RESULTADOS

6.1. Cepa de Ae. aegypti resistente a la permetrina

Los adultos de las generaciones de mosquitos F2, F3 0 F4 provinientes de Cd.
Constitucion, Coatzacoalcos, Mazatlan, Islas Mujeres y la cepa susceptible de referencia
New Orleans, fueron sometidos a varias concentraciones de permetrina para determinar la
LCso0. La proporcién de resistencia (RR) fue calculada dividiendo las LC50 obtenidas,
entre la LC50 de 1a cepa de New Orleans.

En la tabla 2, se muestran las [.C50 para las colecciones evaluadas. La LC50 de la
poblacién de Islas Mujeres fué 25 veces mayor a la cepa susceptible New Orleans. Las
LC50 de las colecciones de Mazatlan y Cd. Constitucion fueron ~2.5 veces mayores a la
de New Orleans.

Los mosquitos de las cepas New Orelans, Cd. Constituciéon y Mazatlan, tuvieron una
concentracion letal 90 (1.C90) de 0.5 y 0.7 pg de permetrina, respectivamente. La
totalidad de los mosquitos expuestos al insecticida cayeron derribados a la hora de
exposicion. Por otro lado, la coleccién de Islas Mujeres tuvo una LC90 de 7.2 pg de
permetrina/botella. Alrededor del ~13% de los mosquitos sobrevivientes, no fué
derribado, lo cual sugiri6 la presencia del mecanismo de resistencia al derribe (kdr).

Las colecciones de Cd. Constitucion, Mazatlan e Islas Mujeres fueron seleccionadas
con su respectiva LC350 de permetrina durante tres generaciones. La mortalidad de las
cepas de Cd. Constitucion y Mazatlan no se vid afectada por la seleccién, sin embargo, la
mortalidad de Islas Mujeres disminuyo drasticamente después de tres generaciones de
seleccion.

La cepa resistente a permeirina fue designada IMUS (Islas Mujeres seleccionada con
5.0 pg de permetrina), seguido por la generacién filial. Los mosquitos adultos de la

generacion F2 de Islas Mujeres fueron expuestos a la concentracion de permetrina de 5.0

62



pg/botella por un tiempo de 1 hora, El derribe registrado a la hora (knockdown) y la
mortalidad a las 24 horas fue de 88.7 y 78.5 % respectivamente.

Los mosquitos IMUS5-F2 sobrevivientes a la exposicion al insecticida (~21.0%) fueron
colectados y colocados en una jaula para permitir la copula. Las hembras fueron
alimentadas con sangre para la produccion de huevecillos F3. Estos fueron criados hasta
adultos y sometidos a las mismas concentraciones de permetrina, obteniendo un derribe y
mortalidad de 24 y 1.6 %, respectivamente. La disminucion del porcentaje de mortalidad
indicd que alglin mecanismo de resistencia fue seleccionado y heredado a la siguiente
generacion. En la fabla 3, puede observarse el nimero de mosquitos seleccionados
mediante esta metodologia.

Las cepas resistentes tienen como funcién ser referencia para comparaciones con otras
cepas o poblaciones de campo. La cepa IMUS5-F4 fue mantenida en el laboratorio para
iniciar la identificacion de los mecanismos genéticos que controlan la resistencia a
permetrina. La generacidn IMUF5-F4 tue utilizada para generar una familia de mapeo e
identificar los QTLs asociados a la resistencia a la permetrina. Por otro lado, la
generacion IMUF5-F38 fue utilizada para la bisqueda de polimortismos en el canal de

sodio.

6.2. Busqueda de polimorfismos-SSCP en la region DIIS6 del gen para de Ae. aegypti
6.2.1. Regiones de ADN amplificadas

Los iniciadores kdrD2T6 disefiados para amplificar al dominio II segmento
transmembranal 6 del gen para (canal de sodio dependiente de voltaje), amplificaron dos
bandas de PCR. Una de las bandas de ~470 pares de bases (pb) fue amplificada a la
temperatura de 56°C y la segunda banda presento alrededor de 600 pb a la temperatura de
46°C. Los dos productos de PCR amplificados fueron extraidos y purificados del gel de
agarosa (QIAquick gel extraction kit), ¢clonados en el vector topo 2.1 (TOPO TA cloning
kits) y posteriormente cultivadas en cepas de E. coli competente. Después de la seleccion
con ampicilina, se seleccionaron 10 colonias,

El PCR de las clonas se realizo utilizando los primers kdrR2T6. Fragmentos de 400 a
420 pb fueron obtenidos en tres de las clonas: 7.2, 7.4 y 7.6. Las clonas 2.2, 24 y 2.8
amplificaron regiones de ~600 pb. Los fragmentos fueron purificados (QIAprep Spin
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Miniprep kit) y secuenciados (Davis, California) con los primers M13 y T7. Las
secuencias fueron editadas y analizadas con el programa SeqMan y Clustatw
respectivamente.

