionados con el metabolismo de



desintoxicacién o al modificar la estereoquimica de receptores blanco de los
insecticidas.

La permetrina es una sustancia quimica sintética que se utiliza mundialmente como
insecticida, esta molécula pertenece a la familia de compuestos denominados
piretroides cuyo mecanismo de accion es la neurotoxicidad por prolongacién de la
activacion de los canales de sodio causando una despolarizacion. El constante uso de
esta molécula ha permitido el desarrollo de poblaciones mutantes que resisten

mayores dosis del insecticida.

27 Genoma

Se realizaron experimentos donde se mapeo el 9% de los genes de Cx.
quinquefasciatus (1768 genes) en los tres cromosomas usando marcadores nuevos y
probados de Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti. De estos genes mapeados 803 eran
ortélogos con An. gambiae y 641 con Drosophila melanogaster. Andlisis de
correlacion entre brazos cromosomales indican conservacion entre Cx.
quinquefasciatus, An. Gambiae y D. melanogaster, mientras que con Ae. aegypti
parece haber experimentado un intercambio en los brazos de los cromosomas
después de la divergencia de las especies Aedes/Culex. Una significante fraccion del
genoma ensamblando (29%) fue compuesto de elementos transponibles. Esta
cantidad es menor que la fraccion de elementos transponibles de Ae. aegypti (42-
47%), pero mas grande que en An. Gambiae (11 a 16%).

Los genes codificantes a proteinas en Culex quinquefasciatus fueron un total de 18,
882; es decir, un 22% mas que los genes encontrados en Ae. aegypti (15,419 genes
reportados en esta especie) y un 52% mayor que en An. gambiae (12,457 genes), el
nimero estimado de combinaciones ab initio y las predicciones basadas en
similaridad de tres métodos independientes, optimizaron la identificacién. Los
andlisis revelaron incrementos en las glutation transferasas citosoélicas y un sustancial
incremento de los citocromos P450. Un largo repertorio de citocromos P450 pueden
reflejar adaptaciones de hdbitats larvarios contaminados, y puede haber jugado un
papel en la prestacion de esta especie particularmente adaptable a la evasién de los
programas de control basados en insecticidas, con varios P450’s en Cx.
quinquefasciatus asociados a resistencia. La consecuente diversidad en muchos
diferentes genes puede ser importante factor que dejaria una amplia distribucion

geografica de Cx. quinquefasciatus (Arensburger et al. 2010).



2.8 Transcriptoma

Para obtener un andlisis del transcriptoma y del proteoma de las gldndulas salivales
de hembras del mosquito Cx. quinquefasciatus, una libreria de cDNA fue
secuenciada al azar, y se obtuvo la informacién del aminoterminal para las proteinas.
Los grupos de secuencias de cDNA’s que transcriben para proteinas secretadas
fueron analizadas al azar. El andlisis reveld mensajeros codificantes para varias
proteinas de familias conocidas previamente reportadas en glandulas salivales de
otros insectos que se alimentan de sangre, asi como productos relacionados a sistema
inmunolégico, como son lectina tipo C, gambicina, y miembros de la cascada
profenol oxidasa.

Adicionalmente, varios transcritos codifican para proteinas de baja complejidad,
algunas claramente codifican para mucinas. Nuevos transcritos fueron encontrados,
incluyendo una endonucleasa previamente descrita en cangrejos y camarones pero no
en insectos; una hialuronidasa, no descrita antes en gldndulas salivales de mosquito
pero encontrada en glandulas de veneno y salivales de jejenes y moscas negras;
varios péptidos ricos en cisteina con posible funcién contra la coagulacion,
incluyendo una similar a una previamente descrita en la familia de antiproteasas de
nematodos; ademds una proteina rica en cisteina y triptofdno (familia CWRC).
También se describieron proteinas y péptidos con funcién desconocida. En total, 54
transcritos que codifican para proteinas completas fueron descritos. Varias de estas
proteinas fueron confirmadas por que se encontré el correspondiente aminoterminal

en experimentos de SDS-PAGE/degradacion de Edman (Ribeiro 2004).

2.9 Expresion génica

La regulacion de la expresion génica es un proceso complejo e involucra una gran
cantidad de distintas moléculas. Las mutaciones en sitio de union al factor de
transcripciéon (SUFT) pueden afectar la unién del factores de transcripcion (FT)
(activador o represor) y en algunos casos pueden incluso impedir esta unioén. Si la
mutacién se produce en la region codificante del gen, puede conducir a un cambio
nucleotidico sinénimo o no sinénimo, dependiendo del sitio del cambio y del codon
en cuestion. Un cambio sinénimo se refiere a que el coddén sigue codificando para el
mismo aminodcido, ya que estos son codificados por varios tripletes de nucleétidos o
codones. Las mutaciones no sinénimas resultan en un codén codificante para otro

aminodcido (mutacién con sentido equivocado) o también pueden resultar en un



codén de terminacién prematura (mutacién sin sentido), lo que a su vez conduce a
una proteina trunca (la mayoria de las veces disfuncional). También existen las
inserciones o deleciones, que en ambos casos alteran el marco de lectura, resultando
en una proteina aberrante. Otro factor que influencia a la expresion génica es la
epigenética, que se refiere principalmente a la metilacion del DNA y a cambios en la
cromatina (Bird 2007). La metilacién se produce generalmente en sitios CpG donde
las citosinas se convierten en 5-metilcitosina. En general, las regiones del DNA
altamente metiladas tienden a ser transcripcionalmente menos activas, aunque el
mecanismo no se ha sido dilucidado por completo. Tales cambios epigenéticos han
demostrado ser propensos a la exposicion ambiental. La cromatina es el complejo de
proteinas (histonas) y DNA; si la asociacion entre el DNA y las histonas cambia, la
expresion de genes puede cambiar también. Modificaciones epigenéticas de las
histonas ocurren sobre todo en sus extremos aminoterminale (Ilamados colas de las
histonas) e incluyen ademds de la acetilacién, a la metilacion, la fosforilacion, la
ubiquitinacién y la sumoylaciéon (Bruce y Cagampang 2011). El efecto
transcripcional de la modificacion es ejemplificado por la acetilaciéon, que al
contrario que la metilacién del DNA, suele estar relacionada con la propension a la

transcripcion (Robison y Nestler 2011).

2.10 Mecanismos de desintoxicacion y Citocromo P450 (CYP450)

A lo largo del tiempo, los organismos han estado expuestos a un nimero creciente de
retos que resolverian de acuerdo a su constitucion genética, adaptabilidad y
evolucion, permitiéndoles desarrollar sistemas de defensa. El de defensa a las
sustancias quimicas extrafias que, a través del sistema enzimatico actia es el del
citocromo P450 (CYP450) que se encarga de eliminar y neutralizar aquellos
compuestos quimicos que acceden al organismo y no forman parte de la composicién
habitual de los organismos, conocidos como xenobidticos; algunos de ellos son de
origen natural, destacando las micotoxinas y los alcaloides, pero la mayoria de éstos
son compuestos sintéticos, productos del desarrollo de la industria quimica. En las
ultimas décadas se ha incrementado de forma excepcional el nimero de compuestos,
con ello el correspondiente aumento del riesgo de contacto con los mismos, se estima
que el nimero de xenobidticos o compuestos extraiios que existen en el planeta es
alrededor de los millones (Hong 1987). Estimaciones elevan a varios miles el nimero

de moléculas nuevas introducidas cada afo y agrandan la larga lista de xenobidticos,
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entre ellos los farmacos, a los cuales la mayoria de los seres vivos se enfrentan y
muchas veces genéticamente no estin preparados, de aqui que la farmacogenética
(término acufiado en 1950 por Fredich Vogel) que esta cobrando gran auge pues es la
disciplina que se encarga de estudiar los desordenes concernientes a la respuesta del
organismo a los farmacos, que a diferencia de los errores congénitos del
metabolismo, no se manifiestan desde el nacimiento y quizds nunca se presenten en
la vida a menos que el organismo se exponga al compuesto, la cual precipitard la
respuesta idiosincrdtica por el caricter inducible que caracteriza a este sistema de
defensa quimico estudiado desde los afios 60’s(Hong J 1987; Huerta-Bustamante et
al. 2003). La respuesta modular en las acciones toxicoldgicas de los organismos a los
distintos xenobidticos que se exponen, se deben, en gran parte, al polimorfismo
genético; no obstante, los factores ambientales juegan un papel muy importante en la
respuesta.

Los mecanismos de defensa quimica a los xenobidticos han evolucionado, con la
finalidad de permitirles a los organismos adaptarse y sobrevivir a diferentes hébitats,
con disponibilidades dietarias muy diversas. De tal manera que, los organismos han
desarrollado sistemas metabdlicos complejos, capaces de acelerar su eliminacion,
debido a que la mayoria de éstos son de naturaleza liposoluble, es decir, poseen baja
solubilidad en agua, lo que les impide ser eliminados por los fluidos corporales; por
ello la finalidad de los sistemas metabolizantes es transformarlos a compuestos més
polares, utilizando una serie de enzimas fuera del metabolismo energético o
intermediario del organismo, de entre las que destacan las enzimas de la familia de
los CYP450. Se estima que el complejo de CYP450 es una superfamilia de hace un
billon de afos, encontrdndose en todos los reinos biolégicos (Hong et al. 1987; Galli
y Feijoo 2002).

A este proceso, donde sustancias ajenas al organismo son modificadas por el
complejo enzimatico del CYP450, se le conoce como biotransformacion, el cual
convierte un farmaco o una molécula xenobidtica ambiental, en un metabolito
altamente polar, no obstante en la mayoria de las veces estos metabolitos son
altamente reactivos con alta afinidad para unirse, covalentemente al ADN, formando
adultos (Autrup H et al. 1999), a proteinas alterando su funcién, causando
modificaciones en su actividad o en la expresion genética (Hong et al. 1987;
Guengerich 1994). Las reacciones de biotransformacion del sistema de CYP450 son

del tipo de monooxigenasas (Morales-Olivas 2005), por su baja especificidad, son
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capaces de actuar sobre numerosos xenobidticos. Por lo que acceden generalmente a
nuestro organismo mediante la ingestién, inhalacién y/o tdpica. Entre estos
compuestos se incluyen farmacos, cosméticos, pesticidas, aditivos alimentarios,
productos de uso doméstico (desinfectantes), derivados de la combustion de
carburantes, residuos procedentes de la industria quimica, entre otros.

Una caracteristica significativa del CYP450 es su inducibilidad por el propio
sustrato, en este caso el xenobiotico, es decir, su actividad s6lo se pone de manifiesto
después de que el organismo estuvo en contacto con el compuesto externo.

Las primeras alusiones en este sentido se remontan a los afios 50 y 60, al observar
que organismos que eran tratados con ciertos compuestos quimicos desarrollaban una
tolerancia al mismo (Donato-Martin 2005), promoviendo un incrementando la
sintesis de RNA mensajero responsable de la sintesis de proteinas de la supefamilia
de los CYP450.

El sistema metabolizante (CYP450) no es exclusivo para las reacciones de
biotransformacion de xenobioticos, participa también en el metabolismo de sustratos
endégenos de naturaleza lipidica, de gran importancia biolégica ya que algunos
actian como mediadores hormonales, como el colesterol, acidos biliares, feromonas,
aminas biogenéticas, leucotrienos, hormonas esteroidales, dcido retinoico y &acidos
grasos; en cuyo metabolismo participan diferentes miembros de la familia CYP450
que se localizan en la mitocondria y su deficiencia genética es incompatible con la
vida, por participar en la integridad y regulacion celular (Galli y Feijoo 2002; Orella
y Guajardo 2004; Elizondo-Azuela 2004), mientras que los miembros de la familia
de CYP450 que participan en el metabolismo de xenobioticos, se localizan en el
reticulo endopldsmico de varias células, su deficiencia genética no es incompatible
con la vida, s6lo cuando el organismo se exponga a éste y su efecto toxico dependera
de las dosis.

La familia enzimatica de CYP450 puede inducir o inhibir la actividad toxicolégica
de compuestos al producirse una reaccién de combinacién entre compuestos, propios
o ajenos al organismo (Zand et al. 1993; Ekstrom y Ingelman-Sudberg 1989;
Morales-Olivas 2005).

La mayoria de los compuestos quimicos (farmacos, plaguicidas, hidrocarburos
policiclicos) se comportan como sustratos para las enzimas del CYP450, actuando
algunos como inductores y/o como inhibidores para algunas familias. De tal manera

que un compuesto inductor, aumenta la actividad del sistema enzimaético y por tanto
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la velocidad de formacién de metabolitos y por el contrario, si la sustancia que
interactia se comporta como inhibidor, se reduce la actividad enzimatica y
disminuye la velocidad de formacion de metabolitos, como consecuencia de ello se
producird un aumento de la concentracion del fArmaco, lo que no sélo aumentara la
duracién de éste, sino también su toxicidad.

Por consiguiente, la mayor o menor accién del complejo enzimatico CYP450 tiene
como consecuencia que las sustancias exdgenas que lleguen al organismo resulten
inocuas o tengan un efecto téxico o un efecto benéfico y eficaz (Santiago et al. 2002;
Koop, 2005). De aqui la importancia de conocer el polimorfismo genético de esta
familia de enzimas, ya que de ello dependerd la habilidad de metabolizar
xenobidticos en diversos grados, debido a las diferencias en la capacidad y funcién
enzimdtica programadas genéticamente (Galli y Feijoo 2002; Koop 2005).

Los miembros de la superfamilia de enzimas del CYP450, se encuentran en
bacterias, plantas y en casi todas las especies animales. Los CYP450 se utilizan como
marcadores moleculares de alta sensibilidad para evaluar perturbaciones ambientales
en los organismos, en especial se le ha considerado como un indicador de la
exposicion a contaminantes dentro del organismo. Algunos autores mencionan su
especial utilidad como marcadores toxicoldgicos, incluso a nivel comunidad para el
andlisis de contaminantes. Actualmente, los estudios de polimorfismo genético de la
familia de CYP450 también son utilizados, para la creacién de tratamientos
farmacoldgicos personalizados (Gutiérrez 2004), ya que no sélo la tolerancia esta
relacionada a estas enzimas sino que la deficiencia de éstas, estd involucrada con
procesos de toxicidad y acumulacidn, por tanto el compuesto resulta ser toxico, pero

si se metaboliza muy rdpido serd tolerado sin presentar el efecto deseado.
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3  JUSTIFICACION

Conocer los niveles de expresion de genes (citocromos) involucrados en la
desintoxicacion de insecticidas dard luz sobre el manejo de control que han recibido
las poblaciones analizadas y perspectivas de qué tipo de control se deba utilizar para

futuros abordajes.

