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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue el analisis de la estructura genética de
Anopheles pseudopunctipennis para comparar los perfiles moleculares y determinar
su distribucion en la zona de convergencia genotipica, localizada al norte de
América Central y el sur de México. Durante las temporadas secas de 1997 y 1998,
se realizaron colectas de mosquitos en diferentes sitios geograficos de Belice,
Guatemala y el estado de Chiapas, utilizando métodos entomolégicos
convencionales de pesquisa larvaria, capturas sobre cebo humano y trampa
Magoon y de mosquitos reposando en corrales. El niimero total de mosquitos
colectados fue de 776, los cuales representaron a 15 poblaciones geograficas de 5
estados de 3 paises. De estos mosquitos, se aislaron 139 muestras individuales de
DNA genomico. La mezcla de reaccién y las condiciones de amplhificacion de DNA
por PCR se estandarizaron con DNA de An. pseudopunctipennis de una colonia
previamente establecida en el insectario del CIP/INSP. Se tamizaron 60
iniciadores comerciales con 29 muestras de DNA de mosquitos de campo. Para
llevar a cabo las reacciones de PCR, fueron seleccionados 5 iniciadores con
secuencias arbitrarias que proporcionaron 64 marcadores moleculares de
diagnéstico.  El andlisis molecular definitivo incluyé 139 muestras de DNA,
organizadas en 5 grupos poblacionales: I) Belice (27 mosquitos de 2 sitios); II)
Guatemala (68 mosquitos de 6 sitios); III) Chiapas Sur (31 mosquitos de 4 sitios);
IV) Chiapas Selva (2 mosquitos de 1 sitio) y; V) Chiapas Norte (11 mosquitos de 2
sitios). Los productos de la amplificacién por PCR fueron visualizados por medio
de electroforesis en geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio. Los patrones
electroforéticos obtenidos se codificaron con valores de 0 y 1 de acuerdo a la
ausencia/presencia de las bandas en los geles. Para el andlisis estadistico de los
datos se aplicaron los programas computacionales: RAPDDIST para estimar la

distancia genética (D) de Nei entre las poblaciones; NEIGHBOR para la



construccion de un dendrograma de las relaciones de parentesco; y RAPDEST para
calcular los valores de la variabilidad genética (Fsr) y la tasa de migracién efectiva
(Nw) entre los grupos poblacionales en estudio. Desde el punto de vista
macrogeografico, l1os valores de D estuvieron dentro del intervalo de 0.0161-0.2221
entre las distintas poblaciones geograficas. Por otra parte, los promedios de Fsry
N fueron de 0.059 y 4.0, respectivamente. De acuerdo con estos resultados, se
determiné que los grupos poblacionales de An. pseudopunctipennis presentaron
genotipos homogéneos, indicando que el flujo de genes ocurre con intensidad
moderada entre los mosquitos de Guatemala, Chiapas Sur y Selva, a diferencia de
las poblaciones de Chiapas Norte y Belice que presentaron mayor diferenciacion
genética. FEsta fue significativa sélo en algunos loci, que indican la conformacion
de 2 grupos aparentemente segregados. Por lo anterior, se concluyé que la
metapoblacion de An. pseudopunctipennis estudiada pertenece a la misma especie,
por presentar poca variabilidad interpoblacional, sin embargo, cs posible que se
esté iniciando un proceso de diferenciacion genética en el grupo de mosquitos de

Belice.




INTRODUCCION

La clase Insecta constituye el grupo de animales mds exitoso y de mayor
diversidad en todos los ecosistemas, con excepcion del mar. Entre las
caracteristicas importantes a las que deben su éxito en la colonizacion de nuevos
hdbitats destacan: el ciclo de vida corto, la capacidad de evolucionar rapidamente
para explotar nuevos nichos y la facultad de separar las fases de crecimiento y
dispersion. De tal manera que son expertos en el aprovechamiento de los recursos
agricolas, asi como de fuentes de proteina disponibles que incluyen a la sangre
humana y la de los animales {(Crampton et al., 1997). Se estima que el nimero de
especies existentes de insectos es de entre 1 y 10 millones. Aunque una proporcion
baja de ellas se alimenta de sangre de vertebrados, alrededor de 300-400 especies
de insectos hematdfagos son de importancia para la humanidad (Lehane, 1996).
Sin embargo, estos grupos taxonémicos de interés biomédico representan una seria
amenaza para la salud debido a que tienen la capacidad de inocular agentes
infecciosos como protozoarios, helmintos, bacterias y virus (Harwood y James,
1993). Al conjuntarse, estos tres elementos, huésped, patégeno y vector, se

establecen los ciclos de transmision para una amplia variedad de enfermedades.

El hébito de la hematofagia ha evolucionado en diferentes lineas de
especializacién ecolégica independientes. = No obstante, los insectos asi
considerados se han unificado fisiolégicamente por la necesidad de adquirir
proteinas a partir de la sangre de otro animal, formando un agrupamiento diverso
en términos taxondémicos (Crosskey, 1988). Por ejemplo, algunas especies de
mosquitos son muy similares en base a su apariencia externa, por esta razén, son
clasificados en grupos o complejos, dentro de los cuales todos los componentes
estan relacionados estrechamente y, en algunos casos, pueden llegar a ser

indistinguibles morfolégicamente (Barr, 1988).



En algunos grupos existen subpoblaciones que presentan diferencias en su
biologia, comportamiento e importancia médico-veterinaria, constituyendo
especies cripticas o isomérficas (Wilkerson et al., 1993a; Black y Munstermann,
1996). Los miembros de estos grupos de especies cripticas no pueden ser
diferenciados facilmente por medio de sus caracteres morfologicos. A pesar de la
existencia de un catdlogo de los mosquitos del mundo (Knight y Stone, 1977), de
literatura disponible en donde se describen detalladamente los distintos estadios
de desarrollo de los holotipos y de las claves taxondmicas ilustradas para la
identificacion de las diferentes especies de mosquitos anofelinos del continente
americano, algunas veces las referencias bibliograficas sélo corresponden a
especies de dreas geograficas limitadas, mientras que otras, no estan actualizadas o
no son adecuadas (Wilkerson et al., 1993b). La demostracion de los complejos de
especies hermanas presentes en los grupos de insectos vectores de enfermedades,
con especial énfasis en el suborden Neniatocera del orden Diptera, reviste
importancia para entender su participacion en la epidemiologia y transmisién de
estas enfermedades. Para estas situaciones especiales, se requiere de nuevas

herramientas de diagndstico para llegar a una resolucién taxonémica.

Los estudios conducidos para la investigacidn de la genética de poblaciones
requieren del andlisis de numerosos individuos, con multiples marcadores de tipo
molecular para determinar la variabilidad genética en las poblaciones naturales y

los factores que afectan esta variacién (Tabachnick y Black, 1996).

Actualmente, nuevos métodos y técnicas moleculares van a la vanguardia
en la identificacion y determinacion de los componentes taxonémicos dentro de un
complejo de especies (Mitton, 1994). Entre los procedimientos mas usados para los

estudios de taxonomia molecular y sistemdtica se encuentran los andlisis de



amplificacion aleatoria de DNA polimérfico por reaccion en cadena de la
polimerasa (RAPD-PCR), conformacién polimérfica de cadena sencilla (SSCP),
DNA ribosomal (rDNA), DNA mitocondrial (mDNA) y microsatélites de DNA,
entre otros (Roderick, 1996; Crampton et al., 1997; Munstermann y Conn, 1997).

La técnica de DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD) esta
basada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), lo cual permite amplificar
fragmentos andnimos de DNA en ntimero ilimitado en cada uno de los individuos.
La particularidad de esta amplificacién es el uso de decanucleétidos con secuencias
arbitrarias como iniciadores, para detectar diferencias entre poblaciones de los
sitios del genoma donde se encuentran los fragmentos complementarios a los
iniciadores. De tal manera que algunos de los productos de PCR pueden servir
como marcadores moleculares. Esta técnica ha demostrado su utilidad en la
deteccion e identificacion de algunos complejos de especies cripticas o isomorficas

de mosquitos (Black y DuTeau, 1997).

El analisis de la conformacién polimérfica de cadena sencilla (SSCP) consiste
en la deteccién de variantes en la estructura secundaria de cada cadena de DNA,
que corresponden a cambios en la conformacién de secuencias especificas
amplificadas por PCR y marcas radioactivas o quimioluminiscentes observables
por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida. Los fragmentos resultantes
se someten a calentamiento para disociar la doble cadena e inmediatamente se
colocan en hielo. El enfriamiento rdpido provoca que la mayoria de las cadenas
sencillas no se reasocien con su complemento, plegandose sobre si mismas

(Gonzalez, 1998).