Las secuencias de las clonas fueron sometidas a un Blast de nucledtidos
(ncbi.nlm.nih.gov), los resultados indicaron que las secuencias 7.2, 7.4 y 7.6 pertenecen
al gen del canal de sodio dependiente de voltaje de Ae. aegypri (VGSC o gen para)
exactamente el dominio II, segmento transmembranal 6, con una identidad mayor al 98 %
(nimero de acceso AY663385). Por otro lado, las secuencias obtenidas de las clonas 2.2,
2.4 y 2.8 correspondieron al receptor homologo de la hormona receptora de esteroides del
mosquito de. aegypti (nimero de acceso AF106703).

El segmento amplificado por los iniciadores kdrDD2T6 a la temperatura de 56°C,
incluye al exon 20 (81 bp), intrdn 20 (229 a 247 pb) y parte del exon 21 (88 pb) del gen
para. Al analizar el alineamiento de las secuencias de las tres clonas, ningin
polimorfismo fue identificado en €l exén 20. El intron 20 fue cuatro veces mas grande
que ¢l intron reportado para anofelinos (62 pb), conteniendo inserciones y deleciones
abundantes. Por ultimo, la secuencia del exén 21 fue conservada, a excepcion de dos
polimorfismos, en los codones 1016 y 1037, En la figura 1, s¢ muestra el orden de los
exones e intrones de la region amplificada por los inciadores kdrD2T6 en tres clonas de
un pool de ADN de Aedes aegypti.

La secuenciacion del fragmento obtenido por los iniciadores kdrD2T6, permitio el
discilio de tres pares de iniciadores con mayor especificidad: kdr2, kdr3 y kdr4. Los
iniciadores kdr2 (5’-ATGTGGGATTGTATGCTTIG-3' y S5 -GATGAACCGAAATTGGAC-3)
amplificaron un fragmento de 370 a 385 pares de bases, incluyendo parte del exén 20,
intron 20 y ¢xon 21. El par de iniciadores kdr3 (5°-GGGTGACGTGTCCTGTAT-3" y 5'-
GTYGGTTAGCACGAWAGA-3") amplificé al exon 20 y parte del intrén 20 (270-285 pares
de bases). Por ultimo, el iniciador kdrd (5°-GTGGGATTGTATGCTTGT-3" y 5'-
YAGAWGAACTYCCAAACG-3’) amplificé un fragmento de 107 pares de bases del exdn 20.

Las secuencias de los iniciadores aparece en la tabla 4.

6.2.2. Analisis de polimorfismos-SSCP del exén 20 en el gen para



Debido a que la region amplificada por los iniciadores kdrd4 contiene las dos
mutaciones asociadas con la resistencia tipo kdr a piretroides vy DDT en Ae. aegypti
(Brengues et al., 2003), decidimos iniciar la busqueda de polimorfismos en esta region
del gen. Los productos de PCR (107 pb) de ~400 mosquitos Ade. aegypti de las
poblaciones de Loreto, Tecate, Cd. Constitucion, Islas Mujeres F2 y la cepa susceptible
de referencia New Orelans, fueron analizados mediante la técnica SSCP,

En los ~400 individuos, fueron detectados ocho distintos patrones-SSCP. En la figura
2, se muestra un gel con los distintos patrones de bandas obtemdos a partir de la
amplificacion del par de iniciadores kdrd. La secuencia de dos productos de PCR por
cada parton-SSCP fue analizada, sin embargo, no fueron encontradas diferencias a nivel
de nucledtidos. Estos resultados sugirieron que ésta regién es muy conservada, o bien,
que estas poblaciones de mosquitos no son polimorficas en el exén 20.

Fue hipotetizado que los distintos patrones-SSCP en el exon 20, fueron ocasionados
por los polimorfismos presenies en el iniciador de cadena negtiva (5-
YAGAWGAACTYCCAAACG-37). Este iniciador reverso fue disefiado en el inicio del intrén
20 e incluye tres polimorfismos. Si se asume que el nimero de posibles nucleétidos en
cada uno de los ires locus es dos (2%), entonces pueden obtenerse 8 distintas
combinaciones de nucledtidos, esto coincide con los 8 patrones-SSCP encontrados en las

cuatro colecciones de mosquitos.

6.2.3. Andlisis de polimorfismos-SSCP del exon 21 ¢n ¢t gen para

El analisis SSCP de la region amplificada por los iniciadores kdr2 fue realizado en la
cepa resistente a permetrina IMUS-F4 y en la cepa susceptible de New Orleans. Tres
distintos haplotipos fueron obienidos. La secuencias de ADN de cuatro individuos de la
cepa IMUS-F4 y dos de la cepa New Orleans fueron comparadas y alineadas utilizando
Clustalw (clustalw.genome.ad.jp).

En ambas cepas de mosquitos, las secuencias de nucledtidos fueron conservadas a lo
largo del exon 20 y algunos polimorfismos fueron encontrados en el intron 20. Sin
embargo, la cepa resistente IMUS5-F4 presentd un simple polimorfismo en el exon 21, éste
consistid en un cambio de guanina a adenina en la primera posicion del coddén

Valinal ,016 (GTA-> ATA), ocasionando una substitucion de amino4cidos de valina (Va/)
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a isoleucina (Jso). Esta mutacion fue denominada Vall,016/so. En la figura 3 se muestra
la posicion de ésta mutacioén junto con las mutaciones reportadas por Brengues et al.
(2003).