14



4 HIPOTESIS
Los citocromos P450s (CYP6AA7T, CYP4C52vl, CYP6BY3, CYP9J34, CYPOMI10,
CYP9J40 y CYP9AL1) en larvas de Cx. quinquefasciatus varian en sus niveles de

expresion al ser expuestas a distintas concentraciones del insecticida permetrina.
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5 OBJETIVOS

5.1  Objetivo general

Determinar las secuencias y los niveles de expresion génica de diferentes citocromos
P450s (CYP6AA7, CYP4C52vl, CYP6BY3, CYP9J34, CYPI9MI0, CYP9J40,
CYPY9ALI, CYP6PI4 y CYP9J45) en larvas de Cx. quinquefasciatus expuestas a

diferentes concentraciones del insecticida permetrina.

5.2  Objetivos especificos

Conocer la variabilidad en la secuencia nucleotidica de siete diferentes citocromos
P450s (CYP6AA7, CYP4C52vi, CYP6BY3, CYP9J34, CYP9MI10, CYP9J40,
CYPY9ALI, CYP6P14 y CYP9J45) en nueve distintas poblaciones y una cepa de

referencia (susceptible) de larvas de Cx. quinquefasciatus.

Determinar la variabilidad en la expresion de siete diferentes citocromos P450s
(CYP6AA7, CYP4C52vl, CYP6BY3, CYP9J34, CYP9MI0, CYP9J40, CYPY9ALI,
CYP6PI4 y CYP9J45) en nueve distintas poblaciones de larvas y una cepa de
referencia (susceptible) de Cx. quinquefasciatus expuestas a distintas dosis de

insecticidas.

Asociar la variabilidad de la expresion genética de los siete diferentes citocromos
P450s (CYP6AA7, CYP4C52vl, CYP6BY3, CYP9J34, CYP9MI10, CYP9J40,
CYPY9ALI, CYP6PI4 y CYP9J45) en nueve distintas poblaciones y una cepa de
referencia (susceptible) de larvas de Cx. quinquefasciatus expuestas a distintas dosis
de insecticidas con la correspondiente secuencia de cada uno de los genes en cada

una de las poblaciones.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseio

Disefar oligos consensos en los Und translate Region (UTR)s para amplificar
transcritos de diferentes citocromos P450s (CYP6AA7, CYP4C52vi, CYP6BY3,
CYP9J34, CYPIM10, CYP9J40 y CYP9ALI).

6.2  Exposicion
Exponer larvas de nueve distintas localidades y una cepa de referencia (susceptible) a

dos distintas dosis de insecticidas (0.51 y 0.71 mg de permetrina).

6.3  Extraccién
Extraer RNA total de larvas de Cx. quinquefasciatus de distintas poblaciones y

sintetizar DN'Ac por Transcripcion Reversa (RT) a partir de RNA total.

6.4  Amplificacion
Amplificar por PCR punto final siete citocromos P450s (CYP6AA7, CYP4C52vl,
CYP6BY3, CYP9J34, CYPIM10, CYP9J40 y CYPYALI) de Cx. quinquefasciatus.

6.5  Clonacion y secuenciacion
5.- Clonar y secuenciar Productos Amplificados (PA) por PCR de los siete
citocromos de las larvas aisladas de las nueve localidades y de la cepa de referencia

(susceptible).

6.6  Cuantificacion

Disefiar oligos para qPCR y medir los niveles de expresion de siete citocromos P450s
(CYP6AA7, CYP4C52vl, CYP6BY3, CYP9J34, CYPIMI10, CYP9J40 y CYP9ALI) en
larvas aisladas de nueve distintas localidades y de una cepa de referencia (suceptible)

de Cx. quinquefasciatus.

6.7 Infraestructura
Los diferentes procedimientos empleados se apoyaran en el uso de aparatos y
equipos disponibles en el laboratorio de Entomologia Médica del Departamento de

Zoologia de Invertebrados de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y el Laboratorio
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Multidisciplinario del Departamento de Genética de la Facultad de Medicina, ambos
de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén (UANL) en Monterrey, N. L., México

(cuadro 1).

Cuadro 1. Lista de equipos involucrados en el desarrollo del estudio

Equipo

Modelo

Marca

Origen

Bioanalizador 2100 Agilent Technologies Santa Clara, CA, USA.
Fuentes de Poder EC600 Aparates Corp. St. P, FL, USA.
Secuenciador Automatico 3110 Applied Biosistems Santa Clara, CA, USA.
PCR en Tiempo Real ABI PRISM 7500 Applied Biosistems Santa Clara, CA, USA.
Termociclador Veriti Applied Biosystems Santa Clara, CA, USA.
Vortex S8223-1 BAXTER Meéxico, DF, MX.
Centrifuga TM21R Beckman Brea, CA, USA.
Centrifuga 12-M1 Beckman Brea, CA, USA.
Fuente de Poder Power Pac 1000 BIO-RAD Hercules, CA, USA.
Electroporador 165-2100 BIO-RAD Hercules, CA, USA.
Celdas de 20 mm Gene Pulser I1 BIO-RAD Hercules, CA, USA.
MicroPulser Electroporator 165-2100 BIO-RAD Hercules, CA, USA.
Camara Vertical de Electroforesis |MINI PROTEAN 3 | BIO-RAD Hercules, CA, USA.
UVP Mini Dark Room 95-0072-07 Biolmaging Systems Upland, CA, USA.
Lector de ELISA ELX800 BIOTRAK Piscata, NJ, USA.
Placa Agitadora PC320 Corning NYC, NY, USA.
Balanza Analitica APX-203 DAIGER Vernon Hills, IL, USA.
Timer TM-6 DAIGER Vernon Hills, IL, USA.
Balanza analitica APX-203 DAIGER Vernon Hills, IL, USA.
Pipetor TX20391D Drummond Broomall, PA, USA
Congelador SoLow UR0-30 Environmental Cincinnati, OH, USA.
Biofotémetro 5475D Eppendort Westbury, NY, USA.
Termociclador Mastercycler Eppendorf Westbury, NY, USA.
Microcentrifugas 5402 Eppendorf Westbury, NY, USA.
Microcentrifugas 5415 Eppendorf Westbury, NY, USA.
Tenrmomixer Compact Eppendorf Westbury, NY, USA.
Biofotometro S4751 Eppendort Westbury, NY, USA.
Microcentrifuga 5415D Eppendorf Westbury, NY, USA.
Refrigerador MCO-19AI1C General Electric Meéxico, DF, MX.
IMumina BeadArray 500GX. 300-2143 Iumina Inc San Diego, CA, USA.
Fuentes de Poder 494 ISCO ISCO, NE, USA.
Freezerless Refrigerator 6072 Kenmore Boston, MA, USA.

POLYTRON

System PT 1200 E

Kinematica

Littau-Luzern, Suiza.

Placa Agitadora 135952 LAB-LINE Melrose Pk, 1L, USA.
Campana de Bioseguridad Nivel 11 [36208-00 LABCONCO Kansas, MO, USA.
Juegos de Micropipetas Bio Pette Labnet Edison, NJ, USA.
Microcentrifuga Spetrafuge 16 M Labnet Edison, NJ, USA.
Termomixer VorTemp 56 Labnet Edison, NJ, USA.
Horno de Microondas MS-701C LG México, DF, MX.
Frigobar RMO04Y 04 MABE Guadalupe, NL, MX
Espectrofotdmetro ND-1000 NanoPro Carlsbad, CA, USA.
Ultracongelador -80°C NU-6617A36 NUAIRE Plymouth, MN, USA.
Balanza analitica API 1OS OHUAS Miami, FL, USA.
Microscopio Invertido CKX41SF Olympus México, DF, MX.
Camara de Electroforesis Bl OWL Cornelius, OR, USA.
Camara de Electroforesis B2 OWL Cornelius, OR, USA.
Horno de Microondas NN-8754WM Panasonic Secaucus, NJ, USA.
Baifio Maria 180 PRECISION Surrley, CL, USA.
Micropipeta Multicanal 1200 ul L8-1200 RAININ Meéxico, DF, MX.
Balanza Granataria 1206MP Sartorius Gottingen, Alemania.
Incubadora 1525 Shell Lab Cornelius, OR, USA.
Centrifuga Refrigerada Biofuge primoR SORVALL-HERAEUS |Neddham, MA, USA.
Centrifuga Clinica Centra CL2 Thermo Tec Neddham, MA, USA.
Nano Drop ND-100 Thermo Scientific Wilmington, DE, USA.
Placa de Calentamiento SP131325 Thermolyne Bobuque, 1A, USA.
Agitador de Tubos Barnstead Maxi Mix Thermolyne Bobuque, 1A, USA.
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6.8  Origen de los reactivos y consumibles

Los reactivos y materiales diversos empleados para la realizacién del estudio se

muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Reactivos y materiales especializados utilizados en la investigacion

Reactivo

Arreglo de nano ensayo-6000

Clave de Catalogo
(G2938-90035

Agilent Technologies

Santa Clara, CA, USA.

MagMAX-96 AMI830 Ambion/ABS Austin, TX, USA
Tubos conicos de 15 ml AM12500 Ambion/ABS Austin, TX, USA.
Tubos conicos de 50 ml AMI12501 Ambion/ABS Austin, TX, USA.
Tiras de tubos conicos de 0.2 ml | AM12230 Ambion/ABS Austin, TX, USA.
Tubos conicos de 2.0 ml. AM12425 Ambion/ABS Austin, TX, USA.
Tubos conicos de 1.5 ml AM12300 Ambion/ABS Austin, TX, USA.
Tubos conicos de 0.6 ml AM12400 Ambion/ABS Austin, TX, USA.
Puntillas de 1000 ul AM12660 Ambion/ABS Austin, TX, USA.
Puntillas de 200 pl AM12650 Ambion/ABS Austin, TX, USA.
Agua libre de nucleasas 4387936 Ambion/ABS Austin, TX, USA.
Message Amp-II AMI1819 Ambion/ABS Austin, TX, USA.
TagMan AMI729M Applied Biosystems  |Foster City, Ca, USA.
BigDye Terminator-v3.1. 4337458 Applied Biosystems | Foster City, Ca, USA.
High-Capacity cDNA 4375575 Applied Biosystems  |Foster City, Ca, USA.
Formamida de alta densidad PN 4311320 Applied Biosystems  |Foster City, Ca, USA.
Cubetas de 0.2 cm 165-2092 BIO-RAD Hercules, CA, USA.
Cajas Petri de 100 x 15 mm 0165-101 Corning New York City, NY,USA.
Illumina BeadChip 6 x 2 WG-311-1105 Illumina Inc San Diego, CA, USA
RnaseZap. AMO9784 Illumina Inc San Diego, CA, USA
RNAlater AM7001 Ilfumina Inc San Diego, CA, USA
TOPO XL-3.5 K4700-20 Invitrogen Carlsbad, CA, USA.
TRIzol 15596-018 Invitrogen Carlsbad, CA, USA.
OneShot-TOP10 C4040-50 Invitrogen Carlsbad, CA, USA.
Kanamicina 15160-054 Invitrogen Carlsbad, CA, USA.
Oligos varios MWG-Operon Huntsville, AL, USA.
2X-PCR Master Mix M7505 Promega Corporation [Madison, WI, USA.
Wizard DNA Clean-Up AT7280 Promega Corporation |Madison, WI, USA.
Enzima RQ1-RNase. 9PIM610 Promega Corporation |Madison, W1, USA.
Enzima RNase A AT7973 Promega Corporation |Madison, W1, USA.
Rneasy-96 N2511 QIAGEN Valencia, CA, USA.
Etanol E7023 Sigma-Aldrich Co St. Louis, MO, USA.
2-Propanol 19516 Sigma-Aldrich Co St. Louis, MO, USA.
Cloroformo 496189 Sigma-Aldrich Co St. Louis, MO, USA.
ExoSAP-IT 78201 USB Corporation Cleveland, OH, USA.
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6.9

Recursos bioinformaticos

6.9.1 Software

Los programas computacionales requeridos en el estudio variaron dependiendo de las

necesidades de sus distintas etapas, empledndose para hacer posible la realizacién de

tareas bioinformaticas especificas (cuadro 3).

Cuadro 3. Programas computacionales especificos

Programa

Propésite

Origen

OLIGO version 6.71. Disefio de oligos y sondas htp:/Awww.oligo.net/index.html Cascade, CO, USA.
DNAMAN version 5.2.2. |Ensamble de genes. htp://www.lynnon.com Québec, Canada.
MEGA 4.0. Inferencias evolutivas. htp://www.megasoftware.net/megamac.php Tempe, AZ, USA.

UVP, version 4.5.00.0. | Visualizacion y documentacion de geles. |http://www.uvp.com Camdride, Reino Unido.
Vector NTi. Ensamble de vectores. hitp://www.invitrogen.com Carlshad, CA, USA.
Genestudio. Ensamble de contigs. http:/fwww.genestudio.com Suwanee, GA, USA.
Expert 2100 softhwere.  |Electroforesis in silico http://www.agilent.com Santa Clara, CA, USA.
The R Projec. Andlisis estadistico. htp:/www.r-project.org Coventry, UK.

Amplify version 3.1. Simulaciones de PCR. htp://engels.genetics.wisc.edw/amplify Madison, W1, USA.
[llumina BeadScan image. | Tamiz de fluorescencia. http://microarray.imb.ug.edu.au/docs/BeadReader.pdf |San Diego, CA, USA.

6.9.2 INTERNET

Los recursos en la red de INTERNET a los que se recurrieron para la realizacion del

trabajo fueron variados, dependiendo de la necesidad a cubrir, siendo los principales

los que se resumen en el cuadro 4.

Cuadro 4. Programas computacionales consultados via INTERNET

Programa Liga Propésito
zPicture http://zpicture.dcode.org/ Identificar dominios estructurales.
VISTA http://pipeline.Ibl.gov/cgi-bin/gateway?2 Herramientas de Genomica Comparativa.
In silico http://insilico.ehu.es/ PCR virtual.
RepeatMasker http://www.repeatmasker.org/ Programa para detectar secuencias repetitivas.
BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi Comparar secuencias.
Genscan http://genes.mit.edw/GENSCAN.html Identificacion de las estructuras de genes.
ClustalW http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html | Alineacion de multiples secuencias.
NEBcutter V2.0 | http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php Identifica y predice sitios de corte de enzimas.
Pubgene http://www.pubgene.org/ Relaciona genes graficamente.
Biogps https://biogps.org Anatomia de la exprecion génica.
Transeq http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/ Traduccion de nucleétidos a aminoécidos.
UNAFold http://frontend.bioinfo.rpi.edw/applications/mfold/ | Analiza la estructura secundaria de amplicones.

6.10 Antecedentes de los especimenes utilizados

Los bioespecimenes fueron colectados en distintas localidades de tres estados del

noreste de México. Los municipios muestreados del estado de Nuevo Le6n fueron 7
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(Guadalupe, Hidalgo, Montemorelos, Monterrey, Sabinas, San Nicolds y Villa
Juérez), del estado de Coahuila fue 1 (Monclova) y del estado de Tamaulipas fue 1

(Laredo) (figura 2).