El andlisis de DNA mitocondrial (mDNA) se ha usado ampliamente en

estudios poblacionales para la discriminacién de los elementos constituyentes de



un numero importante de complejos de especies de anofelinos, debido a que es
heredado maternalmente como unidad de linaje, evoluciona rapidamente y pierde
recombinacion (Neigel, 1997). Ademas, cuenta con varias regiones conservadas,
por lo tanto, los mismos iniciadores pueden ser usados con diferentes grupos
taxonémicos. La variacién de mDNA puede analizarse por comparacién de
secuencias o polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP).
El DNA de las mitocondrias animales puede ser purificado facilmente por
ultracentrifugacion, de esta manera, las secuencias pueden ser detectadas como
patrones de fragmentos con longitud polimérfica (Roderick, 1996; Munstermann y

Conn, 1997).

Los genes del DNA ribosomal (rDNA) codifican el rRNA, los cuales
comprenden 3 de los principales componentes estructurales de los ribosomas.
Debido a que el TDNA estd provisto de porciones altamente conservadas, sus
secuencias pueden ser usadas como iniciadores para la amplificacion de otras
regiones de la molécula (espaciadores intergénicos o IGS y espaciadores internos
de transcripcion o ITS). En general, los ITS son mds cortos que los IGS, por esta
razén, pueden ser clonados y secuenciados facilmente por medio de estrategias
basadas en PCR. El nivel de diferenciacion en la variabilidad de las secuencias
dentro y entre los grupos taxonémicos asociados con diferentes regiones del rDNA
ofrece la oportunidad de utilizar secuencias de diseno especifico para investigar

problemas de interés filogenético (Paskewitz y Collins, 1997).

La variacion de los microsatélites de DNA entre los individuos se detecta
mediante la amplificacién por PCR de regiones especificas con iniciadores
construidos con secuencias cortas y repetidas de 1-6 bases de longitud (Queller et
al., 1993). El disefno de iniciadores especificos requiere de la clonacién de multiples

fragmentos de DNA total de la especie de interés (biblioteca gendmica), la



hibridizacién de los fragmentos con secuencias sintetizadas, la selecciéon y
secuenciacion de las clonas positivos (Roderick, 1996). A pesar de que existen
pruebas comerciales de microsatélites, es preferible disefar los iniciadores para el
grupo de organismos que se desea analizar, ya que, en ocasiones, cuando se usan

los de otras especies los resultados no son confiables (Dowling ef al., 1996).

Dentro de este contexio, el objetivo principal del presente estudio fue la
caracterizacion genética de las poblaciones silvestres de  Anopheles
pseudopunctipennis Theobald mediante la utilizacion de la técnica molecular de
RAPD-PCR y determinar la distribucion de los genofipos en la zona de
convergencia poblacional localizada al sur de México y porcion norte de América
Central, con la finalidad de obtener nuevas evidencias sobre la existencia de un

complejo de especies.



ANTECEDENTES

Al principio de los afios 60's, Simpson (1961) definié a la sistematica como el
estudio cientifico de las especies, la diversidad de los organismos y las relaciones
entre ellos. Hoy en dia, el término biosistematica remarca la necesidad de tomar
en consideracion, ademas del criterio morfologico, los aspectos ecologicos,
etologicos, fisioldgicos y genéticos para identificar y definir a las especies (Service,
1988). Desde el punto de vista biologico, el concepto de especie se entiende como
el conjunto de poblaciones de organismos capaces de realizar entrecruzamientos
bajo condiciones naturales y permanecer reproductivamente aislados de otras
poblaciones (Mayr, 1942; Audesirk y Audesirk, 1993). Por otra parte, el enfoque
alternativo de agrupamiento genotipico propone agregar al concepto bioldgico los
descubrimientos de genética mendeliana, bioquiimica y molecular con el propdsito
de formular una concepcién mas completa de especie (Mallet, 1995). Actualmente,
esta definicion es ufil para designar a un grupo de individuos distinguible
morfolégicamente con la posibilidad de considerar algunas formas intermedias
(politipicas) al interactuar con otros grupos de organismos, con patrones discretos
de diferenciacion genética mantenidos por la continuidad reproductiva y el flujo
de genes entre las poblaciones (Mallet, 1995). Este nuevo concepto, se ha
comenzado a usar en los estudios recientes de taxonomia, biodiversidad y

evolucion.

La mayoria de las especies de artropodos de importancia médica y
veterinaria presentan patrones de distribucion espacial en grupos o
conglomerados. Esta caracteristica confiere a las poblaciones de vectores una
mayor capacidad de intercambio genético entre los individuos. Por esta razén, las
especies biologicas son consideradas como entidades evolutivas (Simpson, 1961),

en donde los cambios de las frecuencias genotipicas se deben principalmente a



cinco factores que influyen significativamente sobre la estructura genética de las
poblaciones silvestres: apareamiento aleatorio, tamano de la poblacién, migracién,
mutacién y seleccién natural (Tabachnick y Black, 1996). Como una consecuencia
de estos procesos naturales, algunos grupos de mosquitos transmisores de
paludismo se han conformado como complejos de especies hermanas o cripticas.
Por ejemplo, el complejo Anopheles gambige s. I. esta integrado por 6 especies
isomorficas entre las que destaca An. gambige 3. s. como el miembro mas
antropofilico de este grupo con amplia distribucién en Africa tropical, en donde
constituyen el mas eficiente sistema vectorial del mundo; el complejo Anopheles
dirus s. L. incluye al menos 7 especies presentes en las dreas selviticas de Asia
suroriental, que en conjunto son consideradas como un grupo de importancia
epidemioldgica comparable con las especies africanas. Asimismo, el complejo
sudamericano Anopheles albitarsis-marajoara s. I. es considerado como una serie
neotropical emergente compuesta por 4 especies de vectores potenciales de
paludismo en el noreste de la regién amazénica (Gale y Crampton, 1987; Panyim et

al., 1988; Wilkerson ¢f al., 1995; Mustermann, 1995).

Por lo anterior, los complejos de especies cripticas estan constituidos por
grupos de individuos que son indistinguibles morfoldgicamente Jo que dificulta su
identificacion por medio de la observacion directa de los especimenes (Crosskey,
1988, Wilkerson et al., 1993a), no obstante, las especies constituyentes pueden
presentar diferentes tipos de caracteres polimorficos particulares o genotipos, que
se basan en los perfiles moleculares que describen los marcadores genéticos

proporcionados por alguna técnica molecular para el andlisis del DNA.

Anopheles pseudopunctipennis fue descrito por Theobald en 1901 a partir de
ejemplares procedentes de la isla de Granada (Pequenas Antillas). De acuerdo con

el Sistema Integrado de Clasificacién Taxonémica (SIIT*mx), los mosquitos de esta



especie pertenecen al reino Animalia, phylum Arthropoda, subphylum Hexapoda,
clase Insecta, subclase Pterygota, superorden Neoptera, orden Diptera, suborden
Nematocera, infraorden Culicimorpha, familia Culicidae, subfamilia Anophelinae,
género Anopheles y subgénero Anopheles. El taxon esta integrado por la variante
bifoliata de Colombia y las subespecies levicastilloi y rivadeneirai de Ecuador, neghmei
y noei de Chile y patersoni de Argentina, todas ellas descritas en el catalogo de los
mosquitos del mundo (Knight y Stone, 1977, WRBU, 2001). La clasificacién
anterior se bas¢ principalmente en caracteres morfoldgicos particulares de los
huevos, larvas, adultos y diferencias estructurales del aparato genital masculino,
asi como, en aspectos ecolégicos significativos entre los grupos poblacionales de
las diferentes dreas biogevgraficas en donde se encuentran distribuidos (Levi-
Castillo, 1944; Levi-Castillo, 1945). Recientemente, se han incluide nuevas
caracteristicas relacionadas con la forma, distribucion y niimero de cerdas en las
larvas de IV estadio y pupas (quetotaxia), ademas de los patrones de escamas sobre
las alas, la coloracion de las extremidades posteriores de las hembras en las claves

taxondmicas (Wilkerson et al., 1993b; Ibanez-Bernal y Martinez-Campos, 1994).