El aminoécido valina en el codon 1,016 es considerado un aminécido silvestre, ya que
varias de las librerias de ADN de Aedes aegypti han coincidido con éste aminoacido en
esta posicién. Una de las secuencias de los mosquitos de Islas Mujeres fue homocigota
silvestre G/G (Vall,016/ Vall,016) y tres fueron heterocigotas A/G (Vall,016/Is01,016).
Ninguna de las secuencias provinientes de New Orleans presenté al alelo mutante
Is01,016, sugiriendo que la mutacion Vall,016Ise podria estar relacionada con la

resistencia a la permetrina en la cepa de Islas Mujeres.

6.2.4. Sistemas de PCR para Deteccion de Alelos en los Codones Isol,011 y Vall,016
del gen para mediante Curva de Desnaturalizacion

En esta seccion se describe el disefio de un ensayo-molecular mas especifico y
sencillo, que detecta las mutaciones Isol,01 1Met y ¥all,016Gly reportados por Brengues
et al., (2003}. Por otro lado, tambi¢n las mutactones Jso1,011Val reportada por Black
(2006 no publicada) y la mutacion Yall016/so encontrada en este trabajo. Los iniciadores
especificos para detectar ¢stas cuairo mutaciones s¢ muestran en la tabla 4. Las
frecuencias genotipicas para las mutaciones /sol1,011Met, Isol,011Val y Vall016iso se

muestran en 1a tabla 5.

6.2.4.1. Sistema Isol,011Mer

Los iniciadores discfiados para identificar la mutacion de adenina a guanina en la
tercera posicion del codon Isel,011, amplificaron productos de PCR-especificos que
pudieron ser discriminados por curva de desnaturalizacion, a la temperatura de 79°C para
el alelo silvestre adenina (fs01,011) y de 84°C para el alelo mutante guanina (Mez¢1,011).

En las 32 colecciones de mosquitos evaluadas, detectamos al genotipo homocigoto
silvestre Is01,011/Is01,011, heterocigoto Iso1011/Met1,011 y al genotipo homocigoto

mutante Met1,011/Mer1,011. Los tres genotipos estuvicron presentes en las cepas
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susceptibles de referencia New Orleans y Rockefeller, sugiriendo que esta mutacion es
neutral, es decir, no tiene ningun efecto en la resistencia a insecticidas.

Por otro lado, la cepa seleccionada con propoxur por 14 generaciones (Bisset ef al.,
2006) presento una alta frecuencia del alelo mutante Mef1,011/Met1,011. Los piretroides
y propoxur tienen mecanismos de accion muy distintos y la presencia de éste alelo,
probablemente se debe a la reduccion de la variabilidad genética desde las primeras
generaciones de seleccion de ésta cepa.

La frecuencia del alelo mutante Mez1,011 no varié entre la cepas de Santiago de Cuba
(anterior a seleccién) y la generacion 12 seleccionada con deltametrina (Deltal2), sin
embargo, se vio reducida en la generacion 13 seleccionada con deltametrina (Deltal 3).
Con la misma tendencia, la frecuencia del alelo Met1,011 en la cepa de Islas Mujeres F2
(anterior a seleccion) se vid disminuida después de cinco generaciones de seleccion con
permetrina (IMUSF-8). Estos resultados sugirieron que esta mutacién no se encuentra

asociada con la resistencia a la permetrina.

6.2.4.2. Sistema fs01,011¥Val

El sistema que detecta la mutacion adenina a guanina que ocurre en la primera
posicion del codon Isel,011, discrimindé al alelo silvestre Isol,011 (adenina) a la
temperatura de desnaturalizacion de 79°C y al alelo mutante Val1,011 (guanina) a la
temperatura de 84°C. No fueron encontrados homocigotos mutantes Fall,011/Val1,011,
en ninguna de las colecciones; cerca de 20 colecciones de mosquitos presentaron
heterocigotos Is01,011/Vall,011.

La frecuencia del alelo mutante Val1,011 vario enire 0.01 y 0.188 en las 20
colecciones de mosquitos. La frecuencia de este alelo disminuyo de la generacion 12 a la
generacion 13, de la cepa seleccionada con deltametrina. El alelo mutante se present6 en
una frecuencia de 0.044 en la coleccion de Islas Mujeres y despues de cinco generaciones
de seleccién con permetrina desaparecid. Estos resultados sugieren que esta mutacion no

esta iImplicada en la resistencia tipo kdr en las cepas seleccionadas con piretroides.
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6.2.4.3. Sistema Vall 0161s0

El sistema disefiado para identificar la mufacién gnanina a adenina que ocurre en la
primera posicion del codon 1,016, detecté al alelo silvestre guanina (Val1,016) a una
temperatura de 84°C y al alelo mutante adenina (Iso1,016) a la temperatura de 79°C. En
la figura 4, una grafica muestra los picos de temperatura de desnaturalizacion para cada
alelo en el sistema Vall,016/s0.