+102.000 53.000

Texas (EU)

700

b
Tamaulipas

24000

+102.000

Figura 2. Mapa de localidades muestreadas. L.os mapas se realizaron utilizando el

software ArcGIS 9.6 Enviromental Systems-Research Institute ESRI., Inc.

6.11 Muestras biologicas

Los especimenes hembras de Cx. quinquefasciatus fueron recolectados en diferentes
Municipios del Noroeste de México (figura 2); estos fueron transferidos al
laboratorio donde se mantuvieron en el insectario bajo condiciones controladas de
humedad (del 70 al 80% de humedad relativa), temperatura (27 +/- 2) y luz (12/12
L:0). Una vez estandarizadas las condiciones del mantenimiento de las colonias, un
total de 100 larvas fueron expuestas a 2 diferentes dosis (0.51 y 0.71 mg) de
insecticida (permetrina), a las 24 horas, las larvas vivas y muertas fueron
recolectadas en viales distintos (10 larvas por vial) y transferidas al laboratorio para

su almacenamiento a -80°C hasta su utilizacion.
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6.12 Extraccién de RNA total

Se procedi6 a realizar la extracciéon de RNA a partir de los distintos pules de larvas
expuestas a los distintos insecticidas (10 larvas por pul, 2 dosis de insecticida por
poblacién, nueve poblaciones y la cepa de referencia). Para la extraccion se utiliz6 el
reactivo de TRIzol, y éste se adiciono (0.1 ml) al material biolégico en un tubo
conico de 1.5 ml y macerara con pistilo. El lisado se incubo 5 min a temperatura
ambiente con el propdsito de favorecer la disociaciéon completa de los complejos de
nucleoproteinas. Posteriormente, se adicionaron 40.0 ul de cloroformo (CHCI3), se
mezclaron por vortex durante 15 segundos, se incubo en hielo por ~3 min, se
centrifugo a 12,000 rpm por 15 min a 4°C y la fase acuosa se recuperd y transfiri6 a
un tubo de 2.0 ml. Posteriormente, se adicionaron 50.0 ul de isopropanol e incubo a -
70°C por 15 min. Se centrifugo nuevamente a 12,000 rpm por 10 min a 4°C, se
decant6 el sobrenadante y la pastilla de RNA se lavé con 0.1 ml de etanol al 75%
frio. Enseguida se mezcl6 en el vortex, se centrifugo a 12,000 rpm por 10 min a 4°C,
se desecho el resto del liquido, para por ultimo secar la pastilla de RNA por 10 min a
temperatura ambiente y para finalmente re-suspenderla en 100 pl de agua libre de
RNAsas. EI RNA fue tratado con RQ1 DNAse durante 15 min a 37°C para eliminar
trazas de DNA. La pureza y la integridad del RNA se evaluo utilizando métodos
estindares de espectrofotometria (NanoDrop) y su integridad serd verificada
utilizando el estuche comercial y las laminillas de nano ensayo-6000, en el

Bioanalizador 2100 con el paquete bioinformético Expert 2100.

6.13 Sintesis de DNAc

La RT se llevé a cabo con el estuche comercial High-Capacity cDNA y oligo (dT)
12—-18. Los volimenes de RNAs totales fueron ajustados para realizar las reacciones
de retro transcripcion con la misma cantidad, para lo que se igualen todas las
concentraciones de RNA a ~1000 ng re-suspendidos en un volumen de ~10 pl. La
transcripcion reversa se realizd en un volumen final de 50 pl de la mezcla de

reaccion descrita en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Concentraciones y diluciones de RNA para qPCR

Concentracion de

Concentracion de

Muestra Variahle P RNA en ng/ul Relacion
Guadalupe Muertas 0051 106599 1.83
Cuadalupe wivas 0.051 1077.7 1.82
Guadalupe wivas 0.071 41.6 1.84
Cuadalupe Muertas 0071 11039 1.83
Cuadalupe Sin Exponer 0 1804 1.7
[Hidalgo vivas 0.071 11069 1.83
I]-I:i-:lalp;-:r Muertas 0051 11134 1.83
I]-Ii-:lalg-:r Muertas 0.051 1164 1.82
I]"Zid.:lll?,l:l- Vivas 0.051 1147.1 1.82
I]-Ii-:l:ilp,-:r S5in Exponer 0 1528.5 1.8
Il.a.re-:l.n Vivas 0071 5059 1.83
Il.are-:ln Muertas 0071 1069.5 1.81
Il.a.re-:l.n vivas 0.051 1191.5 1.81
I]..are-:ln Sin Exponer i) 16397 1.79
Laredo Muertas 0.051 10399 1.8
Monclova Muertas 0.071 9631 1.83
PMonclova wivas 0071 1393.2 1.821
Monclova Mueartas 0051 1486.6 1.82
PMonclova wivas 0051 2155.3 1.79
Monclova Sin Exponer o0 1336.06 1.79
Montemorelos |vivas 0071 1379.7 1.81
Montemorelos |Muertas 0.071 1161.7 1.81
Montemorelos |vivas 0051 1136.2 1.82
Montemorelos |Muertas 0.051 16068 1L.77
Montemorelos |Sin Exponer 0 laka 1.79
Monterrey Muertas 0.071 1309.8 1.76
Monterrey Muertas 0.051 1196 1.81
Monterrey Vivas 0071 1143.6 1.82
Monterrey wivas 0.051 B9d4 1.83
Monterrey Sin Exponer 0 14743 1.8
Gabinas wivas 0071 1053.2 1.82
Sabinas Muartas 0071 1211.8 1.82
Sabinas Muertas 0.051 11193 1.82
Sabinas Sin Exponer 0 11493 1.81
Sabinas Vivas 0.051 11443 1.82
San Nicolas wivas 0.051 1101.5 1.83
San Nicolas Muertas 0071 1533.7 1.8
San Nicolas S5in Exponer 0 11201 1.32
San Nicolas Mueartas 0051 1185 1.8
San Micolas wivas 0071 1651.2 1.78
[Villa Juarez Mueartas 0.071 952.6 1.83
I'l.u’i]la Juarez vivas 0.051 1608.9 1.83
I".u’:i]la Juarez Muertas 0.051 1080.3 1.83
I".u":i]la Juarez wivas 0071 T12.9 1.84
I'l.u":i]la Juarex Sin Exponer 0 13369 1.79
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NOTA: De los RNAs concentrados se realizaron diluciones en agua para conseguir
concentraciones homogéneas de RNA a una concentracion final de 10 pg/ul.
La transcripcion reversa se realizé en un volumen final de 50 ul de la mezcla de

reaccion descrita en el cuadro 6.

Cuadro 6. Composicion de la mezcla de reacciéon para la transcripcion reversa

(RT)

Reactivo Concentracion Volumen
Amortiguador |10X 5.0 ul
dNTPs 25x 2.0 ul
Oligode T 10x 5.0 pl
Enzima 50 U/pl 2.5 ul
H.0 |- 25.5 ul
RNA 4ug 10 pul
Total ~  |---e- 50 ul

La mezcla fue incubada en un termociclador y la sintesis resultante cuantificada en
un NanoDrop. Las condiciones para la RT fueron las indicadas por el proveedor

(cuadro7).

Cuadro 7. Programa de incubacion de la transcripcion reversa

Temperatura Tiempo

25°C 010
37°C 120
85°C 005
04°C 0

6.14 Amplificacion de transcritos por PCR

La Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés: Polymerase Chain
Reaction) en tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR, del inglés: Quantitative PCR),
que es ampliamente utilizadas dada su versatilidad. La qPCR se considera una
variante de la PCR, siendo capaz de amplificar y simultdneamente cuantificar de
forma absoluta o relativa el producto de la amplificacion. Para ello emplea un molde
de DNA genémico (DNAg) o DNA complementario (DNAc), un par de
cebadores/oligos/primers especificos, una sonda estrictamente especifica [marcada
tanto con una molécula fluorescente, como con una molécula que absorba la
florescencia (quencher) al estar unidas ambas a la sonda], la mezcla (ANTPs) de los

cuatro desoxirribonucleésidos trifosfato (dGTP, dATP, dTTP y dCTP), el tampén y
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una DNA polimerasa termoestable. Una vez mezclados los ingredientes, la reaccidn
se lleva a un termociclador capaz de amplificar la regiéon génica flanqueada por los
oligos y de medir la fluorescencia (tras excitar un rayo laser al fluor6foro a la
longitud de onda apropiada, dependiendo de la molécula fluorescente) emitida en
cada ciclo de la amplificaciéon (Rodriguez-Sanchez y Barrera-Saldafia 1990). Las

PCRs se realizaron utilizando el estuche comercial PCR Master Mix 2X (cuadro 8).

Cuadro 8. Reactivos, concentraciones y voliimenes utilizados en las PCRs

Reactivo Concentracion Volumen
Amortiguador |10x 5pul
Primer NP 20x 10 ul
dNTPs 2.5mM 4 pl
Enzima 5U/ul 0.2 ul
DNA ~1 pg 3ul

H.0 |- 27.8 ul
Total 50 pl

El proceso de amplificacion se realizo en un Veriti Thermal Cycler (cuadro 9).

Cuadro 9. Temperaturas, tiempos y ciclos tipicamente utilizados en las PCRs

Tiempo Temperatura °C Proceso Ciclos
04 min |94°C Desnaturalizacion inicial | 1
45seg |94°C Desnaturalizacion

30 seg 60°C Alineamiento 35

01 min |72°C Extension

[0 min |72°C Elongacion final 1

0 04°C 1

Los oligos (cuadro 10) fueron disefiados utilizando secuencias nucleotidicas
correspondientes a los genes ortélogos de otros mosquitos. Los disefos fueron sobre
las regiones no traducibles o UTRs, para no afectar/modificar los marcos de lectura
codificados en los transcritos. Se procurd que en estos disefios, el contenido de GC
oscilara entre 40-60%, la secuencias no contuvieran cuatro 0 mas guaninas continuas,
las Tms fueran entre 58-60°C o Tms con valores cercanos entre si, las condiciones de
amplificacion fueron estandares, y que los tltimos cinco nucledtidos del extremo 3°
no tengan mds de dos Guaninas y/o Citosinas (para evitar la formacién de dimeros de

oligos o “primers dimers”).
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Cuadro 10. Oligonucleétidos diseiiados y utilizados para PCR

Tamafio del Oligos

Simbolo

amplicon

CCTGTGTTTGTACCGGGAAT

GCGGATAATCCCAGACTCAA

CYP6AA7 1675

CYP4C52v] 1577 GGGGGCATCGTTTCTCTAAT TTTTCTCATCCTTGCCAACC
CYP6BY3 1607 GAGGTAGCTGTGCCAGTTCA AGAACCTGGCTCCATCTGTG
CYP9J34 1576 GCGAAGGCTTGTCAAATCTC TGTGAGCTGCACCCTATCAG
CYPIM10O 1823 TCTGCAGTTTTCTCGTGGTG CGGCCTGTAATTGGTCTCAT
CYP9J40 1837 CCCCTGCTCTACCTCCTAGC CCGAAAACACAACCACCTCT
CYP9ALI 1883 CTGGCATCGGTGGTTTTACT CCAACGGCTTGGTAAACACT
ISLCO341 1776 AGCTGTGCCTTCCACCTCT AACAGTAACCCCAGCCACAG

6.15 Clonacién molecular

La clonacién molecular de productos de PCR fue llevada a cabo usando el estuche
comercial PCR-XL-TOPO 3.5kb, con el vector de clonacion pCR 3.5. La relacion
molar utilizada de vector/inserto fue 1/3. Los productos de la ligaciéon de los
amplicones con el vector, fueron transformados en bacterias E. coli de la cepa Top
10 electro-competentes. La electroporacion se realiz6 en un MicroPulser
electroporator con cubetas de 0.2 cm. La reaccién de ligacion junto con las bacterias
competentes electroporadas fueron sembradas en cajas Petri de 100 x 15 mm con
medio Luria Bertani (LB) (10 g de Bacto-tryptona, 5 g de extracto de levaduray 10 g
de NaCl, disueltos en un litro de HyO)/agar + 50 pg/ml de kanamicina. De las
colonias observadas se seleccionaron algunas y fueron crecidas individualmente
durante 18 h en tubos de 15 ml que contenian 4 ml de caldo L.B. + kanamicina a
37°C, con agitacion constante de 240 rpm. Transcurrido este periodo, se recolecto el
paquete celular existente por centrifugacion a 10000 rpm durante 5 min, en un tubo
de 2 ml. Posteriormente, se decantd el medio de cultivo y las células adheridas al
tubo fueron resuspendidas en 100 pl de solucion I (50 mM glucosa, 10 mM EDTA y
25 mM Tris pH 8.0). Se agito suavemente para su homogenizacién y la mezcla se
incubo durante 5 min. Transcurrido este tiempo, se agregaron 200 ul de solucion II
recién preparada (0.4 M NaOH y 2% SDS) y se mezcl6 inmediatamente por
inversiéon 10 veces. Posteriormente, se incubo por 6 min en hielo y se agregaron,
también mezclando de inmediato, 150 ul de solucién III (para 100 ml se mezclan: 60
ml SM KOAc, 11.5 ml de é4cido acético al 96% y 28.5 ml H20). Se incubo 6 min
nuevamente en hielo y se agregd 1/4 un volumen de fenol (C¢HsOH) saturado con

Tris-HCI1 pH 8 + otro 1/4 de volumen de Sevag (24 partes de cloroformo méas una

parte de alcohol isoamilico). Se mezclé vigorosamente por 1 min en vértex y se
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centrifugo durante 5 min a 12000 rpm. Posteriormente, la fase liquida (superior) fue
extraida y transferida a un micro tubo nuevo. A ésta se le adiciono 2.5 volimenes de
etanol al 100% frio, se agito y centrifugo durante 10 min a 12000 rpm.
Posteriormente, se decantd el sobrenadante y a la pastilla se agregdé 1 ml de etanol al
70%. Se centrifugo por 10 min a 12000 rpm y decanto el alcohol. El etanol
remanente se extrajo por aspiracion y la pastilla se sec6 durante 15 min a temperatura
ambiente. Se agregaron 100ul de TE 1X (Tris pH 8.0 0.01 My EDTA 0.001 M) con
RNAsa RQI1 (20pg/ml) y se incubo a 37°C por 30 min primero y 15 min a 65°C

después, para inactivar DN Asas endogenas.

6.16 Secuenciacion nucleotidica

Los insertos de las clonas que resultaron positivas en la clonacién fueron
secuenciados usando el estuche de terminadores Big Dye y oligonucledtidos, ya sea
especificos o universales (M13). Para la reaccién de secuenciacion fueron requeridos
de cada clona 100 ng de DNA plasmidico resuspendidos en 1 pl de H»0. En el caso
de secuenciacién de productos amplificados (PA), se realizé una reaccidn previa para
deshacer oligos y dNTPs remanentes. Esta consistié en mezclar 5ul de PA y 2 pl de
ExoSAP-IT, seguido de una incubacién a 37°C/15 min y 80°C/15 min. Transcurrido
este tiempo, la mezcla fue dividida en dos partes iguales y cada una por separado
servio como templado de reaccion; en ambos casos se agrego 1 pl de Big Dye y 1 pl
del oligo correspondiente, a una concentracion de 3.5 pM/ul. Se aforo a un volumen
final de 10 pl y las mezclas de reaccion fueron incubadas en un termociclador (Veriti
Thermal Cyclerde) a distintas temperaturas por variados periodos de tiempo (cuadro

11).

