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RESUMEN

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

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

En este trabajo, seleccionamos una cepa de Ae. aegypti resistente a2 la permetrina
proviniente de la poblacién de Islas Mujeres, Quintana Roo, México. Una nueva
mutacién en el gen para (gen del canal de sodio dependiente de voltaje) fue
significativamente asociada con la resistencia tipo kdr en esta cepa. Una técnica de
diagnodstico molecular fue desarrollada para detectar estas mutaciones a partir de ADN
genomico y realizamos una busqueda de cuatro distintas mutaciones asociadas a este tipo
de resistencia en 32 poblaciones de mosquitos de América. La frecuencia de la mutacién
Vail 016150, incrementd conforme la seleccion de cepas resistentes a piretroides (Cuba e
[slas Mujeres-F8), mientras que la frecuencia de las mutaciones en el codon Isel,011
disminuyéd o no se vié afectada.

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

Dos QTL controlando la susceptibilidad a la permetrina fueron identificados en el
cromosoma lII. El principal QTL correspondio al gen para vy €l segundo QTL consistid
en un grupo de oxidasas y esterasas en ¢l brazo inferior de cromosoma Ill. La
segregacion de alelos del marcador del gen para (Vall,016/50) indicd que la presencia de
dos alelos provinientes de la linea resistente (Iso1,016) estuvo signficativamente asociada
con el 100% de sobrevivencia a la exposcion a la permetrina. La presencia de dos alelos
provinientes de la linea susceptible a la permetrina estuvo asociada selamente con el 13%
de la sobrevivencia.

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

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

In this work, we selected an Ae. aegypti permethrin-resistant strain from Islas Mujeres,
Quintana Roo, Mexico. A novel mutation on the para gene (voltage gate sodium channel)
was significantly associated with kdr resistance in this strain. A new molecular-diagnostic
technique was developed to detect these mutations from genomic DNA. We made a
screening of the four different mutations among 32 mosquito populations from America.
The Vall,016Iso0 mutation frequency increased after resistant strain selection with
permethrin (Cuba and Islas Mujeres-F8). Meanwhile, the frequency of mutations at
codon Isol,011 was not affected or even diminished after selection.

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

Two QTLs controlling permethrin susceptibility were identified in chromosome II1.
The major QTL belongs to the para gene and the second QTL coasisted in a group of
oxidases and esterases in the chromosome III. Aliele segregation from para gene marker
(Vall,016Is0) indicated that the presence of two alleles (Is01,016) segregating from the
resistant line was significantly associated with 100% survival following permetrhin
exposure. The presence of two alleles from the susceptible line was associated with 13 %
survival.

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

Recientemente se ha estimado que mas de 2.5 billones de personas viven en regiones
con prevalencia de fiebre por dengue hemorragico. El dengue es la segunda enfermedad
tropical mas importante, aproximadamente ocurren entre 50 a 100 millones de casos
anuales de fiebre por dengue y 500,000 casos anuales de ficbre por dengue hemorragico.
El dengue se ha convertido en la enfermedad arboviral que causa mas morbilidad y
muerte en humanos, ademas de ocasionar pérdidas econdmicas importantes en paises de
tercer mundo y en vias desarrollo (WHO, 1697).

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

A pesar de que disponemos de herramientas genético-moleculares para deteccion de
alelos, aun carecemos de informacion sobre los principales genes que controlan la
resistencia, sus efectos, heredabilidad y respuesta a la seleccion con insecticidas. En el
presente trabajo, disefiamos una familia de mapeo F3, donde se¢ determind cuales loci
controlan la resistencia a la permetrina en mosquitos adultos de. aegypri. Ademas, una
prueba diagnostico-molecular que detecta alelos del locus Val1016[s0 fue desarrollado

para detectar la resistencia tipo &dr en éste mosquito.



HIPOTESIS

La resistencia a la permetrina en el mosquito Ae. aegypti, es un rasgo cuantitativo que
es controlado por varios genes. Fl mépeo de QTLs podri identificar las principales
regiones del genoma con mayor efecto en la resistencia/susceptibilidad del mosquito al
insecticida permetrina. Este estudio permitira desarrollar pruebas diagnéstico-
moleculares sencillas y no costosas para detectar alelos asociados con la resistencia a la

permetrina,



OBJETIVOS

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

mosquito Aedes aegypti de México.

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

mutaciones asociadas con resistencia fipo kdr.

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

familia de mapeo.