Dos colecciones dc mosquitos de campo presentaron homocigoios mutantes
Is01,016/Is01,016 (Ciudad Habana y Panamd) y 20 de las colecciones o cepas
seleccionadas, presentaron heterocigotos Vall,016/Is01,016. La frecuencia del alelo
mutante 7s01,016 varié entre 0.01 a 0.22 en colecciones de campo. Las cepas
seleccionadas con insecticidas tuvieron frecuencias del alelo Iso!,1016 entre 0.4 y 1.0.

Las cepas seleccionadas con permetrina (IMUS-Fg), deltametrina (Santiago de Cuba
F12 y F13) y la cepa seleccionada con propoxur (Santiago de Cuba F14) mostraron
mayores frecuencias del alelo mutante Iso1,016. La cepa de Santiago de Cuba resistente a
deltametrina, tuvo una frecuencia que aumento de 0.56 a 0.86, de la generacion Fi2 a F13
respectivamente. En la cepa de Islas Mujeres, la frecuencia del alelo /so1,1016 aumentd
de 0.22 en 1a poblacion de campo, a 1.0 después de cinco generaciones de seleccidn. La
cepa seleccionada con propoxur presento una frecuencia del alelo Isol,1016 de 0.4.

El aumento en la frecuencia del alelo Is01,016, conforme a la seleccién con
piretroides, sugirio la implicacion de ésta mutacion en la resistencia tipo kdr del mosquito
Ae. aegypti. En el andlisis de QTL se muestra la asociacion de este alelo con la resistencia

a la permetrina.

6.2.4.4. Sistema Va{l,016Gly

Este sistema discrimino al alelo silvestre guanina (Fa/1,016) y al alelo mutante timina
(Gly1,016) que ocwrren ¢n la primera posicion del codén 1,016, a una temperatura de 79
y 84°C, respectivamente. El alelo mutante Gly1,011 no fue encontrado en ninguna de las
32 colecciones de mosquitos, indicando que esta mutacion no ocurre en poblaciones de
Ae. aegypti de América. La prueba fue estandarizada con ADN de mosquitos provinientes

de Tailandia.
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6.2.4.5. Sistemas de PCR de alelos especificos son resueltos en geles de agarosa

Una desventaja de la deteccion de alelos especificos mediante curva de
desnaturalizacion, es ¢l alto costo de las maquinas de PCR-tiempo Real. Una de los
propésitos de éste proyecto es desarrollar pruebas-diagnéstico econdmicas y sencillas
para deteccion de alelos resistentes. Para reunir este objetivo, los productos de las
reacciones de PCR alelo-especifico, fueron fragmentados por electroforésis en geles de
agarosa al 3.5 y 4.0 % disuelto en buffer TBE 1X.

En la figura 5 se muestra un ge¢l de agarosa de alta resolucién (GenePure HiRes
agarose). Los productos de PCR alelo-especifico para el sistema Vail,016/so0 fueron
fragmentados, una banda de 68 pares de bases (bp) a partir de un mosquito homocigoto
para el alelo resistente /sol,1016/ Iso1,1016 (A/A) fue amplificada por el iniciador de
cadena corta. Una banda de 85 pb fue obtenida a partir de mosquitos homocigotos
susceptibles Vall,1016/ Vall,1016 (G/G) y ambas bandas se detectaron en los mosquitos
heterocigotos ¥ail,1016/ Iso1,1016. Los sistemas [sol,011Met e Isol,011Val también

fueron resueltos en geles de agarosa al 4 %.

6.2.4.6. Evolucion de las mutaciones kdr

Hubo un total de 274 sitios en las 88 secuencias alineadas (utlizando a An. gambiae
como un grupo externo), incluyendo al intrén y las regiones que lo rodean (exén 20 y 21).
En las secuencias de Ae. aegypti, hubo 114 sitios segregativos y 31 de estos sitios
presentaron inserciones/deleciones. Hubo 31 haplotipos, una diversidad de nucleétidos de
1=0.146, el numero promedio de diferencia de nucledtidos fué k=35.58. Sin embargo, la
diversidad no estuvo distribuida uniformemente a lo largo del intrén. Los primeros 100
nucledtidos del intrén estuvieron relativamente conservados, al igual que los Utlimos 75
nucleodtidos.

El nimero minimo de eventos de recombinacion fue R,=33, indicando abundante
recombinacion entre los sitios segregantes dentro del intron. Sin embargo, hubo una gran
cantidad de desequilibrio de unoén entre los sitios segregantes. De 5,356 comparaciones
de pares entre los sitios segregantes, 2,409 (45%) fueron significativos usando la prueba

exacta de Fisher, y 1,803 (34%) fueron significativas al usar la correccién de Bonferroni.
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El desequilibrio de union no estuvo distribuido uniformemente en todos los sitios
segreganies. Los alelos en las posiciones 1 y 3 del coddn Isol,011, estuvieron en
desequilibrio significativo con 4 de los 103 sitios, v la magnitud del desequilibrio fue
baja. En contraste, las posiciones 1 y 3 del codén Val1,016 estuvieron en desequilibrio
significativo en 5% y 36 de los 103 sitios respectivamente, mieniras que la posicion 2 del
codon estuvo en desequilibrio significativo con 3 de los 103 sitios.