Cuadro 11.- Condiciones para la realizacion de la reacciéon de secuenciacion

Tiempo Temperatura °C Proceso Ciclos
1 min 96°C Desnaturalizacion inicial |1

10 seg 96°C Desnaturalizacion

05 seg 50°C Alineamiento 25

4 min 60°C Extension

0 04°C 1
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Transcurrido el tiempo de reaccidn, las muestras fueron purificadas adiciondndoles 1
pul de EDTA (0.5 mM) y 30 ul de alcohol etilico al 100%. Se incubaron por 20 min a
temperatura ambiente en oscuridad y se centrifugaron a 3500 rpm x 25 min.
Transcurrido el tiempo, se retird el etanol por decantacién y la placa fue invertida,
seguido de una breve centrifugacion (10 seg) sobre papel secante para vaciar el
remanente de alcohol. Realizado esto, se adicionaron 20 ul de etanol al 75%, se
centrifugé a 3500 rpm x 20 min, se decanto el etanol e invirti6 la placa para dar otra
breve centrifugacion y eliminar el alcohol remanente. Luego se secé a temperatura
ambiente por 20 min en oscuridad y se agregardn 10 pl de formamida de alta
densidad (HDF) para resuspender. Las reacciones fueron analizadas en el
instrumento ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer y con el software del mismo

(Applied Biosystems).

6.17 Analisis filogenético

Las secuencias obtenidas de los amplicones clonados y secuenciadas, fueron
alineadas utilizando el programa CLUSTAL W(EMBL-EBI ), seguido de
correcciones manuales (si el caso lo amerito). De estas secuencias fueron deducidos
los marcos de lectura abierta [del inglés: open reading frame (ORF)] y la prediccidon
de las secuencias aminoacidicas fueron realizada en el programa TRANSEQ
(EMBL-EBI). Tanto las secuencias de nucleétidos, como las de aminoécidos,
servirdn para realizar comparaciones con los genes ortélogos de otros mosquitos y
asi deducir los porcentajes de similitud y la relaciéon Ka/Ks (dN/dS), que se refiere al
nimero de sustituciones nucleotidicas no-sinénimo (Ka) sobre el nimero de
sustituciones sinénimas (Ks), que se pueden utilizarse como un indicador de la
presion selectiva ejercida sobre la region codificante (CDS del inglés: Coding DNA

Sequence) de un gen.

6.18 PCR cuantitativa

6.18.1 Preparacion de reacciones

La medicion de la expresion génica por medio de transcripcion reversa (RT del
inglés: Reverse Transcription)-qPCR es una cuantificacion relativa, en la que entre
diferentes muestras se compara la expresion del gen que varia para las condiciones
fisioldgicas o patoldgicas de las que provienen las muestras (niveles de su RNAm a

través de DNACc) objeto de estudio, respecto a la de un gen cuya expresion no varia
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considerablemente en dichas condiciones (gen control endégeno de expresion
constitutiva). Esto es lo que se denomina como normalizacién de la expresion del
gen experimental, o normalizar respecto a variaciones en la concentracion de DNAc
en cada muestra, ya que si la cantidad de control endégeno variase, seria debido
sobre todo a cambios en la cantidad del RNA total empleado en la sintesis de DNAc
y no necesariamente a cambios en la expresion.

La mezcla de reaccién para la gPCR const6 de 2.5 ul de DNAc (~1 pg), 1 pl de la
mezcla de ambos oligonucledtidos y sonda, 5 ul de 2X PCR Master Mix y 1.5 pl de
H>0. La mezcla de reaccioén se incubd a 50°C por 2 min y 95°C por 10 min 1 ciclo,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg y 60°C por 1 min; esto en un ABI PRISM
7500.

6.18.2 Diseiio de sondas fluorescentes para qPCR y oligos para PCR
Los oligos y sondas fueron disefiados utilizando secuencias nucleotidicas

previamente reportadas (ncbi /) (cuadro 12).

Cuadro 12. Sondas utilizadas para la qPCR.

Gen Disefio Secuencia

Oligo sentido TCCGGAGATTCAGGAAAAGGT
CYP6AA7 |oligo antisentido |TGCCGCGCCAAAACA

Sonda CGGGTTGAAGTCAGC

Oligo sentido TTCGGATTGAGGCGATTGA

CYPAC52v1 |Oligo antisentido |CACCAAATCCCCCAGCAA

Sonda CGGAGGGAGGATGTG

Oligo sentido GTGCCGATCAAGCTGAACAA
CYPIM10 foligo antisentido |CCAGAACCCACTCAACGTATCC

Sonda CGCTCGGTTTCGC

Oligo sentido GCTGAAGCAAGGTGACACAATTT
CYP9ALL |oligo antisentido |GCGAGGATCTCGGTGCATA

Sonda ATCCCGGCTCTTC

Oligo sentido CCCTGTTCATGCGCTTCAC
CYP34  |oligo antisentido |CGAATTTCGCCGGATTTG

Sonda ATGACCCTCAATATTTC

Oligo sentido AGAAGCTCACGGAATCATTCG
CYPJ40  |oligo antisentido |TCCTGGCCTGCATCAACA

Sonda CCGGACATGATCCAA

Oligo sentido TGTATCGGATTGCGTTTTGG
CYPEBY3 |Oligo antisentido |TCAGCACCGTCGCAAGTC

Sonda ATGCTTCAATCCAGAGTC
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6.18.3 Analisis de resultados de qPCR

Existen dos métodos principales de cuantificacion: 1).- el método delta-delta-cycle
threshold (AACt) compara directamente los Cts del DNAc analizado y del DNAc de
referencia (ACt) en cada muestra, para posteriormente, comparar los ACt de la
muestra experimental con respecto a la muestra control. Para aplicar dicho método es
necesario que las eficiencias de amplificacion para ambos DNAcs sean similares
(Schefe et al. 2006). 2).- El otro método se basa en la utilizacién de una recta
estdndar a partir de DNAcs de concentraciones conocidas y la extrapolaciéon de la
concentracion del DNAc en la muestra experimental a partir del Ct obtenido.
Posteriormente, se calcularia la relacion entre la cantidad del transcrito analizado y el
transcrito de referencia, comparandose dichas relaciones entre las diferentes muestras
(Bauhs, 2008).

El andlisis de la cuantificacion de los transcritos se realizo por el método de AACt, el
cual consistié en determinar el valor del transcrito experimental (Ct) restando la
constante de un transcrito control endogeno (1*°A) y a esto restandole nuevamente la

constante de referencia (2°A).

30



7 RESULTADOS Y DISCUSION

Larvas de Cx. quinquefasciatus fueron recolectados en diferentes distintas
localidades del noreste de México (figura 2), y fueron trasladadas al laboratorio de
Entomologia Medica, UANL para su reproduccién. Larvas F1 fueron expuestas a dos
distintas concentraciones de permtrina (0.51 y 0.71 mg), de estos bioensayos fueron
separadas las vivas y las muertas, de ellas se extrajo el RNA total (cuadro 5 de
calidad y cantidad). El cual sirvi6 como sustrato para la sintesis de DNAc y en
conjunto con los primers disefiados (cuadro 10) fueron amplificados los siete
transcritos de organismos de cada una de las poblaciones de estudio, en todos los
casos las PCR funcionaron dando bandas tunicas de amplificacion por PCR. Los
productos amplificados de cada uno de los siete citocromos de organismos de cada
una de las poblaciones fueron clonados y secuenciados. Las secuencias de cada uno
de los siete genes fueron alineadas y de ahi deducido el porcentaje de similitud (ver

cuadro 13).

7.1  Productos amplificados por PCR
Se logré la amplificacion de los trascritos de los siete citocromos de Cx.

Quinquefasciatus. Los amplicones tuvieron los tamafios esperados (cuadro 10).

7.2  Alineamientos de aminoacidos

De la secuencia nucleotidica obtenida de la secuenciacion de los trascritos
amplificados y clonados de cada una de las nueve poblaciones analizadas y
comparadas con la cepa susceptible de la cepa susceptible se dedujo la secuencia

aminoacidica y estas fueron alineadas.
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7.2.1 CYP4C52V1

Las secuencias aminoacidicas deducidas para el gen CYP4C52V1 en mosquitos de

Cx. quinquefasciatus mostraron alta homologia; interesantemente, se encontrd un

cambio en la posicidén 365. En la poblacion susceptible se reporté dcido glutdmico,

en cambio en las poblaciones de Guadalupe, Hidalgo, San Nicolds, Monclova, Villa

de Judrez, Laredo y Montemorelos se encontr6 dcido aspértico, pero ambos se

agrupan en estructuras de aminoacidos del tipo acidica. Las poblaciones de Sabinas y

Monterrey a diferencia de las anteriores se observo la presencia de valina, un

aminodcido del tipo hidréfobo.

Cg-CYP4C52v1-Susceptibl
Cqg-CYP4C52vl-Guadalupe
Cq-CYP4C52vi-Hidalgo
Cg-CYP4C52v1-SanNicolas
Cg-CYP4C52v1-Monclova
Cg-CYP4C52v1-VillaJurae
Cg-CYP4C52vl-Laredo
Cg-CYP4C52v1-Montemorel
Cg-CYP4C52v1-Sabinas
Cg-CYP4C52vl-Monterrey

Cg-CYP4C52v1-Susceptibl
Cq-CYP4C52vl-Guadalupe
Cq-CYP4C52vi-Hidalgo
Cg-CYP4C52v1-SanNicolas
Cg-CYP4C52v1-Monclova
Cg-CYP4C52v1-VillaJurae
Cg-CYP4C52vl-Laredo
Cg-CYP4C52v1-Montemorel
Cg-CYP4C52v1-Sabinas
Cg-CYP4C52vl-Monterrey

Cqg-CYP4C52v1-Susceptibl
Cq-CYP4C52vl-Guadalupe
Cq-CYP4C52vi-Hidalgo
Cg-CYP4C52v1-SanNicolas
Cg-CYP4C52v1-Monclova
Cg-CYP4C52v1-VillaJurae
Cg-CYP4C52vl-Laredo
Cg-CYP4C52v1-Montemorel
Cg-CYP4CS52v1-Sabinas
Cg-CYP4C52vl-Monterrey

Cg-CYP4C52v1-Susceptibl
Cq-CYP4C52v1-Guadalupe
Cq-CYP4C52vi-Hidalgo
Cqg-CYP4C52v1-SanNicolas
Cg-CYP4C52vl-Monclova
Cg-CYP4C52v1-VillaJurae
Cg-CYP4C52v1-Laredo
Cg-CYP4C52v1-Montemorel
Cq-CYP4C52v1-Sabinas
Cg-CYP4C52vl-Monterrey

Cg-CYP4C52v1-Susceptibl
Cq-CYP4C52vl-Guadalupe
Cq-CYP4C52vi-Hidalgo
Cg-CYP4C52v1-SanNicolas
Cg-CYP4C52v1-Monclova
Cg-CYP4C52v1-VillaJurae
Cg-CYP4C52vl-Laredo
Cg-CYP4C52v1-Montemorel
Cg-CYP4C52v1-Sabinas
Cq-CYP4C52vl-Monterrey

Cg-CYP4C52v1-Susceptibl
Cq-CYP4C52v1-Guadalupe
Cq-CYP4C52vi-Hidalgo
Cg-CYP4C52v1-SanNicolas
Cg-CYP4C52v1-Monclova
Cg-CYP4C52v1-VillaJurae
Cg-CYP4C52v1-Laredo
Cg-CYP4C52v1-Montemorel
Cq-CYP4C52v1-Sabinas
Cg-CYP4C52v1-Monterrey

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
MDVHLVAAKI ANLLSVLSPV TTIILVMIVG AYVTYRKRLA KLEYHINKLP GPYSLPLIGN GLQVSLGSKD DFLDRVVSAQ KMYGRRIGLS RAWNGPFPYV

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
LISKASAAEP ILSNPRQVEK SADYDFLKPW LGNGLLTSPA SIWHPRRKTL TPAFHFKILS DFIPIFHRNA LILAEKLEEQ LGNRTGFDVV PLTTLCALDV

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
FCETAMGIPV NAQRNSDSEY VRAHQLIGKI IRNRVQKFWL QPDAIFKLTD EYRQHQECLQ VLHSFSDRVI RDRHESLLKR RQAADLNNNN DPADDQPFRR

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
KQLAFLDLLI EGALDGNGLT LLDVREEVDT FVIGGHDTTA AAMAWLLLLL GTDQTIQERC FAEIEQIMGG DRDRMPTLHE LNEMKYLELC LKETLRLYPS

<<boboooo

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
IPMIARKLAE DVKIHNQYTI PAGTNVMIVV YQLHRDPAVF PNPEKFNPDN FLPENSAGRH PYAYIPFSAG ARNCIGQKFA VLEEKTVLST ILRKFRIEAI
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7.2.2 CYP6BY3
El gen CYP6BY3 en las poblaciones de Cx. quinquefasciatus mostrd igualmente alta
homologia; se determind dos cambios en las posiciones 416 y 424. En la region 416
el cambio observado fue de Isoleucina; presente en la cepa susceptible y en la
poblacién de villa de Judrez, por Metionina; presente en las poblaciones Guadalupe,
Hidalgo, Laredo, Monclova, Montemorelos, Monterrey, Sabinas y San Nicolés. En la
region 424 se presentd un cambio en aminodcidos aromadticos, en la poblacion
susceptible y Laredo se observé Tirosina; en las poblaciones de Guadalupe, Hidalgo,
Monclova, Montemorelos, Monterrey, Sabinas, San Nicolds y Villa de Judrez se
reporté Fenilalanina.
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Cg-CYP6BY3-Susceptible MSLVLVVLLV TVLLLCIGYV KHKYSYWARQ NAPFIEPQFP YGNFKDSNKT SIADLSIQQY NAMKDCGSFF GLYFFLQPLL MITDLDLIKT IFIKDENYFP
Cqg-CYP6BY3-Guadalupe
Cq-CYP6BY3-Hidalgo
Cg-CYP6BY3-Laredo
Cg-CYP6BY3-Monclova
Cg-CYP6BY3-Montemorelos
Cq-CYP6BY3-Monterrey
Cg-CYP6BY3-Sabinas