Anopheles psedopunctipennis es una de las cinco especies mds importantes de
mosquitos transmisores de paludismo en la regién tropical del continente
Americano, ocupando un amplio rango de distribucién geografica y encontrdndose
principalmente en las &dreas montafiosas de México, Guatemala, Colombia,
Venezuela, Ecuador, Peru, Chile, Bolivia y Argentina, donde se ha incriminado
como vector primario. Ademds de su presencia en Estados Unidos, Belice,
Honduras, Nicaragua, El Salvador, Costa Rica, Panamad, Trinidad y Tobago y las
Pequerias Antillas (Fleming, 1986). En nuestro pais, An. pseudopunctipennis ha sido
incriminado como el principal vector de Plasmodium vivax en la porcién de pie de
monte y se encuentra presente en varias entidades federativas, principalmente en

algunos estados de la costa del Océano Pacifico, Chiapas, Oaxaca, Guerrero y



Sinaloa (Rodriguez y Loyola, 1989; Loyola et al.,, 1990; Fernandez-Salas et al., 1994)
donde se han concentrado la mayoria de casos de paludismo en los ultimos arios,
llegando a constituir focos endémicos de transmision (Rodriguez et al., 1998; SSA,
2001).

La idea de que An. pseudopunctipennis sensu lato estd conformado por un
complejo de especies cripticas surgio como resultado de la asociacion de dos
aspectos relevantes y caracteristicos, en primer lugar, la distribucién geografica
extensa y, por otra parte, el alto nivel de variabilidad fenotipica de los individuos
de este grupo taxonémico (Bruce-Chwatt, 1985). El primer estudio sobre la
caracterizacion genética de las poblaciones de An. pseudopunctipennis s. 1. se realizé
mediante el andlisis electroforético de aloenzimas y DNA ribosomal (Estrada-
Franco et al., 1993a), los resultados obtenidos con respecto a la distancia genética
derivada del analisis electroforéticos y al polimorfismo del DNA ribosomal
observado entre las poblaciones mexicanas y sudamericanas demostraron dos
agrupamientos distintivos, uno en el centro de México (grupo A) y el otro en los
valles y pendientes de la region andina de Perti y Bolivia (grupo B).
Complementariamente, Estrada-Franco y ceolaboradores (1993b) llevaron a cabo
experimentos de entrecruzamiento de colonias iniciadas a partir de poblaciones
nativas de esta especie en México, Bolivia y TPerti. Los resultados revelaron
esterilidad hibrida unidireccional macho/hembra en las cruzas de hembras
mexicanas con machos sudamericanos. Con la informacién proporcionada por
ambos trabajos se concluy6 que la existencia de un patrén de diferenciacion
genética consistente sugeria la presencia de por lo menos dos especies hermanas

alopdtricas.

Posteriormente, ~ Manguin y  colaboradores  (1995)  analizaron

comparativamente la estructura y la variabilidad genética, por medio de



electroforesis de isoenzimas, de 42 poblaciones de An. pseudopunctipennis,
incluyendo a la variante (bifoliata) y las cinco subespecies (levicastilloi, rivadeneirat,
neghmei, noet y patersoni). En este estudio, los rangos de la distancia de Net
mostraron poca divergencia genética y las poblaciones se congregaron en tres
grupos definidos geograficamente: 1) Norte América (Estados Unidos, México y
Guatemala); 2) Belice-Sudamérica (Colombia, Ecuador, Perd, Chile y Argentina); y
3) Isla de Granada (localidad tipo). Ademas, se identific6 una zona de
convergencia genotipica entre las poblaciones de tierra firme (Norte América y
Centro-Sur de América), donde se encontré la mayor variabilidad entre las
distintas poblaciones de mosquitos nativos de esta especie. La "zona de sutura" fue
localizada en el sur de México, el este de Guatemala y el sur de Belice. Los
investigadores interpretaron las diferencias genéticas como variacion clinal, es
decir, variabilidad genotipica debida al distanciamiento geografico entre los
grupos poblacionales sin ser un indicativo de especies hermanas. En términos
biologicos, argumentaron que en la zona de convergencia genotipica se lleva a
cabo el fluyjo de genes con mayor intensidad entre los grupos poblacionales de la
parte norte y sur de Ameérica, después de un periodo de separaciéon prolongado

(Munstermann, 1995).

Histéricamente, el estado taxonémico de An. pseudopunctipennis se ha
caracterizado por ser polémico y controvertido. En la actualidad, la necesidad de
resolver este problema biosistemdtico se debe a que esta especie de mosquito
presenta inconsistencia en el nivel de participacién en la transmisién bioldgica del
agente causal del paludismo humano en el continente Americano, ya que solo en 9
paises ha sido incriminado como vector primario, mientras que en otros 10 paises
se ha considerado como vector secundario de esta enfermedad (Fleming, 1986).
Por esta razén, se planteé como objetivo principal del presente trabajo la

identificacién de los caracteres genéticos de diagndstico, mediante el empleo de la
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técnica de DNA polimérfico amplificado al azar (RAPD-PCR), con mosquitos de
poblaciones silvestres de esta especie distribuidas en México y a lo largo de la
region norte de América Central comprendida por Guatemala y Belice, con la
finalidad de contribuir con nuevos elementos para esclarecer la situacion

taxonémica de An. pseudopunctipennis.



JUSTIFICACION

Gran parte de las investigaciones en el campo de la entomologia a nivel
mundial, se han enfocado principalmente a buscar estrategias alternativas y
proponer soluciones para los problemas relacionados con el control de los distintos
ordenes de insectos de importancia agricola, médica y veterinaria. La variabilidad
de la capacidad vectorial entre los componentes de los complejos de especies
cripticas involucradas en la transmisién de enfermedades tropicales, como el
paludismo, se ha mantenido como una cuestién aun sin resolver dentro del
contexto epidemioldgico. Desde este punto de vista, los estudios taxonémicos
actuales emplean nuevas técnicas y procedimientos que sirven como herramientas
para la descripcion de la identidad genética de los individuos y composicién
especifica de las comunidades de mosquitos, a través de métodos moleculares

rapidos y confiables.

A pesar de los multiples trabajos de taxonomia clasica, los estudios
genéticos macrogeograficos y los intentos de hibridacion entre grupos geograficos
diterentes de An. pseudopunctipennis, la existencia de un complejo de especies
cripticas es controversial. Sin embargo, existe consenso en que la conformacion de
la “zona hibrida”, en donde al parecer se separan las 2 formas geograficas de esta
especie merece ser investigada para aclarar la composicion especifica de este taxon
con un enfoque molecular. La finalidad de este estudio fue la caracterizaciéon
molecular de la metapoblacién de An. pseudopunctipennis distribuida en la zona de
sutura, para proporcionar informacién sobre la estructura genética a nivel
microgeografico y discernir sobre la posible existencia de un complejo de especies

cripticas en esa region de América.



OBJETIVOS

General

- Analizar la estructura genética de distintos grupos poblacionales de An.
pseudopunctipennis procedentes de Belice, Guatemala y el sur de México,

mediante el empleo de la técnica molecular de RAPD-PCR.

Especificos

- Identificar marcadores moleculares de secuencias aleatorias de DNA de
poblaciones simpatricas y alopatricas de An. pseudopunctipennis de la

denominada "zona de sutura” en la region norte de América Central;

- Determinar la distribuciéon geografica de los perfiles moleculares
identificados entre las poblaciones silvestres de An. pseudopunctipennis del

drea de estudio;

- Estimar las relaciones genéticas y el flujo de genes entre las poblaciones de

An. pseudopunctipennis estudiadas.

.
=
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HIPOTESIS

- La probable existencia de un complejo de especies cripticas dentro de la
metapoblacion de An. psewdopunctipennis distribuida sobre la region
geografica comprendida entre la porcion sur de Meéxico, Guatemala y
Belice en Centro América, puede ser aclarada, al menos en parte, por las
evidencias derivadas del estudio de la estructura genética, las relaciones
de parentesco y el flujo de genes entre las distintas poblaciones de
mosquitos a nivel microgeografico, por medio del analisis molecular con

marcadores RAPD-PCR.
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MATERIALES Y METODQS
a) Area de estudio

El estudio fue delimitado geogréaficamente a la region comprendida entre el
estado de Chiapas en México y la parte norte de América Central en donde se
encuentra la denominada “zona sutura” o de convergencia genotipica de An.
pseudopunctipennis. De acuerdo con Manguin y colaboradores (1995), la zona de
encuentro poblacional esta localizada sobre la superficie territorial que se extiende
a lo largo de la frontera sur de México, la porcion central de Guatemala y el

extremo occidental de Belice (Figura, 1).