La filogenia de maxima parsimonia del intréon 20 y de las regiones que lo rodean, a
partir de 87 mosquitos con diferentes genotipos en los codones 1011 y 1016 fue
analizada. El analisis bootstrap indicd la presencia de 3 cladas, con un soporte mayor al
80%. Esta fucron denominadas cladas 1, 2 y 3. En la figura 6 se muestra la alineacion de
las tres cladas obtenidas a partir del anélisis del intrén 20 del gen para.

Las frecuencias de alelos Isol,011, Mer1,011, Vall,011, Is01,016 v Gly1,016 fueron
comparadas entre las tres cladas. La frecuencia de [Isol,011 estuvo distribuida
independientemente entre las tres cladas (prueba de Fisher P=0.1654), asi como Vall,011
(P=0.0874) vy Met1,011 (P=0.7465). Sin embargo, hubo un evidente exceso de Vall,016
en la clada 1 (P=3.38 x 10%) y un exceso de I501,016 en la clada 2 (P=7.39 x 10'%. El
alelo Gly1,016 estuvo independientemente distribuido entre las tres cladas (P= 0.4629).
6.3. Mapeo de QTL que controlan la resistencia a la permetrina en Ae. aegypti
6.3.1. Fenotipo de la familia d¢ mapeo

Cinco familias de mapeo F3 fueron seleccionadas en base al mimero de huevecillos
que fueron obtenidos. Las L.C50 de¢ permetrina para las familias de mapeo-F3: 1.1, 3.5,
5.1, 6.4 y 14.3, estuvieron entre un rango de 0.7 a 1.5 pg de permetrina por boiella. La
familia F31.1, con una LC50 de 1.2 pg/botella fue elegida para realizar el mapeo de
QTLs.

Alrededor de 780 adultos de la familia de mapeo F31.1, fueron expuestos a una
concentracion de permetnina de 1.2 pg/botella. Después de la hora de exposicion, fue
registrado un total de 127 (16%) mosquitos vivos. El restante 84 % de los mosquitos
cayeron derribados a la hora de exposicion, sin embargo, a las cuatro horas post-
exposicion se registraron 293 (39 %) mosquitos recuperados y 351 (45%) mosquitos
muertos. El ADN de cada uno de los individuos fue extraido, registrando ¢l sexo del

mosquito.
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6.3.2. Marcadores-SSCP informativo ¢n la familia de mapeo F31.1

De un total de 107 pares de iniciadores de los genes de resistencia que fueron
optimizados con el pool de ADN de Puerto Rico, 15 no pudieron ser amplificados. Esto
posiblemente se debe a errores en el disefio de iniciadores, o bien, a la presencia de
intrones lo suficientemente grandes como para evitar la amplificacion. En la tabla 6, se
muestra una lista de los genes analizados en la familia de mapeo junto con la secuencia
de iniciadores y temperatura de alineamiento

Las regiones amplificadas por los 92 genes de resistencia restantes, fueron sometidas
al analisis SSCP con la finalidad de identificar polimorfismos. Los patrones de bandas-
SSCP fueron comparados entre abuelos-P1, padres-Fl y 10 individuos de la progenie
F31.1. Sc¢ obtuvo un total de 31 marcadores monomorficos (no informativos) y 61
marcadores polimoérficos (informativos).

Por otro lado, se utilizaron marcadores-SSCP obtenidos de ADN complementario de
genes previamente mapeados (Fulton, 2000; Gomez-Machorro, 2004). Alrededor de 43
marcadores genomicos fueron amplificados y analizados por la técnica de SSCP en los
abuelos-P1, padres-F1 y 10 individuos de la progenie-F3. En ¢l cromosoma I, sicte
marcadores fueron monomorficos y 11 polimoérficos. En el cromosoma I1, analizamos 16
marcadores, de estos ocho fueron polimdrficos. Por utlimo, en ¢l cromosoma III, de
nueve marcadores analizados, ocho resultaron polimorficos. En suma, obtuvimos 16
marcadores monomérficos y 27 polimorficos. En la tabla 7, se muestran los marcadores-
SSCP utilizados en el mapeo de la familia F31.1. La secuencia de los iniciadores fue
tomada de las publicaciones de Fulton ef al., (2001) y Gomez-Machorro et al., (2004).

En total, obtuvimos 88 marcadores-SSCP informativos en la familia F31.1 (61
marcadores de resistencia y 27 marcadores gendmicos). Las secuencias de ADN
amplificadas por 51 genes de resistencia y 19 marcadores genémicos fueron obtenidas a
partir de los abuelos P1 y padres F1 de 1a familia F31.1.

La reduccion en el nimero de marcadores analizados, s¢ debié a que fue necesario
elegir a los marcadores gendmicos que estuvieran lo suficientemente alejados en el mapa
genético (10cM). Por otro lado, debido a que los genes de resistencia no habian sido
previamente mapeados, decidimos que si dos o mas genes de resistencia compartian el

mismo contig, solo uno de ellos seria enviado a secuenciar. Esto fuc para evitar la
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redundancia de marcadores en la misma posicidn genética, ya que se espera que los genes

de un mismo contig segreguen juntos debido a su proximidad.