Cg-CYP6BY3-SanNicolas
Cg-CYP6BY3-VillaJuarez

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Cq-CYP6BY3-Susceptible DRGIYHNERD EPLSGHLFSI EGNKWRSLRT RLTPTFTSGK MKMMFPTLKA VGDNFAEYLT NMVGSGAEIE VKDGVARFTT DVIGSCAFGI ECNTFLEPKS
Cg-CYP6BY3-Guadalupe
Cg-CYP6BY3-Hidalgo
Cg-CYP6BY3-Laredo
Cg-CYP6BY3-Monclova
Cg-CYP6BY3-Montemorelos
Cq-CYP6BY3-Monterrey
Cg-CYP6BY3-Sabinas
Cg-CYP6BY3-SanNicolas
Cg-CYP6BY3-VillaJuarez

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Cq-CYP6BY3-Susceptible QFREFGIQVF DDPLHSGMVR MFLRLFPELG RKLRIKVFRE EAAKFFHKLV ADTIAYRETN SVERNDFMSL LIAMKNKGDL TLDETAAQSF IFFLAGFETS
Cq-CYP6BY3-Guadalupe
Cq-CYP6BY3-Hidalgo
Cq-CYP6BY3-Laredo
Cq-CYP6BY3-Monclova
Cq-CYP6BY3-Montemorelos
Cq-CYP6BY3-Monterrey
Cq-CYP6BY3-Sabinas
Cq-CYP6BY3-SanNicolas
Cq-CYP6BY3-VillaJuarez

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Cg-CYP6BY3-Susceptible SSNQTYCLYE LAFKPEYQEK ARACVLKAME KHGGLTYEAV NDMQYLDQCI NETLRLYPSV PVLERKTFQD YRIPNSDVII PKGMKVQIPV FAIQRDEQYY
Cq-CYP6BY3-Guadalupe
Cq-CYP6BY3-Hidalgo
Cg-CYP6BY3-Laredo
Cg-CYP6BY3-Monclova
Cg-CYP6BY3-Montemorelos
Cg-CYP6BY3-Monterrey
Cg-CYP6BY3-Sabinas
Cg-CYP6BY3-SanNicolas
Cg-CYP6BY3-VillaJuarez

420 430 440 450 460
Cg-CYP6BY3-Susceptible PNPTVFNPDR FHPDEIAKRH MCTYLSFGEG PRICIGLRFG MLQSRVGLAT VLSKYRISPC SRTAIPLEFS VKSGVLQPKE GLWLKVEPL 489
Cg-CYP6BY3-Guadalupe
Cq-CYP6BY3-Hidalgo
Cq-CYP6BY3-Laredo
Cg-CYP6BY3-Monclova
Cg-CYP6BY3-Montemorelos
Cq-CYP6BY3-Monterrey
Cg-CYP6BY3-Sabinas
Cg-CYP6BY3-SanNicolas
Cg-CYP6BY3-VillaJuarez
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7.2.3 CYP9IM10

El gen CYPOMI10 presenté un solo cambio en la posicion 407 de la secuencia
aminoacidica deducida, el aminodcido presente en la poblacion susceptible y Villa de
Juérez fue Fenilalanina; en las poblaciones Laredo, Monclova, Guadalupe, Hidalgo,

Montemorelos, Sabinas y San Nicolds presentaron el aminodcido nucleofilico

Cisteina.

Cq-CYP9M10-Susceptible
Cg-CYP9M10-Laredo
Cg-CYP9M10-Monclova
Cg-CYPIM10-Guadalupe
Cg-CYPI9M10-Hidalgo
Cg-CYP9M10-Montemorelos
Cg-CYP9M10-Monterrey
Cg-CYP9M10-Sabinas
Cg-CYP9M10-SanNicolas
Cg-CYP9M10-vVillaJuarez

Cg-CYP9M10-Susceptible
Cg-CYPIM10-Laredo
Cg-CYPIM10-Monclova
Cg-CYPIM10-Guadalupe
Cq-CYPIM10-Hidalgo
Cg-CYP9M10-Montemorelos
Cq-CYP9M10-Monterrey
Cg-CYPIM10-Sabinas
Cg-CYP9M10-SanNicolas
Cg-CYP9M10-VillaJuarez

Cg-CYP9M10-Susceptible
Cg-CYPIM10-Laredo
Cg-CYP9M10-Monclova
Cg-CYPIM10-Guadalupe
Cq-CYP9MI10-Hidalgo
Cg-CYP9MI10-Montemorelos
Cg-CYPOM10-Monterrey
Cg-CYP9M10-Sabinas
Cg-CYP9MIO-SanNicolas
Cg-CYP9M10-VillaJuarez

Cq-CYP9M10-Susceptible
Cg-CYPIM10-Laredo
Cg-CYPIM10-Monclova
Cg-CYP9M10-Guadalupe
Cg-CYP9M10-Hidalgo
Cg-CYP9M10-Montemorelos
Cg-CYPOM10-Monterrey
Cg-CYP9M10-Sabinas
Cq-CYP9M10-SanNicolas
Cq-CYPOM10-VillaJuarez

Cq-CYP9M10-Susceptible
Cg-CYPIM10-Laredo
Cg-CYPIM10-Monclova
Cg-CYP9M10-Guadalupe
Cg-CYP9M10-Hidalgo
Cg-CYP9M10-Montemorelos
Cg-CYP9M10-Monterrey
Cq-CYPIMI10-Sabinas
Cg-CYP9M10-SanNicolas
Cg-CYPOM10-vVillaJuarez

Cg-CYP9M10-Susceptible
Cg-CYPIM10-Laredo
Cg-CYP9M10-Monclova
Cqg-CYPIM10-Guadalupe
Cq-CYP9M10-Hidalgo
Cg-CYP9M10-Montemorelos
Cg-CYP9M10-Monterrey
Cg-CYPIM10-Sabinas
Cg-CYP9MI10-SanNicolas
Cg-CYP9M10-VillaJuarez

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
MTSLEWLLLL VPAAIYLFYR WSVATFDYFE KRGVPFVKPV PLLGGMWNFF SGKMHMVDAG SLGYEMFPDS RFSGFFAFRK PGYLIHDPEL VKQITIKDFD

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
VHNPNNEFMR RGKELIATDG IQGLKFLLLT VLPKSFFRTL RIRIFPKEAT DFYVDVISKT IKQREEHNIV RPDFIHLLVQ GRKNELKMEQ ADDQLKSAGF

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

STVEEHLQSS TENSQYSDLD ITAAAASFFF GGLETTTTVI CFALYEMSQN PNVKQKLQAE IDQVKEQLST TDSKLSYEVL QNMKYLDMVV SETLRRWAPL

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
GLTNRAFTKP YTIEDNNGTK VTIQVGDLIQ IPIQSTIHRDH RFYPNPYKFD PERFSEENKA NINRSAFLPF GSGPRNCIGS RLALMQTKCF LYYTLANFEL

510 520 530
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7.24 CYP9AL1
En el gen CYP9AL1 el cambio observado en la posicion 2 de la secuencia deducida

de aminoacidos fue de Leucina a isoleucina, ambos aminoacidos hidrofébicos.

70 80 90 100

Cq-CYP9AL1-Susceptible MLTDVLCAIC SWIVSSNLVV LICLALVLAY REGSHNHDFF TSKGIPGPRP LPFVGNTWQW LLGKVSFFDV FQELYQSFKE HKLFGLFDFM GPVYVLRDED
Cq-CYP9AL1-Sabinas
Cg-CYP9AL1-SanNicolas
Cq-CYP9AL1-Guadalupe
Cq-CYP9AL1-Hidalgo
Cg-CYP9ALl-Laredo
Cq-CYP9ALLl-Monclova
Cq-CYP9AL1-Montemorelos
Cq-CYP9ALL-Monterrey
Cq-CYP9AL1-VillaJuarez

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Cg-CYPOALl-Susceptible LVKQVCIKDF DSFTDRRFQF NEESDPLFSN ALFAIKGTRW RNMRAILSPA FTGSKMRGMF QFITDYCQKA NDTVKEIVGS TGAKEVDIRD IFNKYSNDIT
Cg-CYP9AL1-Sabinas . .. PR P . PR P . . PR P . . P
Cg-CYPY9ALI-SanNicolas
Cg-CYPIAL1-Guadalupe
Cq-CYP9AL1-Hidalgo
Cg-CYP9ALl-Laredo
Cg-CYPYALl-Monclova
Cg-CYP9AL1-Montemorelos
Cg-CYP9ALl-Monterrey
Cq-CYPOAL1-VillaJuarez

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Cg-CYPOALl-Susceptible ASCAFGWEMN VLRDGENEFY RQAKHMTHLN TWQWVKFMMF SSFPRLAKIL RIRLFDQMTT DFMREAVRIV IEQREKNNVV RPDLIHLLMQ
Cg-CYPY9AL1-Sabinas
Cg-CYP9AL1-SanNicolas
Cq-CYP9AL1-Guadalupe
Cg-CYP9AL1-Hidalgo
Cq-CYP9AL1-Laredo
Cg-CYPY9AL1-Monclova
Cg-CYP9AL1-Montemorelos
Cg-CYPY9ALl-Monterrey
Cg-CYP9ALl-VillaJuarez

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Cg-CYP9ALl-Susceptible FDRESEVNTV EEVSYTPNWT HDDFVSQCAV FVFGGLDTVT NIASFMAHEL AINQHVQVKL REEIESILND RDGQSVTYDI HSMVYLDQVL TETLRKWPQA
Cg-CYP9AL1-Sabinas
Cg-CYPY9ALI-SanNicolas
Cqg-CYP9ALl-Guadalupe
Cg-CYP9AL1-Hidalgo
Cg-CYP9ALl-Laredo
Cg-CYP9ALl-Monclova
Cg-CYP9AL1-Montemorelos
Cqg-CYP9AL1-Monterrey
Cg-CYPY9ALl-VillaJuarez

430 440 450 460 470 480

Cq-CYP9ALl-Susceptible IFIDRVCTKP YDLNVDGRMI SLKQGDTIWI PALPMHRDPR YFSDPEVFDP DRFASDRRDD LGDEVIMAFG IGPRLCLGNR
Cq-CYP9AL1-Sabinas
Cg-CYP9AL1-SanNicolas
Cq-CYP9AL1-Guadalupe
Cq-CYP9AL1-Hidalgo
Cg-CYP9ALl-Laredo
Cq-CYP9ALL-Monclova
Cg-CYP9AL1-Montemorelos
Cq-CYP9ALl-Monterrey e e e . R e e
Cq-CYPOALL-VillaJUGrez .......... ..o.eenoeon.. e e e e e

510 520 530
Cq-CYP9ALl-Susceptible RSDKTQHPPK LGKSLMIPEV KDGYWLNLKL RK 532
Cg-CYP9AL1-Sabinas . .. . .. e e “ee.. .. 532
Cg-CYP9AL1-SanNicolas .. 532
Cqg-CYP9ALl-Guadalupe .. 532
Cq-CYP9AL1-Hidalgo 532
Cg-CYP9ALL-Laredo 532
Cg-CYP9AL1-Monclova 532
Cq-CYP9ALl-Montemorelos . 532
Cg-CYP9ALl-Monterrey . 532
Cq-CYP9ALL-VillaJuarez .. 532




7.2.5 CYP9J34

En las poblaciones estudiadas de Culex quinquefasciatus, el gen CYP9J34, presentd
un cambio importante en la posicion 371. En la poblacién susceptible e Hidalgo se
presentd el aminodcido basico Histidina, en el resto de las poblaciones se observé la
presencia del aminodcido hidrofébico Leucina; en futuros experiementos se
determinard la relevancia de este cambio debido a la diferencia de carga en esa

posicion.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Cq-CYP9J34-Susceptible MQIDLAYAVP IVAILGFLYY WITRNDDYFH EKPIPSMAVK PIVGSTWPML FKKIAFSEFV QNSYDKYANA KVFGMMDMTR PIFVIRDPEL IKQVGVKDFE
Cg-CYP9J34-Monterrey .. - L. . - e e - .
Cg-CYP9J34-Sabinas
Cq-CYP9J34-Guadalupe
Cg-CYP9J34-Hidalgo
Cg-CYP9J34-Laredo
Cg-CYP9J34-Monclova
Cg-CYP9J34-Montemorelos
Cg-CYP9J34-SanNicolas
Cg-CYP9J34-VillaJuarez

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Cq-CYP9J34-Susceptible HFMDHQPVFG NPEYDHPNLL VGKSLFTLAG QRWKTMRATL SPAFTGSKMR QMFELIVECS ERMATYYREE AKSKGPQEYE MKDVFSRFAN DVVATCAFGL
Cq-CYP9J34-Monterrey e e e
Cq-CYP9J34-Sabinas
Cq-CYP9J34-Guadalupe
Cq-CYP9J34-Hidalgo
Cq-CYP9J34-Laredo
Cq-CYP9J34-Monclova
Cg-CYP9J34-Montemorelos
Cg-CYP9J34-SanNicolas
Cq-CYP9J34-VillaJuarez

300

Cq-CYP9J34-Susceptible
Cg-CYP9J34-Monterrey
Cg-CYP9J34-Sabinas
Cq-CYP9J34-Guadalupe
Cq-CYP9J34-Hidalgo
Cq-CYP9J34-Laredo
Cg-CYP9J34-Monclova
Cg-CYP9J34-Montemorelos
Cg-CYP9J34-SanNicolas
Cq-CYP9J34-VillaJuarez

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
HGGK-LTYDA LQKMKYLDMV VSETLRRWPP
L...S..... e

Cq-CYP9J34-Susceptible
Cg-CYP9J34-Monterrey
Cg-CYP9J34-Sabinas
Cq-CYP9J34-Guadalupe
Cg-CYP9J34-Hidalgo
Cg-CYP9J34-Laredo
Cg-CYP9J34-Monclova
Cg-CYP9J34-Montemorelos
Cg-CYP9J34-SanNicolas
Cg-CYP9J34-VillaJuarez

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

Cg-CYP9J34-Susceptible
Cq-CYP9J34-Monterrey
Cq-CYP9J34-Sabinas
Cg-CYP9J34-Guadalupe
Cq-CYP9J34-Hidalgo
Cg-CYP9J34-Laredo
Cg-CYP9J34-Monclova
Cg-CYP9J34-Montemorelos
Cg-CYP9J34-SanNicolas
Cg-CYP9J34-vVillaJuarez

510 520 530

Cq-CYP9J34-Susceptible FERTSKTEVP LVLIKSMIDV IPEKGVHLEF RPRK 533
Cq-CYP9J34-Monterrey Ceeeeeeas ... 534
Cgq-CYP9J34-Sabinas .. 534
Cq-CYP9I34-Guadalupe .. 534
Cgq-CYP9J34-Hidalgo .. 534
Cg-CYP9J34-Laredo .. 534
Cq-CYP9J34-Monclova .. 534
Cg-CYP9J34-Montemorelos Ceeeeeeeas ... 534
CQ-CYPIJT34-SANNICOLAS  eevvvurnun woerennann caeeeannnn .... 534
CG-CYPOI34-VillaJUarez .o.e.eunrn wevnenennn B & |
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7.2.6 CYP9J40

En el gen CYP9J40 se observaron varios cambios antes de los primeros cincuenta
aminodcidos. Interesantemente, estos cambios van de aminodcidos pequefios como
alanina, en la posicién 23 por Tirosina; 6 de aminodcidos nucleofilicos como Serina
en la posicion 49, a hidrofébicos como Leucina. En la regién 21 se cambia de Lisina

a Isoleucina. Estas mutaciones, queda por determinar la relevancia de las mismas en

la proteina completa y asi como en su funcidn.