Belice, tinico pais de la region centroamericana sin costa sobre el Océano
Pacifico, estda bordeado por el mar del Caribe al este y limitado por Guatemala al
oeste y México al norte. Entre las caracteristicas geograficas de su fterritorio
resaltan su planicie costera, la llanura pantanosa y las montaifas bajas del sur,
localizadas dentro del rango de 0-1160 m de altitud. En este pais predomina el
clima tropical, muy célido y hiimedo con temporada lluviosa de mayo a febrero.
Las poblaciones de An. pseudopunctipennis de este pais para el andlisis genético
fueron colectados en las localidades de Central Farm y San Ignacio y conformaron

el grupo I Belice (Tabla 1).

Guatemala esta situada en la region norte de América Central limitando al
norte y oeste con México y al este con Belice, Honduras y el Salvador.
Aproximadamente, dos terceras partes de la superficie total de este pais
corresponden a las zonas montafiosas, que en su mayor parte son de origen
volcanico. La cordillera de la Sierra Madre se extiende paralelamente a la costa del

Pacifico en direccién este-oeste dividiendo a esta nacién en dos importantes
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regiones de proporciones similares con diferentes climas y variada vegetacion
tipica de monlanas y planicies, selvas con alta precipitacién pluvial y sitios secos,
tierras con rios, lagos y cascadas, ademas de una considerable extension de costa.
El clima es tropical, cdlido y humedo en las regiones costeras y de baja altitud con
temperaturas <28.3°C y climas mas frios en las zonas altas entre los 900 y 2440
msnm donde la temperatura puede llegar a ser inferior a 20°C.. En este pais sé
colectaron mosquitos en las localidades de El Jicaro, Guastatoya, Morazan, Rabinal,

Salama y Usumatlan (Fig. 1) que conformaron el grupo IT) Guatemala, (Tabla 1).

El estado de Chiapas se localiza en la parte sur de la Republica Mexicana.
Territorialmente estd limitado por los estados de Tabasco, Veracruz y Oaxaca,
ademas de formar parte de la frontera con Guatemala. La geografia de Chiapas
esta dividida en 3 regiones principales a lo largo del estado en direccion noroeste-
sureste: la costa del Soconusco a lo largo del Océano Pacifico, las cadenas montanas
centrales, y las tierras bajas del este. En general, el clima es hiimedo y sub-
himedo, aunque existe una notable variedad de condiciones de temperatura y
precipitacion pluvial de acuerdo con la altitud. Las localidades situadas en las
tierras bajas tienen climas cdlidos y en los lugares situados en altitudes cercanas a
los 1000 m predominan los climas templados, mientras que la zona montanosa
presenta condiciones frias y himedas con abundantes lluvias en verano. Tres
grupos poblacionales de An. pseudopunctipennis fueron representativos de este
estado de la Republica Mexicana: III) Chiapas Sur, compuesto por mosquitos
colectados en las localidades de Cosalapa, Tapachula y Unién Roja; IV) Chiapas
Selva, con mosquitos colectados en la localidad Adolfo Lépez Mateos; y V)

Chiapas Norte, con muestras de Palenque y Tonind (Tabla 1).

b) Muestreo de Anopheles pseudopunctipennis silvestres



Durante las temporadas secas de los afios 1997 y 1998 (diciembre-abril), se
llevaron a cabo las actividades de colecta de An. pseudopunctipennis silvestres, tanto
de estados inmaduros como de adultos. Las localidades visitadas fueron 14:
Central Farm y San Ignacio en Belice; El Jicaro, Guastatoya, Morazan, Rabinal,
Salama y Usumatldn en Guatemala; Cosalapa, Tapachula, Union Roja, A. Lépez
Mateos, Palenque y Tonina en el estado de Chiapas, México (Figura 2). Ademas se
incluyé un grupo de mosquitos de la colonia establecida en el insectario del
CIP/INSP (Villarreal et al., 1998). La colonia fue iniciada con larvas y pupas
colectadas en la porcion montafiosa del sur de Chiapas, bajo condiciones
controladas de temperatura, humedad relativa y fotoperiodo, logrando su éxito

reproduccion mediante la induccidn de cépula con estimulo luminoso.

Ln cada una de las localidades, se realizaron inspecciones y pesquisas
larvarias en criaderos aledanos, utilizando caladores metélicos de berde plano con
capacidad de 750 ml y goteros de plastico (Danis-Lozano et al,, 1997). Todas las
larvas de IV estadio y las pupas fueron depositadas dentro de un termo para ser
transportadas al laboratorio. Posteriormente, se concentraron en recipientes de
pldstico transparente, herméticos y de forma cilindrica (cAmaras de emergencia),
en donde fueron alimentadas con comida comprimida para ratones (Lab Diet the
Richmond Standard®, MPI Nutrition Internacional, St. Louis, MO), previamente
molida hasta polvo fino, y mantenidas a temperatura ambiente, 29°C durante el dia
y 24°C durante la noche, de 1-3 dias hasta la emergencia de los adultos. Las
colectas nocturnas de mosquitos se realizaron en horario de 18:00-24:00 h, debido a
que en este periodo el comportamiento de busqueda de hospederos y la actividad
de alimentacién de los mosquitos ocurren con mayor intensidad (Casas et al., 1994).
Los adultos se colectaron mediante las técnicas convencionales de captura sobre

cebo humano (intra y /o peridomiciliar) y sobre cebo animal (trampa Magoon y/o



corral) con ayuda de aspiradores manuales y lamparas de mano (WHO, 1975;
Service, 1976). Los mosquitos capturados se colocaron en viales de polipropileno y
fueron transportados dentro de un termo con nitrégeno liquido hasta el Centro de
Investigacion de Paludismo en la ciudad de Tapachula, Chiapas. Previamente a las
pruebas moleculares, todos los ejemplares se identificaron taxondémicamente con
ayuda de un microscopio estereoscopico, siguiendo las claves ilustradas para las
hembras de anofelinos de México y Centro América (Wilkerson ef al., 1993b). Los
An. pseudopunctipennis fueron seleccionados y almacenados en condiciones de
ultrarefrigeracion a —70°C hasta el momento de la extraccién del DNA en el

laboratorio, para evitar la degradacion enzimética del material genético.

¢) Aislamiento del DNA gendmtico de los mosquitos de cantpo

Los mesquitos fueron procesados de manera individual seguin el método
descrito por Coen y colaboradores (1982) con las modificaciones convenientes para
la extraccidn del material genémico en artrépodos (Black y Munstermann, 1996).
Inicialmente, los especimenes se colocaron dentro de tubos de polipropileno de
forma cénica, fondo redondo y capacidad de 1.5 ml, adicionados previamente con
25 ul de solucion amortiguadora de molido (NaCl 0.1 M, Sacarosa 02 M, Tris-HCl
01 M pH 9.1, EDTA 0.05 M, SDS 0.05%). Los mosquitos fueron triturados con
maceradores de vidrio con punta esmerilada. Los maceradores se enjuagaron con
25 pl de la misma solucién amortiguadora para recuperar el material adherido a la
punta. A continuacion, los tubos fueron centrifugados a 14,000 rpm por 30 seg
para obtener un homogenado en el fondo de cada uno. El sobrenadante se incubé
a 65°C por 30 min para desnaturalizar las proteinas. Se adicionaron 7 pl de acetato
de potasio 8 M y se mezclaron con movimientos ligeros. Los tubos se colocaron en

hielo durante un minimo de 30 min para precipitar el SDS. Al término de este
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tiempo, los tubos fueron centrifugados a 14,000 rpm durante 15 min y los
sobrenadantes se transfirieron a tubos de polipropileno nuevos de 05 ml,
cuidando de no llevar precipitados de SDS. Inmediatamente después, los
sobrenadantes fucron adicionados con 100 ul de etanol al 100% antes de la
siguiente incubacién en hielo durante 5 min, con la finalidad de que los dcidos
nucleicos se precipitaran. A continuacion, los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm
por 15 min. La extraccién del etanol fue realizada cuidadosamente evitando
sustraer residuos del fondo del tubo. Ademas, se adicionaron 100 pl de etanol al
70% antes de dar paso a la siguiente centrifugacion a 14,000 rpm durante 5 min.
Nuevamente, solo se retir$ el etanol de los tubos (en algunas ocasiones la pastilla
de DNA aparecié como una mancha sobre la pared del tubo y otras veces fue
imposible distinguirla) para adicionarlos con 100 ul de etanol al 100% y
centrifugarlos a 14,000 rpm por 5§ min. Se eliminé el etanol y los tubos fueron
colocados en un termoblock a 40°C para secar las pastillas de material genético.
Finalmente, se adicionaron 200 pl de solucién amortiguadora TE (Tris-HC1 0.05 M,
EDTA 0.05 M pH 8.0) a cada tubo para resuspender el DNA obtenido. Las

muestras de fueron almacenadas a 4°C (Crampton et al., 1997).