6.3.3. Marcadores-SNP informativos usando los sistemas de deteccidn de alelos
especificos en la familia de mapeo F31.1

Las secuencias de la abuela-Pi, abuelo-P1, madre-F1 y padre-F1 de la familia de
mapeo, fueron analizadas en 51 genes de resistencia, sclo 34 genes resultaron parcial o
completamente informativos. A partir de estos 34 genes, se disefiaron sistemas para
deteccion de SNPs. Un total de 21 sistemas de genes de resistencia trabajaron conforme a
la segregacion esperada, siete sistemas no desarrollaron curvas definidas y seis sistemas
no segregaron como marcadores informativos.

Por otro lado, las secuencias de los 27 marcadores-genémicos fueron analizadas, 19
genes resultaron completa o parcialmente informativos. Los sistemas para deteccion de
SNPs de estos 19 marcadores fueron analizados en los abuelos-P1 y padres-F1. En total,
nueve sistemas segregaron conforme a lo esperado y diez no presentaron curvas de
desnaturalizacion definidas.

Los marcadores-SNP de los genes previamente mapeados estan distribuidos en todo €l
genoma, fres sistemas en ¢l cromosoma I {cathepsin, ARC2 y APN), dos sistemas en el
cromosoma 1l (mucin y chymotrypsin} y 5 sistemas en el cromosoma IlI (maltase,
vitelogeninC, UGALS, Vall016lso v apyrasel). El sexo es un marcador fenotipico
visible, dicho marcador se encuentra en ¢l cromosoma I.

En total, 32 marcadores-SNP basados en sistemas de PCR especifico para alclos
fueron informativos en la familia de mapeo F31.1. Nueve sistemas de deteccion de SNPs
se basaron en genes previamente mapeados (Fulton ef ql, 2001). Los 21 sistemas
restantes, se disefiaron a partir de genes de resistencia que nunca han sido mapeados y su
rol exacto en la resistencia es desconocido.

En la tabla 8, se muestra ¢l nombre de los marcadores-SNP, el gen a partir del cual se
diseiio el sistema de deteccion de alelos, 1a secuencia del iniciador y el cromosoma donde
fue mapeado cada marcador. Los genes que inician con el prefijo CYP corresponden a

genes de monoxidasas del citocromo-P450, los genes que inician con el prefijo CCE
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pertenecen a la familia de las carboxi-esterasas y los genes que inician con el prefijo GST
corresponden a los genes de la familia glutatién-s-transferasas.

El genotipo de cada uno de los 441 individuos de la familia F31.1, fuc determinado
para cada uno de los 32 marcadores-SNP. Los alelos especificos de cada marcador-SNP
fueron discriminados mediante la lectura visual de las graficas de la curva de

desnaturalizacion.

6.3.4. Posicion de los marcadores de resistencia en el mapa genético

La posicion genética de nueve marcadores gendmicos y de 21 nuevos marcadores de
resistencia fue estimada utilizando el programa JoinMap. El umbral LOD donde los
marcadores fueron separados en ires grupos de unidn (cromosomas) fuc LOD= 3.1. A
partir del umbral 5.9, un solo marcador del cromosoma III formo un cuarto grupo de
unién, indicando una buena consistencia en el mapa genético.

La posicion de los marcadores gendmicos coincidid en su mayor parte con las
posiciones del mapa genético previamente publicado (Black y Severson, 2005). Sin
embargo, fue necesario hacer algunos ajustes en el cromosoma I y II1. Para el cromosoma
I, se did un orden fijo a los marcadores gendmicos cathepsinB, sex, ARC2 y APN. Para el
cromosoma II no se hicieron ajustes ya que €l orden de los marcadores fue consistente,
Por dtlimo, en el cromosoma III, utilizamos un orden fijo de marcadores genomicos
(mall, vitgconv, UGALS y Apyr2) y manualmente se asignaron valores LOD altos (~90) a
cada marcador. Con estos ajustes, el mapa genético obtenido en el programa IMMAP, fue
consistente con los mapas genéticos previamente publicados.

La posicion genética de los marcadores de resistencia se basd en los valores LOD mas
altos para las comparaciones entre pares de genes. Valores LOD mayores a tres, por lo
general soportan fuertemente la veracidad de la distancia genética entre parcs de
marcadores. En la figura 7 se muestra la posicion genética de los marcadores-SNP
mapeados a partir de la familia de mapeo F31.1.

Siete de los 22 marcadores de resistencia fueron mapeados en ¢l cromosoma I. La
posicion genctica de los marcadores CYP4C32, CYP4G35, CYPOoPI2v2, CYP6PI2v],
CYPOAEL, CYP6AL3 Y CYP6BB2.] estuvo en los 26, 28, 32, 36, 42, 59 y 66

centimorgans (cM) respectivamente.
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En el cromosoma II, seis marcadores-SNP de genes de resistencia: CCEbe20,
CYP12F5, CCEAelD, GSTe7, CYPIM8 Y CYP9J32 fueron mapeados en las posiciones
25, 31, 33, 37, 49 y 52 cM, respectivamente. Por dltimo, nueve genes de resistencia:
CYP4H30, Vall,016Is0 (para), CYP4H32, CYP325RI, CCFEunk0, CCEael(), CYPSJI9,
CYP9J29 y CYP6BYI fucron mapeados en el cromosoma III, exactamenie en las
posiciones 23, 32, 33, 37, 37, 48, 52 y 53, respectivamente.