Cq-CYP9J40-Susceptible
Cg-CYP9J40-Monterrey
Cg-CYP9J40-Sabinas
Cq-CYP9J40-Guadalupe
Cg-CYP9J40-Hidalgo
Cg-CYP9J40-Laredo
Cg-CYP9J40-Monclova
Cg-c-Montemorelos
Cg-CYP9J40-SanNicolas
Cg-CYP9J40-VillaJuarez

Cg-CYP9J40-Susceptible
Cg-CYP9J40-Monterrey
Cg-CYP9J40-Sabinas
Cq-CYP9J40-Guadalupe
Cq-CYP9J40-Hidalgo
Cg-CYP9J40-Laredo
Cg-CYP9J40-Monclova
Cg-c-Montemorelos
Cg-CYP9J40-SanNicolas
Cq-CYP9J40-VillaJuarez

Cq-CYP9J40-Susceptible
Cg-CYP9J40-Monterrey
Cg-CYP9J40-Sabinas
Cqg-CYP9J40-Guadalupe
Cq-CYP9J40-Hidalgo
Cgq-CYP9J40-Laredo
Cg-CYP9J40-Monclova
Cg-c-Montemorelos
Cg-CYP9J40-SanNicolas
Cq-CYP9J40-VillaJuarez

Cq-CYP9J40-Susceptible
Cg-CYP9J40-Monterrey
Cg-CYP9J40-Sabinas
Cq-CYP9J40-Guadalupe
Cq-CYP9J40-Hidalgo
Cg-CYP9J40-Laredo
Cg-CYP9J40-Monclova
Cg-c-Montemorelos
Cg-CYP9J40-SanNicolas
Cg-CYP9J40-vVillaJuarez

Cg-CYP9J40-Susceptible
Cq-CYP9J40-Monterrey
Cq-CYP9J40-Sabinas
Cg-CYP9J40-Guadalupe
Cq-CYP9J40-Hidalgo
Cg-CYP9J40-Laredo
Cg-CYP9J40-Monclova
Cg-c-Montemorelos
Cg-CYP9J40-SanNicolas
Cg-CYP9J40-vVillaJuarez

Cg-CYP9J40-Susceptible
Cg-CYP9J40-Monterrey
Cg-CYP9J40-Sabinas
Cg-CYP9J40-Guadalupe
Cg-CYP9J40-Hidalgo
Cg-CYP9J40-Laredo
Cg-CYP9J40-Monclova
Cg-c-Montemorelos
Cg-CYP9J40-SanNicolas
Cq-CYP9J40-VillaJuarez

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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AGFATVEESH VGKVATGKAM TEPEFIAQCL IFFLAGFDTI STGFMFMAYE LALNQDVQQK LYEEAVETNK QLGGKPLTYD ALQNMTYMDM VVSESLRVWP

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
VPAIDRLCVR DYVLDDGEGL KFTIDKGSCV WEFPVHGIHHD PKYYPNPGKF DPERFSEANK GNINPAAYLP FGVGPRNCIG SRFALMEIKA IMYQLMLNFS
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7.2.7 CYP6AA7

Finalmente, en el gen CYP6AAT se observaron varios cambios de aminoacidos en
las posiciones, 12, 14, 21, 22, 31, 33, 86, 95, 169, 347, 354, 357, 363, 364, 372, 426,
495. En todos los genes reportados en ese estudio serd necesario determinar la

importancia de las mutaciones encontradas.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Cg-CYP6AA7-Susceptible MSLLNTLLYL VQPFAALIYL IMWR-LSYWA VRTVPHAPGS FPMGSLQGMG TKYHMSHILE RIYQQFKNES PAVGFYLTMK PTLMVTNLEL VKQVSVKDFN

Cq-CYP6AAT-Hidalgo LL.V.. D.N.. . . RPN - PN
Cq-CYP6AAT-Laredo L.V . .De.. ....L
Cq-CYP6AAT-Guadalupe L.V Deve oenn
Cq-CYP6AAT-Monclova V.. LoD .
Cq-CYP6AAT-Montemorelos V.. S Devn o
Cq-CYP6AAT-Monterrey V.. PPN s DN
Cq-CYP6AAT-Sabinas v . N - PN
Cq-CYP6AAT-SanNicolas .......... ... . e e . . .D...
Cq-CYP6AAT-VillaJUarez .......... .oeeennn.. e e e e e
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Cq-CYP6AAT-Susceptible SFRDRGVYYN EKDDPVSAHL FAIDGEKWRF LRNKLSPTFT SGKIKYMFNT MQEIGDEFVE CFGRYEERQE AVDVKTLCGW FTCDVIGSCA FGLNCNSLKN
Cg-CYP6AAT-Hidalgo .. P . PR .E.o.. . . e ..
Cg-CYP6AAT-Laredo
Cq-CYP6AAT-Guadalupe
Cq-CYP6AAT-Monclova
Cg-CYP6RAT7-Montemorelos
Cq-CYP6AAT-Monterrey
Cg-CYP6AAT-Sabinas
Cg-CYP6AAT-SanNicolas
Cg-CYP6AAT-VillaJuarez

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Cq-CYP6AAT-Susceptible EESELITIAN RLFKPSPIDA MWQFFFMSFR DLSAKLRLLI LPRDIAKYFM TLIPETVTYR EQNNVTRPDF LQLLIQLKNK GTVDGAEQES SGETLTMNQV
Cg-CYP6AAT-Hidalgo . O AU
Cq-CYP6AAT-Laredo
Cq-CYP6AAT-Guadalupe
Cg-CYP6AAT-Monclova
Cgq-CYP6AAT-Montemorelos
Cq-CYP6AAT-Monterrey
Cgq-CYP6AA7-Sabinas
Cg-CYP6AAT-SanNicolas
Cq-CYP6AAT-VillaJuarez

10 320 330 340 350 360 370 380 390

EIQEKVRVEV SSVLARHGGK ITYVALREMT YLKKVVNETL RIYPPVPFVA RNSNHSYHIT HPDVTLDADT
D..
D..
D..
D.
D.
D.

Cg-CYP6AAT-Susceptible
Cq-CYP6AAT-Hidalgo
Cq-CYP6AAT-Laredo
Cq-CYP6AAT-Guadalupe
Cg-CYP6AAT-Monclova
Cg-CYP6AAT7-Montemorelos
Cq-CYP6AAT-Monterrey
Cq-CYP6AAT-Sabinas
Cg-CYP6AAT-SanNicolas
Cq-CYP6AAT-VillaJuarez

xrxEE

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
Cq-CYP6AAT-Susceptible MVLVPVYATIH YDPDIYQNPT RFDPDRLTPE ATQARHTHAF LPFGDGPRNC IGLRFALLEV KFGIAVLLSK FRFSTSAKMI LPLELDISAP MMAANGGVWL
Cq-CYP6AAT-Hidalgo N e e . e P

Cqg-CYP6AAT-Laredo L...K.
Cq-CYP6AAT-Guadalupe LK.
Cq-CYP6RAAT-Monclova K..

Cg-CYP6ART-Montemorelos Keuo..
Cq-CYP6AAT-Monterrey . LK.

Cq-CYP6AAT-Sabinas
Cg-CYP6AAT7-SanNicolas
Cq-CYP6ART-VillaJuarez

Cg-CYP6AAT-Susceptible DVNKINSKE 508

Cq-CYP6AAT-Hidalgo 509
Cg-CYP6AAT7-Laredo 509
Cq-CYP6AAT-Guadalupe 509
Cg-CYP6AAT-Monclova 509
Cq-CYP6AA7-Montemorelos 509
Cg-CYP6AAT-Monterrey 508
Cg-CYP6AAT-Sabinas 508
Cg-CYP6AAT-SanNicolas 508
Cq-CYP6AAT-VillaJuarez 508
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7.3
7.3.1 CYP4C52V1

Porcentajes de similitudes en aminoacidos

En el trascrito CYP4C52V1, las larvas provenientes de Hidalgo y Guadalupe

conservan un 100% de similitudes, estas dos localidades conservan un 99.94% de

homologia con San Nicolds, Monterrey, Monclova y la susceptible, todas las

anteriores conservan un 99.87% con Laredo, Sabinas, Montemorelos y Villa de

Juarez.

Nombre

Nombre

Porcentaje de similitud

Cqg-CYP4C52v1-Guadalupe Cqg-CYP4C52v1-Hidalgo 100
Cg-CYP4C52v1-Guadalupe Cg-CYP4C52v1-SanNicolas
Cg-CYP4C52v1-Guadalupe Cqg-CYP4C52v1-Susceptible
Cqg-CYP4C52v1-Hidalgo Cqg-CYP4C52v1-SanNicolas 99.94
Cg-CYP4C52v1-Hidalgo Cqg-CYP4C52v1-Susceptible
Cqg-CYP4C52v1-SanNicolas Cq-CYP4C52v1-Monclova
Cg-CYP4C52v1-Monterrey Cqg-CYP4C52v1-Susceptible
Cg-CYP4C52v1-Guadalupe Cg-CYP4C52v1-Monclova
Cg-CYP4C52v1-Guadalupe Cqg-CYP4C52v1-Villaluraez
Cqg-CYP4C52v1-Guadalupe Cq-CYP4C52v1-Laredo
Cg-CYP4C52v1-Guadalupe Cqg-CYP4C52v1-Montemorelos
Cqg-CYP4C52v1-Guadalupe Cqg-CYP4C52v1-Sabinas
Cg-CYP4C52v1-Guadalupe Cqg-CYP4C52v1-Monterrey
Cq-CYP4C52v1-Hidalgo Cq-CYP4C52v1-Monclova
Cqg-CYP4C52v1-Hidalgo Cqg-CYP4C52v1-Villaluraez
Cqg-CYP4C52v1-Hidalgo Cqg-CYP4C52v1-Laredo 99.87

Cqg-CYP4C52v1-Hidalgo

Cqg-CYP4C52v1-Montemorelos

Cqg-CYP4C52v1-Hidalgo

Cg-CYP4C52v1-Sabinas

Cg-CYP4C52v1-Hidalgo

Cg-CYP4C52v1-Monterrey

Cg-CYP4C52v1-SanNicolas

Cg-CYPAC52v1-Susceptible

Cg-CYP4C52v1-Monclova

Cq-CYP4C52v1-VillaJuraez

Cqg-CYP4C52v1-VillaJuraez

Cqg-CYP4C52v1-Laredo

Cqg-CYP4C52v1-Laredo

Cqg-CYP4C52v1-Montemorelos

Cg-CYP4C52v1-Montemorelos

Cqg-CYP4C52v1-Sabinas

Cg-CYP4C52v1-Sabinas

Cqg-CYP4C52v1-Monterrey
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7.3.2 CYP6BY3

En el trascrito CYP6BY 3, las larvas provenientes de Hidalgo y Guadalupe conservan
un 100% de similitudes, estas dos localidades conservan un 99.86% de homologia
con San Nicolds, Monterrey, Monclova, Montemorelos, Sabinas, Villa de Juérez,

Laredo y la susceptible.

Porcentaje de similitud

Cq-CYP6BY3-Guadalupe Cqg-CYP6BY3-Hidalgo 100

Cq-CYP6BY3-Guadalupe Cq-CYP6BY3-Laredo
Cq-CYP6BY3-Guadalupe Cqg-CYP6BY3-Monclova
Cq-CYP6BY3-Guadalupe Cq-CYP6BY3-Montemorelos
Cg-CYP6BY3-Guadalupe Cqg-CYP6BY3-Monterrey
Cq-CYP6BY3-Guadalupe Cqg-CYP6BY3-Sabinas
Cg-CYP6BY3-Guadalupe Cqg-CYP6BY3-SanNicolas
Cq-CYP6BY3-Guadalupe Cqg-CYP6BY3-VillaJuarez
Cqg-CYP6BY3-Guadalupe Cqg-CYP6BY3-Susceptible

Cq-CYP6BY3-Hidalgo Cq-CYP6BY3-Laredo
Cqg-CYP6BY3-Hidalgo Cqg-CYP6BY3-Monclova
Cqg-CYP6BY3-Hidalgo Cqg-CYP6BY3-Montemorelos
Cq-CYP6BY3-Hidalgo Cqg-CYP6BY3-Monterrey 99 86
Cqg-CYP6BY3-Hidalgo Cqg-CYP6BY3-Sabinas '
Cq-CYP6BY3-Hidalgo Cqg-CYP6BY3-SanNicolas
Cqg-CYP6BY3-Hidalgo Cqg-CYP6BY3-VillaJuarez
Cq-CYP6BY3-Hidalgo Cq-CYP6BY3-Susceptible
Cqg-CYP6BY3-Laredo Cqg-CYP6BY3-Monclova
Cqg-CYP6BY3-Laredo Cqg-CYP6BY3-Susceptible
Cq-CYP6BY3-Monclova Cqg-CYP6BY3-Montemorelos

Cg-CYP6BY3-Montemorelos |Cq-CYP6BY3-Monterrey
Cq-CYP6BY3-Monterrey Cqg-CYP6BY3-Sabinas
Cq-CYP6BY3-Sabinas Cqg-CYP6BY3-SanNicolas
Cqg-CYP6BY3-SanNicolas Cqg-CYP6BY3-VillaJuarez
Cqg-CYP6BY3-VillaJuarez Cqg-CYP6BY3-Susceptible




7.3.3 CYPIM10

En el trascrito CYPIM10, las larvas provenientes de Hidalgo y Monclova conservan

un 100% de similitudes, estas dos localidades conservan un 99.94% de homologia

con Guadalupe, Monclova, Villa de Judrez y la susceptible.

Nombre Nombre Porcentaje
Cqg-CYP9M10-Laredo Cg-CYP9M10-Monclova 100
Cqg-CYP9M10-Laredo Cqg-CYPO9M10-Guadalupe
Cqg-CYP9M10-Laredo Cqg-CYP9M10-Susceptible
Cg-CYP9M10-Monclova Cqg-CYPOM10-Guadalupe 99.94

Cg-CYP9M10-Monclova

Cg-CYP9OM10-Susceptible

Cqg-CYPOM10-Guadalupe

Cq-CYP9M10-Hidalgo

Cg-CYPOM10-Villaluarez

Cg-CYP9OM10-Susceptible
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7.3.4 CYPI9AL1

En el trascrito CYP9ALI, las larvas provenientes de Sabinas y San Nicolds
conservan un 100% de similitudes, estas dos localidades conservan un 99.88% de
homologia con Guadalupe, Hidalgo, Laredo, Monclova, Montemorelos, Monterrey,

Villa de Judrez y la susceptible.