d) Tamizaje de las secuencias arbitrarias para el andlists genético

Inicialmente, se realizaron pruebas de amplificacién por PCR del DNA de 29
mosquitos procedentes de los distintos sitios de colecta (Tabla 1) con los 20
iniciadores contenidos en cada uno de los 3 kits comerciales probados (A, B y C de
Operon Technologies, Inc. Alameda, CA). Todos los iniciadores presentaron
secuencias de 10 bases de longitud en sentido 5'-3" constituidas por 60% de G-C.
Las muestras individuales de material gendmico fueron aisladas de los mosquitos

colectados en campo. Los patrones individuales de bandas resultantes con cada
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uno de los iniciadores probados, fueron comparados entre los mosquitos
analizados, de acuerdo con la reproducibilidad y consistencia del nimero, peso
molecular y definiciéon de los marcadores RAPD-PCR (Black, 1993). Una vez
definidos los perfiles polimérficos producidos por las amplificaciones aleatorias de
DNA, se procedi6 a la seleccion de los iniciadores que integraron la serie para el

diagndstico.

e) Mezcla de reacciones y condiciones de amplificacion por PCR

La mezcla para cada reacciéon estuvo compuesta por 37.3 pl de HO
tridestilada estéril, 5.0 pl de solucién amortiguadora de reaccién 10 X (KCI 0.5 M,
Tris-HC1 0.1 M, gelatina 1 mg/ml) sugerida por Innis et al. (1990) 5.0 nl de MgCh
100 mM, 05 nul de la mezcla de desoxinucledtidos trifosfatos
(AATP+dCTP+dGTP+dTTP) 20 mM, 1 ul de oligonucledtido (iniciador aleatorio de
10 bases de longitud) en concentracion de 50 pmol/nl, 0.2 ul de enzima AmpliTaq
DNA polimerasa 1U (Perkin Elmer™, Branchburg, NJ) ¥ 1 nl de DNA genomico
40-50 ng/pl, acumulando un volumen final de 50 ul por tubo de prueba. Se utilizo
un termociclador (Perkin Elmer™, modelo GeneAmp PCR System 9600)
programado con las siguientes condiciones de amplificaciéon (temperaturas y
tiempos) para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): 1) incubacién pre-PCR
a 95°C por 1 min; 2) desnaturalizacién a 92°C por 1 min; 3) hibridacién a 35°C por 1
min; 4) extension gradual con rampa de temperatura que consistié en el
incremento de 5°C cada 40 seg a partir de los 35°C hasta los 72°C; 5) extension
completa a 72°C por 2 min; 6) extension final de 72°C por 7 min y; 7) ultimo paso
en donde la temperatura descendié a 4°C y se mantuvo hasta el momento de correr

los productos en geles de agarosa (Black y Munstermann, 1996). Los pasos del 2-4



constituyeron un ciclo de reaccion y fueron repetidos 45 veces en cada programa

de rutina (Figura 3).

f) Electroforesis de los productos de PCR

Los productos de la amplificacidn se resolvieron por medio de la
electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, a los cuales se les aplicd una corriente de
40 V durante 8 h, de esta manera, los fragmentos polimérficos de DNA fueron
visualizados por tinciéon con bromuro de etidio (0.5 ng/ml) sobre un

transiluminador de luz ultravioleta (UV).

Para la preparacion de un gel de 9 x 11 cm fue necesario pesar 1.275 g de
agarosa en una balanza analitica (Sartorius™, modelo Basic), asi como la medicion
de 85.0 ml de solucién amortiguadera TBE 1 X (Trisma-base 1 M, écido bérico 1 M
y EDTA 0.5M pH 8.0). La agarosay la solucidn amortiguadora fueron depositadas
en un matraz para llevar a cabo la fusién por calentamiento durante 3.5 min en el
horno de microondas y obtener una solucion homogénea, enseguida se
adicionaron 4.0 pl de bromuro de etidio 10.0 mg/ml. Posteriormente, se dejo
enfriar la solucién de agarosa (60°C) antes de proceder a formar el gel. Durante
este tiempo de espera el molde de la camara de electroforesis horizontal (Easy-
Cast™, modelo B1) fue nivelado, a continuacion, se procedié con el vaciado de la
agarosa fundida en el molde y la colocacion del peine de acrilico en uno de los
extremos para formar los pozos, esperando el tiempo necesario hasta que la
agarosa gelific (+ 40 min) antes de retirar el peine definitivamente. El gel fue
orientado hacfa el polo positivo (anodo), debido a la naturaleza electronegativa de
las moléculas de DNA, y colocado en el fondo del tanque de la cdmara para

efectuar la electromigracion de las muestras de material genético amplificado. El



deposito de la camara de electroforesis se llené con 615.0 ml de la misma solucién
amortiguadora de electrodo TBE 1X utilizada anteriormente, procurando cubrir el

gel en su totalidad y sumergirlo a 0.5 cm.

El paso final consistié en la carga de los productos de PCR en el gel de
agarosa. Cada muestra de DNA amplificado, en cantidades de 23 ul, fue
combinada con 3 pl de la solucién amortiguadora de carga tipo Il 6 X (azul de
bromofenol 0.25%, xileno cyanol FF 0.25% y glicerol en agua 30%). Las mezclas
formadas individualmente fueron depositadas lentamente en cada uno de los
pozos con ayuda de una pipeta automdtica de volumen variable. De la misma
manera, se mezclaron 1 ul de marcador molecular de 1 Kb DNA ladder y 3 pl de la
solucién amortiguadora de carga, los cuales fueron depositados en los pozos
laterales del gel con el objeto de determinar cl peso molecular de los segmentos
amplificados. Listo el dispositivo, se aplicé una corriente eléctrica constante de 40
V generada por una fuente de poder (EC™, modelo 105) durante 7-8 h, después de
este tiempo se observo la separacién electroforética de los fragmentos de DNA a
través de un transiluminador de luz UV con longitud de onda de 312 nm
(Hocfer™, modelo Mighty Bright), para obtener una exposicion del gel en pelicula
blanco y negro la cual fue tomada con un equipo para fotografia instantanea
(Polaroid™, modelo DS-34) con la finalidad de facilitar la medicion de las

distancias de migracién de cada uno de los segmentos amplificados.

Todas las soluciones estdndares utilizadas para la separacién e identificacién
de los fragmentos de DNA por medio de electroforesis en gel de agarosa se
prepararon de acuerdo a las formulaciones estandarizadas por Sambrook et al.

(19892; 1989b).
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2) Analists de datos

El primer analisis consistié en la inspeccién visual de la movilidad de las
bandas de los productos de PCR, considerando la distancia de desplazamiento de
las bandas, mediante el empleo de una regla para la medicién directa sobre el gel.
Posteriormente, se realizé la conversion de la distancia de migracion de los
fragmentos amplificados a pares de bases con respecto al patrén de peso molecular
de 1 Kb (Schaeffer y Sederoff, 1981). Los fragmentos que presentaron
polimorfismo, consistencia y reproducibilidad para cada iniciador en particular
fueron identificados y seleccionados para describir los perfiles de diagnéstico,
definidos por las bandas inicas y conservadas entre todos los individuos de un
grupo poblacional determinado, con la analogia a los datos de una clave
taxonémica morfolégica o bioquimica (Khambhampati ef al., 1992; Wilkerson ¢t al.,
1993a). La codificacion de los datos moleculares consistio en la asignacion de los
numeros 0 0 1 que determinaron la ausencia/presencia de las bandas
correspondientes a los segmentos polimérficos. El analisis estadistico de los datos
derivados de las pruebas moleculares se realizé mediante la aplicacion de los
siguientes programas computacionales en lenguaje Fortran, proporcionados por
W. C. Black IV (1997): RAPDPLOT escrito por J. Felsenstein (1995) para calcular los
indices de similitudes entre los individuos de los grupos poblacionales de An.
pseudopunctipennis; RAPDDIST para calcular las distancias genéticas (D) entre las
diferentes poblaciones basindose en el modelo propuesto por Nei (1972).
Posteriormente, los valores presentados en la matriz de similitud fueron usados en
el programa NEIGHBOR escrito por Saitou y Jin, (1987), con el cual se
construyeron los dendrogramas que agruparon a los individuos de los diferentes
sitios de muestreo, de acuerdo con el procedimiento de analisis discriminante del
vecino mas cercano. Después, se llevé a cabo el analisis de agrupacion (“cluster”)