6.3.5. Asociacién genotipo-fenotipo en los 32 marcadores-SNP

Una prueba de contingencia chi-cuadrada indicé que los genotipos de 18 marcadores-
SNP, no estuvieron distribuidos independientemente del fenotipo (vivo, recuperado y
muerto), dando una pista de cuales genes podrian estar asociados con la resistencia. En la
familia de mapeo F31.1, la variacién en la suceptibilidad a la permetrina, exhibi6 una
asociacion significativa con los genotipos de los marcadores CYP6P12vl y CYP6BB2.1
en el cromosoma I, con valores de probabilidad F de 9.27x107 y 1.64x107",
respectivamente.

En el cremosoma 11, los genotipos de cuatre marcadores-SNP: Mucin, CYPI2FS,
Chymo y CYP9MS estuvieron significativamente asociados con el fenotipo. Los valores
de probabilidad p variaron entre 5.4810 x10*y 7.11 x10”, Estos cuatro marcadores s¢
encontraron distribuidos a lo largo del cromosoma II, a 28, 31, 43 y 49 cM,
respectivamente.

Los marcadores con probabilidades (p) menores, es decir aquellos mas fuertemente
asociados con la resistencia estuvieron en ¢i cromosoma IIl. A excepcidn del marcador
Apyrl localizado a 57 cM, todos los marcadores analizados en el cromosoma I1I,
estuvieron significativamente asociados con ¢l fenotipo. Los marcadores mas fuertemente
asociados con la susceptibilidad a insecticidas fueron: Vail,016/so0 (para ¢ kdrj,
CCEunk0, CYP325R1 y CYP4H32, sugiriendo que estos controlan en cierto grade la
respuesta a la exposicion a la permetrina.

La asociacién genotipo-fenotipo mds evidente, fue exhibida por el marcador
Vall, 016Ise (p= 9.14 xlO'sg) ¢n el gen para. La presencia de dos alelos muiantes A/A
(/s01,016/Is01,016) heredados por la abuela resistente a la permetrina (IMUS-F4) fue

correlacionado con ¢l fenotipo vive ¢n un 100%. Estos mosquitos no fueron derribados
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por el insecticida, indicando que estos mosquitos presentan el mecanismo de resistencia
tipo kdr.

La presencia de un solo alelo heredado por la abuela (Is01,016/Vall1,016), determind
la sobrevivencia del 43% de los mosquitos, por otro lado, la presencia de dos alelos
heredados por el abuelo susceptible Vall,016/Vall,016 se correlaciond con la
sobrevivencia del 13% de los mosquitos de la familia de mapeo. Este patron indica la
dominancia del alelo ¥all,016 (susceptible) sobre €l alelo 501,016 (resistente), ya que
para que un mosquito no sea derribado por la permetrina, se requieren dos copias del
alelo resistente Isol,016. En otras palabras, una sola copia del alelo resistente no es
suficiente para evitar el derribe a la exposicion a la permetrina.

En la figura 8, se muestra una grafica donde puede observarse la correlacién entre el
fenotipo sobrevivencia en funcién al nimero de alelos heredados por el padre susceptible
(New Orleans). Los marcadores CCEunk0, CYP4H32 y CYP325R1, siguieron un patron
similar al marcador Val1,0167/s0. Para los marcadores CYP4H32 y CCEunkl), €l 75 y 92%
de los mosquitos con dos alelos heredados por la abuela sobrevivieron a la exposicion de
permetrina, mientras que los mosquitos con dos alelos heredados por el abuelo
susceptible tuvicron una sobrevivencia del 18 y 14%, respectivamente.

En la figura 9, se muesira el efecto de los genotipos de los marcadores Va/l,0161s50
CCEunk0, CYP4H32 y CYP325R]I en la recuperacion a las 4 horas de la exposicién a la
pemmetrina. Para los marcadores CYP4/{32 y CYP325R 1, la presencia de uno o dos alelos
provenientes de la linea resistente, estuvo asociada con ~50-65% de la recuperaciéon de
los mosquitos. La presencia de dos alelos provenientes del padre susceptibe estuvo
correlacionada con el ~20-40% de la recuperacion.

En el cromosoma IIl, encontramos un segundo grupo de marcadores: CCEael0),
CYP9J19, CYP9J29 y CYP6BYI asociados significativamente con el fenotipo. Los
valores de probabilidad p se encontraron en un rango de 1.06 x1077 a 3.36 x10%. En
estos marcadores, la presencia de dos alelos heredados por la abuela resistente estuvo
asociada con la resistencia al derribe en el ~50% de los mosquitos. La presencia de¢ un
solo alelo heredado por la abuela resistente estuvo correlacionado con el ~17 al 20% de la

sobrevivencia, mienfras que la carencia de alelos heredados por la abuela resistente,
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estuvo asociado con ¢l ~6-10% de la sobrevivencia a la exposicion a la permetrina (ver
Figura 10}.