Nombre Nombre Porcentaje de simiitud
Cq-CYP9AL1-Sabinas Cq-CYP9AL1-SanNicolas 100
Cqg-CYP9AL1-Sabinas Cqg-CYP9AL1-Guadalupe
Cq-CYPY9AL1-Sabinas Cq-CYPY9AL1-Hidalgo
Cq-CYPY9AL1-Sabinas Cq-CYP9AL1-Laredo
Cq-CYP9AL1-Sabinas Cg-CYP9AL1-Monclova
Cqg-CYP9AL1-Sabinas Cqg-CYP9AL1-Montemorelos
Cqg-CYP9AL1-Sabinas Cqg-CYP9AL1-Monterrey
Cq-CYP9AL1-Sabinas Cq-CYP9AL1-VillaJuarez
Cq-CYP9AL1-Sabinas Cq-CYPY9AL1-Susceptible

Cg-CYP9AL1-SanNicolas Cqg-CYP9AL1-Guadalupe
Cq-CYPY9AL1-SanNicolas Cq-CYPY9AL1-Hidalgo
Cg-CYP9AL1-SanNicolas Cqg-CYP9AL1-Laredo
Cg-CYP9AL1-SanNicolas Cq-CYP9AL1-Monclova
Cg-CYP9AL1-SanNicolas Cqg-CYP9AL1-Montemorelos
Cqg-CYP9AL1-SanNicolas Cg-CYP9AL1-Monterrey
Cq-CYPY9AL1-SanNicolas Cq-CYP9AL1-VillaJuarez
Cg-CYP9AL1-SanNicolas Cq-CYP9AL1-Susceptible
Cqg-CYP9AL1-Guadalupe Cqg-CYP9AL1-Hidalgo
Cqg-CYP9AL1-Guadalupe Cqg-CYP9AL1-Susceptible

99.88

Cq-CYP9AL1-Hidalgo Cq-CYPY9AL1-Laredo
Cq-CYP9AL1-Laredo Cq-CYP9AL1-Monclova
Cq-CYP9AL1-Monclova Cq-CYP9AL1-Montemorelos

Cqg-CYP9AL1-Montemorelos [Cg-CYPSAL1-Monterrey
Cqg-CYP9AL1-Monterrey Cq-CYP9AL1-VillaJuarez
Cq-CYP9AL1-VillaJuarez Cq-CYP9AL1-Susceptible




7.3.5 CYP9J34

En el trascrito CYP9J34, las larvas provenientes de Guadalupe, Sabinas y Monterrey
conservan un 100% de similitudes, estas dos localidades conservan un 99.88% de
homologia con Hidalgo, Laredo, Monclova, Montemorelos, San Nicolds, Villa de

Juérez y la susceptible.

Nombre Nombre Porcentaje de similitud
Cqg-CYP9]34-Monterrey Cq-CYP9l134-Sabinas 100
Cg-CYP9134-Monterrey Cqg-CYP9134-Guadalupe 100
Cqg-CYP9]34-Sabinas Cq-CYP9]34-Guadalupe 100
Cqg-CYP9134-Monterrey Cq-CYP9134-Hidalgo
Cqg-CYP9134-Monterrey Cqg-CYP9l134-Laredo
Cg-CYP9]34-Monterrey Cqg-CYP9J]34-Monclova
Cqg-CYP9]34-Monterrey Cqg-CYP9134-Montemorelos
Cg-CYP9134-Monterrey Cg-CYP9134-SanNicolas
Cq-CYP9134-Monterrey Cq-CYP9134-VillaJuarez
Cqg-CYP9134-Monterrey Cqg-CYP9134-Susceptible
Cg-CYP9]34-Sabinas Cqg-CYP9]34-Hidalgo
Cqg-CYP9l]34-Sabinas Cq-CYP9l134-Laredo
Cq-CYP9]34-Sabinas Cq-CYP9]34-Monclova
Cg-CYP9]34-Sabinas Cqg-CYP9]34-Montemorelos
Cqg-CYP9l134-Sabinas Cqg-CYP9]34-SanNicolas
Cqg-CYP9134-Sabinas Cqg-CYP9134-VillaJuarez
Cqg-CYP9l]34-Sabinas Cq-CYP9134-Susceptible 99.88

Cqg-CYP9134-Guadalupe

Cq-CYP9]34-Hidalgo

Cqg-CYP9134-Guadalupe

Cqg-CYP9134-Laredo

Cqg-CYP9]34-Guadalupe

Cqg-CYP9]34-Monclova

Cqg-CYP9134-Guadalupe

Cqg-CYP9134-Montemorelos

Cqg-CYP9134-Guadalupe

Cqg-CYP9134-SanNicolas

Cqg-CYP9]34-Guadalupe

Cq-CYP9]34-VillaJuarez

Cqg-CYP9134-Guadalupe

Cq-CYP9134-Susceptible

Cq-CYP9134-Hidalgo

Cqg-CYP9134-Laredo

Cq-CYP9134-Hidalgo

Cq-CYP9134-Susceptible

Cqg-CYP9134-Laredo

Cqg-CYP9134-Monclova

Cg-CYP9134-Monclova

Cqg-CYP9]34-Montemorelos

Cqg-CYP9134-Montemorelos

Cqg-CYP9]34-SanNicolas

Cqg-CYP9134-VillaJuarez

Cq-CYP9134-Susceptible
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7.3.6 CYP9J40
En el trascrito CYP9J40, las larvas provenientes de Sabinas y Monterrey conservan
un 100% de similitudes, estas dos localidades conservan un 99.94% de homologia

con Guadalupe, Hidalgo, Laredo, Monclova, Montemorelos, San Nicolds, Villa de

Juarez y la susceptible.

Nombre Nombre Porcentaje de similitud
Cqg-CYP9J40-Monterrey Cq-CYP9J40-Sabinas 100
Cg-CYP9140-Monterrey Cg-CYP9140-Susceptible
Cg-CYP9140-Sabinas Cg-CYP9140-Susceptible 99.94
Cqg-CYP9J40-Guadalupe Cqg-CYP9J40-Hidalgo
Cqg-CYP9140-VillaJuarez Cqg-CYP9140-Susceptible

7.3.7 CYP6AA7

En el trascrito CYP6AAT, las larvas provenientes de Sabinas y San Nicolds
conservan un 100% de similitudes, estas dos localidades conservan un 99.88% de
homologia con Guadalupe, Hidalgo, Laredo, Monclova, Montemorelos, Monterrey,

Villa de Juérez y la susceptible.

Porcentaje de similitud

Cqg-CYP6AA7-Hidalgo Cqg-CYP6AA7-Laredo 100
Cq-CYP6AA7-Hidalgo Cq-CYP6AA7-Guadalupe
Cqg-CYP6AA7-Laredo Cqg-CYP6AA7-Guadalupe
Cqg-CYP6AA7-Guadalupe Cqg-CYP6AA7-Monclova
Cqg-CYP6AA7-Monclova Cqg-CYP6AA7-Montemorelos

Cqg-CYP6AA7-Montemorelos |Cq-CYP6AA7-Monterrey 99.8
Cqg-CYP6AA7-Monterrey Cqg-CYP6AA7-Sabinas
Cqg-CYP6AA7-Sabinas Cqg-CYP6AA7-SanNicolas
Cq-CYP6AA7-SanNicolas Cq-CYP6AA7-VillaJuarez
Cqg-CYP6AA7-VillaJuarez Cqg-CYP6AA7-Susceptible
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7.4  Arboles filogenético

7.4.1 CYP4C52V1

La susceptible es la secuencia mds ancestral, se comporta como el grupo fuera.
Mientras que el resto de las especies forman dos clados bien definidos. Los cuales no
se agrupan siguiendo un patron geografico. Este comportamiento puede obedecer a
ruta migratorias errdticas. El primer clado lo forman: Laredo, Villa Judrez, Monclova
y San Nicolds. El segundo: Monterrey, Montemorelos, Sabinas, Guadalupe e
Hidalgo. Estas dos ultimas secuencias son las mds emparentadas entre si, asi lo

demuestran sus ramas cortas de dicho arbol.

CqCYP4C52viSusceptible

CqCYP4C52vi Monterrey

CqCYP4C52viMontemorelos

CqCYP4C52viSabinas

CqCYP4C52vi Guadalupe

CqCYP4C52viHidalgo

CgCYP4C52viSanNicolas

CqCYP4C52viMonclova

CqCYP4C52viVillaJuraez

CqCYP4C52viLaredo
0.001
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74.2 CYP6BY3

La susceptible es la secuencia mds ancestral, se comporta como grupo fuera.
Mientras que el resto de las secuencias se agrupan en pares; San Nicolds — Sabinas,
Monterrey — Montemorelos, Monclova — Laredo y Guadalupe — Hidalgo; quienes al
igual que en el arbol 1, son las secuencias mas emparentadas entre si. La formacion

de estos pares indica la homologia de las secuencias pareadas.

CqCYP6BY3Susceptible

CqCYP6BY3VillaJuarez

CqCYP6BY3Guadalupe

CqCYP6BY3Hidalgo

CqCYP6BY3Laredo

CqCYP6BY3Monclova

CqCYP6BY3Montemorelos

CqCYP6BY3Monterrey

CqCYP6BY3Sabinas

CqCYP6BY3SanNicolas
0.001



743 CYPIM10

La susceptible es la secuencia mds ancestral, se comporta como el grupo fuera.
Mientras que el resto de las especies forman dos clados bien definidos. Los cuales no
se agrupan siguiendo un patron geogrifico. Este comportamiento puede obedecer a
ruta migratorias erraticas. El primer clado lo forman: Monterrey, Montemorelos,
Hidalgo y Guadalupe. El segundo: Juarez, Sabinas, San Nicolds, Laredo y Monclova.
Estas dos ultimas secuencias son las mds emparentadas entre si, asi lo demuestran

sus ramas cortas de dicho arbol.

CqCYP9M10Susceptible

CqCYP9M10VillaJuarez

CqCYP9M10Sabinas

CqCYP9M10SanNicolas

CqCYP9M10Laredo

CqCYP9M10Monclova

CqCYP9M10Guadalupe

CqCYP9M10Hidalgo

CqCYP9M10Montemorelos

CqCYP9M10Monterrey
0.001
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744 CYPIAL1

La susceptible es la secuencia mds ancestral, se comporta como grupo fuera.
Mientras que el resto de las secuencias se agrupan en pares; San Nicolds — Sabinas,
Monterrey — Montemorelos, Monclova — Laredo, Guadalupe — Hidalgo, San Nicolds
— Sabinas quienes son las secuencias mas emparentadas entre si. Villa Judrez queda
sin formar pareja, pero sin ser parte del grupo fuera. La formacién de estos pares

indica la homologia de las secuencias pareadas.

CqCYP9AL1Susceptible

CqCYP9AL1VillaJuarez

CqCYP9AL1Sabinas

CqCYP9AL1SanNicolas

CqCYP9AL1Guadalupe

CqCYP9AL1Hidalgo

CqCYP9AL1Laredo

CqCYP9AL1Monclova

CqCYP9AL1Montemorelos

CqCYP9AL1Monterrey
0.000



7.4.5 CYP9J34

La susceptible es la secuencia mds ancestral, se comporta como el grupo fuera.
Mientras que el resto de las eseecies forman dos clados bien definidos. Los cuales no
se agrupan siguiendo un patron geogrifico. Este comportamiento puede obedecer a
ruta migratorias errdticas. El primer clado lo forman: Guadalupe, Sabinas y
Monterrey; quienes son las secuencias mas emparentadas entre si, asi lo demuestran
sus ramas cortas de dicho arbol. El segundo: San Nicolds, Montemorelos, Monclova,

Laredo, Hidalgo y Villa Judrez.

CqCYP9J34Susceptible

CqCYP9J34Villaduarez

CqCYP9J34Hidalgo

CqCYP9J34Laredo

CqCYP9J34Monclova

CqCYP9J34Montemorelos

CqCYP9J34SanNicolas

CqCYP9J34Monterrey

CqCYP9J34Sabinas

CqCYP9J34Guadalupe
0.001
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7.4.6 CYP9J40

La susceptible es la secuencia mds ancestral, se comporta como el grupo fuera.
Mientras que el resto de las especies forman dos clados bien definidos. Los cuales no
se agrupan siguiendo un patron geogrifico. Este comportamiento puede obedecer a
ruta migratorias errdticas. El primer clado lo forman: Monclova, Laredo, Hidalgo y
Guadalupe. El segundo: Villa Judrez, Montemorelos, San Nicolas, Monterrey y

Sabinas, quienes son las secuencias mas emparentadas entre si, asi lo demuestran sus

ramas cortas de dicho arbol.

CqCYP9J40Susceptible

CqCYP9J40VillaJuarez

CgcMontemorelos

CqCYP9J40SanNicolas
L CqCYP9J40Monterrey
CqCYP9J40Sabinas
CqCYP9J40Guadalupe
CqCYP9J40Hidalgo
N CqCYP9J40Laredo
CgCYP9J40Monclova

0.001
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7.4.7 CYP6AA7
No forma ningin clado. Se observa una forma escalonada que denota ancestria en
orden descendente. Por tanto la secuencia més ancestral es la Susceptible y las mas

reciente es Guadalupe.

CqCYP6AA7Susceptible

CqCYP6AA7VillaJuarez

CqCYP6AA7SanNicolas

CqCYP6AA7Sabinas

CqCYP6AA7Monterrey

CqCYP6AA7Montemorelos

CqCYPBAA7Monclova

CqCYP6AA7Hidalgo

CqCYP6AA7Laredo

CqCYP6AA7Guadalupe
0.002



7.5

Niveles de expresion génica por gen
7.5.1 CYP4C52V1

La mayor expresion del transcrito CYP4C52V1 se observé en las larvas vivas

expuestas a la concentraciéon de 0.71 mg. De todas las localidades, Guadalupe y

Monclova fue donde se observaron los niveles mas altos.
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7.5.2 CYP6BY3
La expresion del transcrito CYP6BY 3 es basal en Cx. quinquefasciatus sin la

exposicion a insecticidas y los niveles de los mismos aumentan al ser expuestos.
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7.5.3 CYPIM10

La expresion del citocromo CYPIMIO0 se incrementd considerablemente en larvas
provenientes de Guadalupe y Monclova, en el resto de las localidades la expresion se

mantuvo constante.
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7.54 CYP9AL1
El transcrito codificado por el gen CYP9AL1 se expreso mayormente en larvas de las
localidades de Guadalupe, Monclova y San Nicolés, consecutivamente. La expresion

solo fue detectada en larvas expuestas a 0.71 mg de permetrina.