con el método de grupos pares no ponderado (UPGMA), para lo cual se requirié



de una matriz de distancias genéticas pareadas, para construir los dendrogramas y
establecer las separaciones entre los grupos poblacionales. Para validar la
consistencia de los agrupamientos y relaciones de parentesco entre las
poblacionales de mosquitos descritas por el dendrograma se ejecuté la opcién
“bootstrapping” del programa RAPDDIST, que consistidé en el remuestreo
aleatorio y automatico de la base de datos para generar 100 series de datos o
seudo-réplicas. Como resultado se obtuvo el mismo nimero de matrices como
series analizadas. Simultineamente, cada una de las matrices derivadas del
andlisis bootstrap fue colapsada y presentada en su correspondiente dendrograma,
una vez seleccionada la opcién para el procesamiento de miiltiples series de datos
(100) del programa NEIGHBOR. Al final, se llevé a cabo un consenso con todos los
dendrogramas construidos anteriormente con el programa CONSENSE, lo que
permitié encontrar el nivel de soporte que confieren los datos moleculares a la
relacion estimada entre las poblaciones representado en un dendrograma final de
aprobacion. Las consistencias marcadas con valores <90% sugieren fuerte soporte
para un agrupamiento determinado, mientras que las marcadas con valores mas
bajos sugieren la necesidad de adicionar mds datos a la base para apoyar una

asociacion particular.

Por ultimo, con el programa RAPDEST se realizaron los célculos
correspondientes para determinar el grado de variabilidad expresado con los
valores de Fsr obtenidos por medio del método descrito por Lynch y Milligan
(1994) y la tasa de migracién efectiva entre las poblaciones, conocida como N,
estimada a partir de los resultados de Fsr que supone un sistema aislado de
migracion entre las poblaciones incluidas en el estudio (Apostol et al., 1996;
Tabachnick y Black, 1996) a nivel micro y macrogeografico (Kamau et al., 1998), es

decir, por localidades, por estados y por paises.



RESULTADOS

Anopheles pseudopunctipennis de poblaciones naturales

El total, se obtuvieron 776 mosquitos a partir de las colectas de estados
inmaduros (larvas y pupas mantenidos hasta la emergencia como adultos) y las
capturas de hembras sobre cebo humano y con la trampa Magoon, los cuales
representaron a 15 sitios geograficos ubicados dentro del rango altitudinal de 10 a
1043 m (Figura 1). Los 33 mosquitos procedentes de Belice representaron a las
poblaciones naturales de Central Farm y San Ignacio. DPor otra parte, 334
mosquitos silvesires fueron colectados en las localidades de El Jicaro, Guastatoya,
Morazan, Rabinal, Salama y Usumatldn en Guatemala. Finalmente, 409 mosquitos
se colectaron en el sur de México, de los cuales 384 pertenecieron a las poblaciones
geogrdficas de Cosalapa, Tapachula, Union Roja, A. Lopez Mateos, Palenque,

Tonina y 25 mosquitos fueron obtenidos del insectario del CIP/INSP (Tabla 1).

Mareadores RAPD-PCR de diagnostico

Se aislaron 150 muestras individuales de material genético de los An.
pseudopunctipennis colectados en campo. Simultdneamente, se realizé el tamizaje
de 60 iniciadores comerciales (20 del kit A, 20 del kit B y 20 del kit C de la marca
Operon Technologies, Inc. Alameda, CA) con 29 muestras de DNA gendmico de
mosquitos silvestres, 4 de Belice, 12 de Guatemala y 13 de México (Tabla 1). Al
final, fueron seleccionados 5 decanucleétidos con secuencias arbitrarias (5-3'),
CAATCCCCGT  (primer OPA-11), CAGCCACCCAC (primer OPA-13),
GAACGGACTC (primer OPC-06), TGCGTGCTTG (primer OPC-14) vy
CACACTCCAG (primer OPC-16), que proporcionaron 13, 14, 15, 11 y 11
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fragmentos polimérficos de diagnostico, respectivamente (Tabla 2 y Figura 4), con
los cuales se llevd a cabo la caracterizacién genética de los mosquitos silvestres de

las distintas poblaciones geograficas con enfoque regional.

Andlisis de miiltiples locus con marcadores moleculares

El andlisis molecular definitivo incluy6 139 muestras de mosquitos adultos
organizados en 5 grupos poblacionales (Tabla 1), determinados por la distribucién
geografica y el distanciamiento territorial de los sitios de muestreo dentro de la
zona de estudio (Figura 2): I) Belice con 27 mosquitos (14 de Central Farm y 13 de
San Ignacio); Il) Guatemala con 68 mosquitos (10 de El Jicaro, 10 de Guastatoya, 10
de Morazan, 12 de Rabinal, 15 de Salam4 y 11 de Usumatlan), 1IT) Chiapas Sur con
31 mosquitos (2 de Cosalapa, 11 del Insectario del CIP, 10 de Tapachula y 8 de
Unién Roja), TV) Chiapas Selva con 2 mosquitos (de A. Lopez Mateos) y; V)
Chiapas Norte con 11 mosquitos (10 de Palenque y 1 de Tonina). Como resultado
de las pruebas de electroforesis con los fragmentos amplificados por PCR fue
posible la identificacién de 64 marcadores genéticos (loci), a partir de los cuales se
integré la base de datos moleculares, que sirvié para la comparacién de los
genotipos entre los individuos y los grupos poblacionales a través de los analisis

estadisticos correspondientes.

Estructura geogrifica y flujo de genes
Desde el punto de vista macrogeogrifico, las distancias genéticas estuvieron

dentro del intervalo de 0.0161-0.2221 entre las distintas poblaciones de An.

pseudopunctipennis analizadas con los marcadores RAP-PCR (Tabla 3). Cuando se
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colapsaron estos valores, el resultado fue la representacion grafica de las relaciones
de parentesco entre los grupos poblacionales de mosquitos de los diferentes sitios
de muestreo a través del dendrograma en donde se demostré que 2 poblaciones
del estado de Chiapas (Sur y Selva) junto con la de Guatemala conformaron el
principal agrupamiento de mosquitos dentro de la denominada zona de sutura,
mientras que las poblaciones de Chiapas Norte y Belice fueron representadas como
grupos secundarios e independientes, aparentemente segregadas del primer grupo
de mosquitos (Figura 5). La variabilidad genotipica se manifestd en 16 de los 64
loci con valores significativos (P<0.01) de Fst (0.069-0.703) y N» (0.1-3.4), por otra
parte, los indicadores numéricos del flujo genético entre los 5 grupos
poblacionales, resultaron con valores promedio de Fsr = 0.059 y N, = 49,
respectivamente (Tabla 3). De acuerdo con la representacién esquemdtica de las
relaciones genéticas entre las poblaciones geograficas incluidas en el estudio, se
describié la estructura de la metapoblacion de An. pseudopunctipennis conformada
por un conglomerado poblacional principal integrado por los grupos de Chiapas
Sur, Guatemala y Chiapas Norte, ademds de 2 conglomerados secundarios
independientes que correspondieron a las poblaciones de Belice y Chiapas Selva.
Finalmente, se confirmé la consistencia de las lineas de rela¢ién genética entre las
poblaciones de Chiapas Sur, Selva y Guatemala a través del andlisis multiple de
series de datos (bootstrapping), el cual fue integrado por 100 series de datos,
construidas aleatoriamente con pseudo-réplicas, a partir de la base de datos
moleculares original. Los valores registrados para cada una de las ramas
representadas en el diagrama de &arbol fueron de 99% entre la poblacién de
Chiapas Sur contra Guatemala, 94% entre el grupo anterior contra la poblacion de
Chiapas Norte, y por iltimo, 100% entre el grupo integrado por las 3 poblaciones
mencionadas y la de Belice contra la poblacién de Chiapas Selva, como resultado

del analisis de consenso (Figura 6).



DISCUSION

La identificacion de los elementos constituyentes de un complejo de especies
cripticas de mosquitos, asi como la relacion genética entre las poblaciones
geogrdficas han permitido identificar con mayor precision a los grupos
taxonémicos responsables de la transmision de los agentes etiologicos de varias
enfermedades tropicales importantes, como el paludismo. Este estudio fue
conducido para investigar la divergencia genética entre los grupos poblacionales
de An. pseudopunctipennis distribuidos deniro del area geografica denominada por
Manguin et al. (1995) como la “zona de sutura”, por medio de marcadores RAPD-
PCR, técnica molecular que se encuentra clasificada dentro de la categoria de

técnicas de mailtiples perfiles arbitrarios de amplificacion (MPAA).