Loy
wtio'oﬁlzh!ﬂfadnppgns

| TL0r0/sennfoBEpiy
TL00fseAn fopaie]

§
Ly -
T/0°0,/52AAf SRjODIN UES
}Igo'oﬁengnfﬁauaquow

137.8731542

10 0fsenafeao)auoln

| TL0r0/semfsEUIQES

i T/0°0/5eAAfSO|a0W AU

i TiO'DfseMAfZBRINI 1A

| T£0°0/seuanyeAn puopy
TL0°0 5B M 3N /se|00IN UBS
T/00fseManpfadnepens

| Teoo/seuan N opaen

| Ts00/sELAN Y SRUIgRS

T40'0/5E3 20150 210W U0l

TL0°0,/seHanwfAsiajuolw

R | TL00/senEn|fodepiH

2 _ILU'U;‘seuanw,fzaJean||m

2 [ T50°0/sen A 0BIRPIH

TS0'DfseM A SEUIqES

3 _‘[so'u/‘semf\fﬁaua;uow

ﬁ -ISU'oiSEA!Aﬁmamwaquow

T50°0,/SEAN/BADDUDLY

T50°0,5EALA/SE|ODIN UES

TE0°0,5EAIA OpaIE]

1500 /senAfadnepeng

TEO'0,SEAIASZARINT B||14

T50°0,fsEH an|/BADDUOLW

4 [ 1500 /5230304 SB|0DIN UBS

| T50'0/5E313N|A) S0]210W 3 o]

! | 150°0/senanp/adnepeng

| T50°0/5E1aN W fSEUIqES

1254545665

CYPSAL1

19.079784497

69.52482443

§ T50°0/sepenwopa e
é_ TG0'0,/seHaniy/ Aa1ajualy

| 5000/ sEREn |y oBepiH

8.362502882

wH

& _Igo'n/seyanw[zaemrenm
g I dejuigfadnepenn

3 I dejuigfodeply

al dxquig/ sejooipy Ues

o | dx3uigfopaleq

al dxquig/haaiaualy

al dxquig/eao|aual

al dx3qu s/ seuiges

- I dsjuigfsojalowajuoly

- I dxquisfzaeinre|a,

=]

160
140
120
100
80
60
40
20

55



7.5.5 CYP9J34
La expresion de CYP9J34 fue mayor en larvas muertas que en vivas, estas de las

localidades de Monclova.
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7.5.6 CYP9J40
Las larvas provenientes de Guadalupe y Monclova fueron las que expresaron mas el

transcrito que codifica para el CYP9J40.

T/00/semAfadnepeng
T000,5eMA 08 EDIH
TL0'0/SEAIAfOpaIE]
T/0°0,/52AAf SRjODIN UES
T/00/semp fAallajualsy
T/0°0,/seAn /R0 DU
| TLon/sennseuiges
| Te0'0/sennfs0la 0w AU
i TiO'DfseMAfZBRINI 1A
| T¢0°0/seuanyean puopy
; TL0°0 5B M 3N /se|00IN UBS
e T/00f5eMan ) adnepens
) TL0°0/5e AN A fopale]
I TA0'0 588N A sEUI0RS
T40'0/5E1BNAS0[a10W A UG
T/0'0,/seHaniy/ Aaiajualy
Ti0'0fsepan |y fodepy
Ti000/52 ANy fzaienr )i
150°0/senpfoBEpIH
T50'0fseM A sEUIqES
T50°0/5eAA A0 12 U0
TGO 0/SEAASSD| BI0W U0
T50°0 fsenAfenoDuoly
TS0°0,/52AA SR|0DIN UBS
TE0°0,5EAIA OpaIE]
1500 /senAfadnepeng
TEO'0,SEAIASZARINT B||14
T50°0,fsEH an|/BADDUOLW
TS0°0,/sEHan/ sB|0DIN UBS
TG0 051 8N S0[al0W AUy
0 0fseaniyfadnepens
T50'0,/5818N0 |A)/sEUI0RS
T50°0/seHanwifopalen
TS0°0/se M ani/ Az aajuoln
Ts0n/seyeniyfodepiy
TS0 0/seHan|a/2aeinr e|ia
dxjuigfadnepens
dx3juisfodepiy
dxjuls/ sejoaiy ues
dxjuisfopale]
dxquis/Aariauow

59.72739962

Lol M GO

23.80193745

6.54895254829

CYPSJ40

4403326048

13.16617437
6.942202589

1 111

dxquig/eao|aual
dxjuigf seulqes
dsquig/sa|aloWajualy

1111

dyguisfzaeinre|ia

70
60
50
40
30
20
10

V]



7.5.7 CYP6AA7
La expresion de CYP6AA7 fue mayor en larvas de Guadalupe y Monclova.
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° 2z

Niveles de expres

7.6

7.6.1 Monclova

En larvas de Monclova el citocromo mayormente expresado fue el CYP6AAT.
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7.6.2 Guadalupe

En larvas de Guadalupe todos los citocromos se expresaron, siempre mayormente en
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BPS5LESS L

En las larvas de San Nicolés el citocromo que més se expreso fue el CYP9J34,

seguido del CYP6BY3 y el CYP9ALL.

7.6.3 San Nicolas
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En los bioespecimenes provenientes de Hidalgo todos los citocromos se expresaron,
siempre presentando de manera homogénea mayor expresion en larvas expuestas a

7.6.4 Hidalgo
permetrina.
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7.6.5 Laredo

En las larvas de Laredo el citocromo que se expreso mds fue CYP52V1 seguido del

CYP6BY3 y del CYP9J34. El resto de los transcritos se expresaron de manera muy

similar.
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7.6.6 Montemorelos

El transcrito CYP6AAT fue el mds expresado en larvas de Montemorelos.
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7.6.7 Monterrey

Todos los citocromos determinados se expresan de manera homogénea en larvas que

provinieron de Monterrey a excepcién del CYP52V1.
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7.6.8 Sabinas

Los transcritos CYP6BY3 y CYP52V1 fueron los més expresados en muestras de

Sabinas.
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7.6.9 Villa Juarez

En las larvas de Villa de Judrez el CYP6AAT7 se expreso mds que el resto, los demads

tuvieron expresion basal y muy similar.
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8 CONCLUSIONES

En esta tesis se dilucidé la secuencia nucleotidica y el perfil de expresiéon de
transcritos que codifican para citocromos en larvas de Cx. quinquefasciatus
provenientes de localidades del noreste de México expuestas y sin exponer a
permetrina. Su comparacion reveld genes diferencialmente expresados entre larvas
expuestas y sin exponer asi como también entre localidades. El nivel de informacién
que cada uno de los transcritos arroja sobre la fisiologia de las larvas por localidad es
distinto.

El insecto Cx. quinquefasciatus resultdé ser un buen modelo experimental para
ahondar en la génesis de la resistencia a insecticidas, al poder criarles en las mismas
condiciones ambientales y recibiendo la misma dieta, lo que permite minimizar la
mayor parte de la variacion debida al medio ambiente y asi enfocarse en la carga

genética.
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9 PERSPECTIVAS

El control bioldgico de insectos vectores mediante la utilizacion de insecticidas
quimicos promulga la resistencia a los mismos por distintos mecanismos fisioldgicos,
uno de ellos es el sistema citocromo P450 que reconoce estructuras quimicas
presentes en las moléculas insecticidas. Factores medioambientales como la
contaminaciéon contienen estructuras quimicas similares a las presentes en los
insecticidas, realizar un estudio de correlacién entre componentes ambientales, el uso
de insecticidas y el desarrollo de resistencia promoveria nuevas estrategias de control

basadas en otro tipo de moléculas y asi evitar el impacto cruzado.
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A.  Anexos
A.1  Articulos publicador relacionados con la tesis
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First report of L1014F kdr mutation in Culex
quinquefasciatus in Mexico

Gustavo Ponce’, Iram P. Sanchez!, Selens M. Garcia’, Jose M. Torrado!, Sall Lozano-Fuentes?,
Beatriz Lopez-Monroy! and Adriana E. Floras!
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Abstract The LI0I4F mutation in the voltape-sodium channel gene has been asso-
ciated with resistance to DIT and pyrethroids in various arthropod species including
mosquitpes. We determined the frequency of the L1014F kdr mutation in 16 field pop-
ulations of Crler guirgquefasciams from Northeastern Mexico collected between 2008
and 2013, The LIM14F was present in all populations analyzed with the lowest frequency
(3.33%) corresponding to the population from Monclova collected in 2012, and the high-
est frequency (63.63%) from the Monterrey population collected im 2012, The presence
of a kdr mstation in populations of Cx. guinguefesciae from northeastern Mexico pro-
vides evidence of pyrethroid resistance. This requires a special attention, considering that
pyrethroid-based insecticides are commonly used in vector-control campaigns, especially
apgainst Aedes aegypi (L)

Hey words Culex quinguefrscianes; insecticide resistance; kdr; L1014F mutation

Introduction

Culex guinguefosciatus Say is a global species, with
abundant populations that canse serious nuisance as well
as health problems in humans and domestic animals
(Shahjahan e of . 2010} Cx guinguefasciams s a
vector for West Nile virus (WHNV), 5t Louis encephalitis
vimus (SLEV), and other arboviruses. It is also the
most important vector of Fhchererta Banceofil, the
causative agent of lymphatic filarasis (Sardelis ef al,
2001; Arensburger «f al., 2010; Sarkar ef al., 2011)
and Plasmodien relictm, an avian malaria parasite.
Despite its public-health importance, the knowledge of
Cx. quingnefisciahus responsiveness to this broad range
of pathogens is limited (Bartholomay ef al.. 2010
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Mexico has suitable climatic conditions and vertebrate
species susceptible to WNV, but there is no surveillance
program for the potential vectors of WNV including Cx.
Ui RguETTSC s,

Muest vector control programs around the world face
operational challenpes cansed by selection of insecticide
resistance. The use of insecticides in Mexico is repulated
by the Health Department trough repulations which are
revised and adapted over time. The NOM-032-S5A2
2004 (DOFE, 2015) established the characteristics for
imsecticides used in disease-wvector control programs.
However, thess standards do not specify particular agents
o ba used stating instead that specific insecticides should
be chosen based on proven effectiveness, resistance, and
safety characteristics related to exposure. Pyrethroids
currently registered in Mexico are deltamethrin, alpha-
cypermethrin, d-phenothrin. bifenthrin, lambdacyalothrin
and cyfluthrin. The permethrin, although not approved
currently for vector control has been one of the most
used pyrethroids in Mexico officially since 199% up to
2010 (Flores ef af., 2013), but in some places ils use
was continued until 20014 (personal commumication)
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Maolecular Cloning, Sequence Analysis, and Gene Expression of the Circadian
Clock Gene Period in Culex guinguefasciatus Say (Diptera: Culicidae)
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Abstract. In prokaryotes and eukaryotes, the Perod (PER) gene is important for
the circadian clock that regulates some rhythmic biochemical, physiological, and
behawvioral processes. PER messenger amplification was done by RT-PCR from
southem house mosquito, Culex quinguefasciafus Say, larvae collected at three
locations in the State of Husvo Leon, norheastern Mexico. The amplified products
were cloned, sequenced, and comparedfanalyzed with those of other species of
mosquitoes. A 3,093-bp amplified product was synthesized by PCR, which is the
complete coding DA sequence (3,027 bp) of PER encoding an open reading
frame of 996 amino acid residues and much smaller than the orthologous in other
mosquitoes analyzed. Mo other simulfanecus amplification was visualized; thus,
possible altemative splicings were discarded or at least not detected by the method.
Because PER iz a widely conserved gene in prokaryotes and sukaryotes and
maintaining colonies of southem house mosquitoes is relativity easy, determining
the sequence of the gene in the mosquito provides the possibility of using the gene
as a model and generating data on the role in the circadian clock.
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Abstract. In eukaryotes, the fimeless (TIM) gene plays a fundamental rcle in the:
control of the circadian clock by regulating several biochemical, physiological, and
behavioral processes. RTPCR was used to amplify TiW mBMA from lanval
southemn house mosquito, Cuwlex guinguefascatus Say, from three locations in the:
State of Nueve Leon in northeastern Mexico. The 30862 bp TIM cDNA was
assembled from three overlapping PCRs that were clomed and seqguenced. DNA
sequence analysis used amplified cOMA fragments to complete coding the DA
gsequence (2991 bp). Tim ORF consisting of 936 codons was shorier than the
orthologous gemes from other mosquito species. A series of delefions in the core
sequence of TIM were detected. Mo other amplification products were visualized,
and thus, the possibility of altemative spliced mRMA species was discarded.
Because TIM is a widely conserved gene in eukaryotes, and maintaining colonies of
Cx. quinguefasciatus is easy, determining the sequence of the TIM gene in the
mosquite provides the possibility of its use as a model for circadian clock
experimentation.
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A.3 Presentaciones en congresos relacionados con la tesis
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A.4 Estancias académicas realizadas relacionadas con la tesis

Co

Universaty

Krrowdedge fo ooy Places

Callege of Veterinary Medicine and Biomedical Sciences
Department of Microbiclogy, Immunology and Pathology
L1620 Campus Delivery

Fort Collins, Colorado 80523-1690

(970) 451-8530

FAX: (970) 491-1E15

wwnw.cvmbes colostate. edu/mip/

July 25, 2014
To Whom It May Concern:

This letter is to confirm that Mr. Iram Rodriguez Sanchez received four weeks of training
at Colorado State University, from May 31" to June 28", 2014, This training was funded
by the Fogarty International Training Grant “Training in Dengue Prevention and
Control® . Mr. Sanchez designed gene silencing systems to interfere with dedes aegypt
mosquito development and insecticide resistance.  Specifically, he studied three
systems, including the sodium channel gene, esterase CCE3a and a juvenile hormone
precursor. Mr. Sanchezr performed techniques such as reverse transcription, double-
stranded RNA production, larval bicassays and intrathoracic injections.

It was very pleasant to work with Iram and we hope this training will be helpful for
future Insectiade resistance research in Ade aegypii We expect to keep our
collaboration with him in México,

Best of luck,

(M - BALTT

‘William C. Black IV

Professor - Medical Entomology
Colorado State University

Fort Cellins, CO 80523

Phone: (970) 491-1081

e-mail: wcbd@lamar.colostate.edu




RESUMEN BIBLIOGRAFICO

Iram Pablo Rodriguez Sanchez
Candidato para el grado de

Maestro en Ciencias con Acentuacion en Entomologia Médica

Tesis: Niveles de expresion de citocromos P450 (CYP6AA7, CYP4C52vl, CYP6BY3,
CYP9J34, CYPOM10, CYP9J40 y CYP9AL1) determinados por RT-qPCR en
larvas de Culex quinquefasciatus expuestas a diversos insecticidas

Campo de estudio: Ciencias de la Vida.

Datos personales: Nacido en Monterrey; Nuevo Ledn el 30 de enero de 1980, hijo de
Armando Rodriguez Mercado y Silvia Ruth Sdnchez Sanmiguel.

Educacion: Egresado de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén, grado obtenido
Quimico Bacteriélogo Parasitélogo e 2012.

Experiencia Profesional: Profesor Investigador del Departamento de Genética de la
Facultad De Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn desde 2013.
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