Desde el punto de vista metodolégico, los 5 oligonucledtidos comerciales
seleccionados para las pruebas moleculares de PCR, proporcionaren suficientes
fragmentos de DNA (64) que cumplieron con las caracteristicas recomendadas por
Black 1V (1993) y Weising y colaboradores (1995) para la determinacion de
marcadores RAPD-PCR: ser polimérficos (ausencia/presencia), consistentes y
reproducibles.  Durante la etapa inicial, fue necesario hacer ajustes a los
procedimientos de laboratorio, a pesar de que las técnicas para la extraccién de
material gendmico, de amplificacién in vitro del DNA y la electroforesis de los
productos de PCR ya se habian implementado con anterioridad para algunas
especies cripticas del género Anopheles de Africa y sur de Ameérica (Gale y Crampton,
1987; Panyim et al.. 1988; Wilkerson e/ al. 1995; Mustermann, 1995). En general, los
resultados obtenidos en estos estudios con especies de vectores de paludismo
confirmaron nuevamente la utilidad y aplicacion de los marcadores RAPD-PCR,

asi como la alta confiabilidad en el uso de iniciadores con secuencias arbitrarias
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para estudios genéticos con distintos grupos taxonémicos de insectos (Haymer,
1994).

En el contexto regional, las poblaciones de mosquitos estrechamente
emparentadas fueron las de Guatemala y Chiapas Sur, mientras que las
poblaciones con mayor divergencia genética correspondieron a los grupos de
Belice y Chiapas Selva, de acuerdo con el distanciamiento genético entre las 5
conjuntos poblacionales y la alta consistencia enire los agrupamientos resultante
del analisis de seudo-réplicas (bootstrapping) y el dendrograma de consenso

estricto (Felsenstein, 1995).

Para definir la divergencia genética entre los grupos poblacionales
estudiados se considerd la comparacién realizada por Manguin y colaboradores
(1995) entre dos especies intimamente relacionadas, An. pseudopunctipennis y An.
franciscanus, donde la distancia genética fue de 0.335, mientras que los valores para
las poblaciones de An. pseudopunctipennis distribuidas continentalmente fueron
>0.08. De acuerdo con este antecedente, los valores de distancias genéticas
reportados en esta ocasion fueron considerados como intermedios. Por lo anterior,
fue posible considerar que la metapoblacion de An. pseudopunctipennis estudiada
pertenece a una sola especie, por presentar poca variabilidad interpoblacional, sin
embargo, es posible que en el grupo de mosquitos de Belice se esté iniciando un
proceso de diferenciacién genética. Asimismo, se determiné que el grado de
variacion encontrada entre los grupos poblacionales comparados puede deberse a
barreras geograficas o ecolégicas que afectan el encuentro de algunas poblaciones

dentro del drea de estudio.

La variabilidad genética (diversidad) se puede definir como “la habilidad

genética de variar”, y por ende, la capacidad de responder tanto a cambios de
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indole ambiental como a cambios en términos de seleccién (Aranguren-Méndez y
Jordana, 2001). Entre los individuos la variabilidad puede deberse a cambios
fisiolégicos durante la ontogenia hasta la madurez sexual, entre las clases de
edades 0 sexos e inclusive como respuesta a cambios durante distintas estaciones
del afio (Mayr, 1969; Smith, 1990). Al respecto, se puede argumentar que el
encuentro de las poblaciones silvestres de An. pseudopunctipennis, dentro de la
extensién territorial comprendida por la “zona de sutura”, estd limitada en la
porcion norte a causa de la topografia accidentada predominante en Chiapas y
Guatemala hacia donde se encuentran las cordilleras mds importantes del sur de
México como son la Sierra Madre de Chiapas, las Montanas del Norte (poniente-
oriente) y las Montafias del Oriente (noroeste-sureste), razén por la cual la
dispersion de los genotipos presenta patrones de subpoblaciones aisladas con los
mosquitos de Chiapas Norte y Belice, en donde la parte norte de este pais se
compone de tierras bajas donde predomina el clima subtropical, con grandes zonas
pantanosas, mientras que la porcién sur esta dominada por las montanas Mayas
(Figura 1). Ante estas diferencias ecogeograficas que directamente influyen sobre
la biodiversidad y la dindmica poblacional de las distintas especies de mosquitos
Anopheles, el éxito del intercambio genético entre las poblaciones mas
emparentadas dentro de la region muestreada, podria deberse a la capacidad de
dispersién de las hembras para colonizar los criaderos temporales disponibles a lo
largo de los rios y arroyos localizados sobre diferentes altitudes en el rango
biogeografico de distribucién vertical de estd especie, para garantizar el desarrollo

de la progenie y el flujo de genes.

Dado que la variacién al nivel de poblaciones se debe a diferencias en los
habitats, a transformaciones climaticas temporales, asi como a la respuestas en los
cambios de la densidad y estructura demogréafica (Mayr, 1969; Wright, 1978), no se

puede aceptar terminantemente la idea de considerar como grupo taxonémico
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diferente a los mosquitos de Belice por encontrase en el limite inferior del intervalo
de distancia genética de Nei (0.2-0.3), segtin el criterio de Service (1988), para
separar los componentes de un complejo de especies cripticas en los insectos
hematéfagos, al interpretar el significado biolégico de los resultados derivados del
analisis multiple de locus, hasta comprobar contundentemente el aislamiento

reproductivo entre las subpoblaciones.

En conclusién, los grupos poblacionales de An. pseudopunctipennis
presentaron genotipos homogéneos indicando que la intensidad del flujo de genes
es moderada entre los mosquitos de Guatemala, Chiapas Sur y Selva, a diferencia
de las poblaciones geograficas de la parte norte de Chiapas y Belice que
presentaron mayor diferenciacion genética, significativa solo en algunos loci, al
grado de conformar grupos segregados aparentemente. La comparacién genética
entre los grupos de Belice y Chiapas Selva se destacé por presentar el mds alto
valor de distancia genética, encontrandose dentro del rango critico para la
separacion de especies, por lo tanto, es posible la existencia de un insipiente
complejo de especies morfoldgicamente indistinguibles integrado al menos por 2
componentes dentro del area de estudio. La confirmacién estadistica de la
afinidad demostrada por el agrupamiento genotipico y la relacién genética cercana
entre las poblaciones de Guatemala y del sur de México, asi como la divergencia y
separacion con el grupo de Belice, podrian ser consideradas como punto de partida
para proponer estudios sobre la asociacion de los perfiles moleculares y la
eficiencia biologica de los mosquitos a la infeccién e inoculaciéon de plasmodios,
debido a que esta especie de montafia estd incriminada entomolégicamente como
vector primario de paludismo en Guatemala y México y como vector secundarios
en Belice (Fleming, 1986). De esta manera, se podria determinar la existen de

diferencias en cuanto a la competencia y capacidad vectorial de las poblaciones
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geograficas de An. pseudopunctipennis con sus correspondientes perfiles de

diagnostico molecular.

Por qltimo, los resultados del presenta estudio indican nuevas lineas y
perspectivas de investigaciéon. Al respecto, se sugiere validar el concepto biolégico
de especie con An. pseudopunctipennis por medio de entrecruzamientos
experimentales emnpleando la técnica de cépula inducida con luz (Villarreal et al.,
1998) entre mosquitos silvestres de las diferentes poblaciones distribuidas en la
zona de convergencia genotipica. Asi como estudios sobre la susceptibilidad
diferencial de las poblaciones naturales de An. pseudopunctipennis a las variantes
antigénicas de P. vivax VK210 y VK247 (Gonzdlez-Cerén et al., 1999) en relacién con
la distribucidn temporal y espacial de los perfiles genéticos. Estos estudios
permitirian identificar y delimitar la extensidn territorial de las subpoblaciones de
mosquitos para redirigir las medidas de control antivectorial (Cornel et al., 1996),
particularmente en las dreas de mayor riesgo entomoldgico dentro de la regién

norte de América Central y el sur de México.
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CONCLUSIONES

» Los mosquitos colectados en Chiapas (Sur y Selva) y Guatemala
constituyeron el  principal agrupamiento  poblacional de An.
pseudopunctipennis dentro de la denominada zona de sutura, mientras que los
ejemplares procedentes de los sitios de muestreo de Chiapas Norte y Belice
representaron a dos poblaciones secundarias e independientes,

aparentemente segregadas del primer grupo de mosquitos.

» Debido a que los grupos poblacionales de An. pseudopunctipernnis
representativos de Chiapas Selva y Belice presentaron diferencias con
respecto a los indicadores de divergencia genética y flujo de genes. No
obstante, la metapoblacion de An. pseudopunctipennis estudiada pertenece a la
misma especie, de acuerdo con su variabilidad interpoblacional, sin embargo,
es posible que se esté iniciando un proceso de diferenciacion genética en el

grupo de mosquitos de Belice.

» Se debe continuar con estudios complementarios para validar el concepto de
especie bioldgica con An. pseudopunctipennis involucrando a los supuestos
componentes del complejo con base a las relaciones genéticas derivadas de

este trabajo.
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Tabla 2. Iniciadores comerciales seleccionados para la amplificacion por PCR

de regiones aleatorias del DNA genomico de An. psendopunctipennis

silvestres.
Iniciador Secuencia 3’ - 3’ No. segmentos analizados
OPA-11 GTGATCGCAG 13
OPA-13 CAGCACCCAC 14
OPC-06 GAACGGACTC 15
OPC-14 TGCCGTGCTTG 14
OrPC-16 CACACTCCAG 11
5 Primers 64 bandas

* Operon Technologies, Inc,



Tabla 3. Matriz de distancias genéticas de Nei (1972) entre las poblaciones

geograficas de An. pseudopunctipennis analizadas con marcadores RAPD-

PCR.
Grupo I I1 1 v Vv
Belice (I) 0.0000
Guatemala (IT) 0.0443 0.0000
Chiapas Sur (III) 0.0475 0.0161 0.0000
Chiapas Selva (IV) 0.2221 0.1640 0.1632 0.0000
Chiapas Norte (V) 0.0629 (0.0333 0.0321 0.2112 0.0000




Tabla 4. Variabilidad genética (Fsr) y tasa de migracién efectiva (Nm) por locus
para las poblaciones de An. pseudopunctipennis distribuidas en Belice,

Guatemala y el sur de México.

LOCUS | FST Mm  Prob | ‘Theta Nm (Theta) | FST{Lynch) Nm(Lynch)
—————— e e o e R e el
11-01 | .020 12.5 .3591 | .002 101.8 [ -.105 -2.6
11-02 | .031 7.9 .1450 | .D20 12.3 f -.175 -1.7
11-03 | .028 8.7 .1822 | .016 15.7 | 149 1.4
11-04 | .014 17.4 5348 | -.006 -40.2 | 113 2,0
11-05 | .102 2.2 .0002 !} ,126 1.7 | 733 X
11-06 | .703 .1 .0000 ) .782 .1 | 735 2
11-07 | ,031 7.9 .1482 | .019 12.6 | 096 2.4
11-08 | .052 4.5 0203 | .053 4.5 | 132 1.6
11-99 | .021 11i.4 .3134 | .005 47.6 | 205 1.0
11-10 | .014 17.9 5470 | -.007 =3%:1 | -.230 =3..3
11-11 | .050 4.7 .0248 | .050 4.8 | 216 .9
11-12 | .122 1.8 .0000 | .155 1.4 | 723 1
11-13 | .080 2.9 .,0014 | .094 2.4 | 583 .2
13-01 | .069 3.4 0055 | .075 3.1 | .565 =,2
13-02 | .023 10.6 2586 | .006 39.3 | -.269 <1..2
13-03 | .024 10.3 .2851 | .o07 34.2 | 207 1.0
13-04 | .038 6.3 .0888 | .029 8.3 { 256 9
13-05 | ,034 7.0 .1203 | .024 10.3 | 034 7.1
13-06 | .045 5.3 0503 | 039 6.1 | 153 1.4
13-07 | .028 8.6 1988 | .014 17.2 | .232 .8
13-08 | .D24 10.0 2698 | .008 29.6 | .284 .6
13-09 | .047 5.0 .0395 | 043 5.5 | .512 .2
13-10 | .D49 4,9 .0345 | ,045 5.2 | 228 ;)
13-11 | .073 3.2 .0039 | 081 2.9 I 395 .4
13-12 | .054 4.4 .0236 | 053 4.4 | 473 .3
13-13 | .049 4.9 .0347 | 045 5.3 | .446 .3
13-14 | .014 17.4 ,5574 | ~.007 -34.0 | -.314 -1.0
06-01 | .008 31.4 .8121 | -.019 23, 3 | -.017 -15.2
06-02 | .118 1.9 .0001 | .145 1.5 | -.001 -234.3
06-03 | .033 7.3 1598 | 020 12.4 | 117 1.9
06-04 | .031 7.8 1835 | 017 14.4 | 148 1.4
06-05 | .110 2.0 Qoo2 | 133 1.6 | 291 .6
06-06 | .133 1.6 0000 | 166 1.3 | 341 nb
06-07 | .092 2.5 0010 | .109 2.1 | 330 w8
06-08 | .055 4.3 0257 | .054 4.4 | 251 7
06-09 | .052 4.6 .03%4 | .048 4.9 | 214 .9
06-10 | .038 6.2 1034 | .028 B.6 | -.132 -2.1
06-11 | .058 4.0 0203 | .058 4.0 | 231 .8
06-12 | .021 11.4 3691 | .002 122.0 | 091 5
06-13 | .016 15.2 .5207 | -.006 -40.6 | -.361 -.9
06-14 | .012 20.2 6545 | -.012 -20.5 1 -.400 -.9
06-15 | .027 9.0 ,2502 | .011 23.4 | 025 9.9
14-01 | .023 10.7 2628 | .008 29.9 | -.263 -1.2
14-02 | .042 5.7 0471 ( .037 6.4 | = (182 -1.8
14-03 | .07% 2.9 0012 | .092 2.5 | 292 .6
14-04 | .216 .9 0000 | 280 .6 | 430 .3
14-05 | .035 6.9 .0914 | .027 9.1 ! 054 4.4
14-06 | .028 8.5 1618 | .017 14.5 | -.275 =132
14-07 | .115 1.8 0000 | .150 1.4 | 373 .4
14-08 | .149 1.4 0000 | .191 1.1 | 390 .4
14~09 | .028 B.6 1648 | .017 14.7 | -.213 -1.4
14-10 | .009 26.1 ,7024 | -.012 -20.3 | .022 131
14-11 | .038 6.4 0689 | 031 7.7 | 212 .9
16-01 | .002 112.7 9815 | -.029 -8.8 | -.032 -7.9
16-02 | .012 19.8 .6780 | -.014 -18.3 | -.010 -25.9
16-03 | .006 44 .4 9033 | -.0214 -10.6 | -.032 -8.1
16-04 | ,039 6.1 1211 | 026 9.3 | .083 2.7
16-05 | .008 29,3 B139 | -.020 =128 | -.016 -15.4
16-06 | .117 1.9 0002 | 137 1.6 | 449 -l
16-07 | .079 2.9 0056 | 083 2.8 1 .610 2
16-08 | .020 12.0 4349 | -.002 -135.1 | 107 2.1
16-09 | .009 26.9 .78%0 | -.019 -13.6 | 007 33.8
16-10 | 068 3.4 .0127 | 069 3.4 1 614 .2
16-11 | .017 14.5 .5313 | -.007 -36.2 | 022 10.9
—————— e e
Avg | 059 4.0 .0000 | .054 ( .054) 4.4 ] 202 1.0
St.Dv.| .092 ] .110 ( .009) 1 729
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Figura 3. Diagrama del proceso y condiciones programadas para la amplificacion
aleatoria de regiones polimérficas del DNA por reaccién en cadena de la

polimerasa (RAPD-PCR).
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Figura 4. Perfiles moleculares del DNA de An. pseudopunctipennis con diferentes
iniciadores arbitrarios comerciales.



+GUATEMALA (GRUPO II)

==
! '  +CHIAPAS SUR (GRUPO III)
1 +--1

! S CHIAPAS SELVA (GRUPO IV)

--3-CHIAPAS NORTE (GRUPO V)

+-BELICE (GRUPO I)

Seccidn de enlace Distancia
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3 2 0.00704
2 Guatemala 0 00031
2 1 0.00814
1 Chiapas Sur -0.00200
1 Chiapas Selva 0.16520
3 Chiapas Norte 0.02541
3 Belice 0.03749

Figura 5. Dendrograma de las relaciones genéticas entre los diferentes grupos
poblacionales de An. pseudopunctipennis analizados con marcadores RAPD-

PCR.
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Figura 6 Dendrograma del andlisis mulliple de series de datos moleculares
(bootstrapping). Los valores sobre la base de cada rama indican la consistencia
(nimero de veces) con que fueron apoyadas las relaciones entre los grupos

poblacionales de An. pseudopunctipennis, después del consenso de 100 repeticiones.
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