Por otro lado, la presencia de uno o dos alelos heredados por la abuela resistente, en
los marcadores CCEael0, CYP9J19, CYP9J29 y CYP6BYI, estuvo relacionada con el
~48-55% de la recuperacion de los mosquitos a las 4 horas post-exposicion. La carencia
de alelos resistentes en el marcador CCEae/d. estuvo relacionada con el 0% de la
recuperacion, mientras que en los otros marcadores, la presencia de dos alelos del padre
susceptible estuvo asociado con el 15-40% de la recuperacion (ver Figura 11).

En el cromosoma II, los marcadores CYPI2F5, CCEaEID, GSTe7 y Chymo,
estuvieron asociados con ¢l fenotipo recuperacion en los mosquitos expuestos a la
permetrina. Entre ¢l 58 al 88% de los mosquitos que presentaron dos alelos heredados por
la abuela se recuperaron a las 4 horas de exposicion a la permetrina. Entre el 42 al 60%
de los mosquitos con un solo alelo heredado por la abuela fueron capaces de recuperarse.
Por otro lado, de los mosquitos que carecen de alelos heredados por la abuela, solo el

~35% se recuperd (ver Figura 12).

6.3.6. Mapeo de QTL que controlan la resistencia a la permetrina

La evidencia de la asociacién del fenotipo con cierto marcador, es medida mediante
los valores LOD. El valor LOD (log of odds ratio) se refiere a 1a probabilidad de rechazar
la hipotesis nula (Ho= la correlacion entre fenotipo y genotipo es equivalente a 0). Un
valor LOD equivalente a 3.0, indica que la probabilidad de que un marcador se
correlacione con el fenotipo (Hq), es 1000 veces mas grande que la hipotesis nula (Ho).
En cada analisis, un valor LOD umbral, es calculado a partir de 1000 permutaciones en el
programa Cartographer. Todas las probabilidades bajo esta linea umbral son consideradas
no-significativas.

El mapeo de intervalos (MI) y mapeo de intervalos compuestos (MIC) fue realizado
con €l programa Cartographer. El analisis de Mapeo de Intervalos utilizando al set
completo de datos, identificé tres loci que sobrepasan significativamente al umbral L.OD
(2.1). Los tres loci fueron encontrados en el cromosoma I11.

Uno de estos QTL se encuentra entre 30-33 cM, este loci corresponde al marcador
Vall,016s0 (kdr} y tuvo el valor LOD mas alto (LOD=31). El segundo QTL se encontrd
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entre los 37-47 ¢M, con valores LOD de ~20, los marcadores presentes en éste QTL
fueron CYP4H32, CCEunk0, UGALS y CCEaelo. El tercer QTL se encontré a 51-53 ¢cM
(LOD=22), incluyendo a los marcadores CYP9.J19, CYP9J29 y CYP6BY].

Cuando la totalidad de datos se analizé en el programa de Mapeo Compuesto de
Intervalos (MIC), obtuvimos dos QTL asociados al rasgo resistencia en el cromosoma I11.
El primer QTL se compone del marcador Vall,016/s0 a 31 cM. El segundo QTL se
formo por los genes CYP4H32, CCEunk0 y UGALS. En éste andlisis, los valores LOD de
los marcadores CCEaelo, CYP9J19, CYP9J29 y CYP6BY! no sobrepasaron al umbral
calculado de 2.3.

Los resultados de ambos andlisis indicaron una fuerte correlacion entre el marcador
Vall 016Iso (kdr) con el fenotipo resistencia. La intensidad de ésta asociacién podria
estar enmascarando el efecto de otros genes que quizés tengan importancia en la
sobrevivencia o recuperacion a la exposicion a la permetrina en la familia de mapeo. Para
evadir este problema, fueron creados distintos sets de datos para analizarse
independientemente ¢n ambos programas. Los datos s¢ formateron en el programa
Fortran.

El primer grupo de datos fue separado en dos subgrupos, machos y hembras. En el
segundo grupo de datos, los individuos con un genotipo homocigoto resisiente
(I501,016/Is61,016) para el marcador kdr fueron descartados. Y por dltimo, el tercer
analisis consistid en descartar a los individuos con fenotipo vivos y utilizar solamente los

datos de los individuos recuperados y muertos.

6.3.6.1. Analisis MI y MIC: QTL en hembras y machos

El andlisis de Mapeo de Intervales (MI) identificé tres loci significativos en el
cromosoma [1I, para ambos sexos. El QTI1-1 correspondié al marcador Vall,016/s0 (gen
para o kdr). El segundo QTL identificado correspondié a los marcadores CYP4H32,
CCEunk(), UGALS y CCEaelo y ¢l tercer QTL correspondié a los marcadores CYP9JI9,
CYP9J29 y CYP6BYI.

Los loci correspondicron a los mismos QTL encontrados en ¢l analisis de mapeo de
intervalos inicial, sin embargo, los valores LOD para machos fueron mayores al los

valores LOD calculados para las hembras. Por ejemplo, para €l QTL-1 que corresponde
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al gen kdr, el valor LOD para hembras fue de 13.5, mientras que en los machos fue de
20.1. En la Figura 13, se muestra una grafica de los valores LOD calculados a lo largo de
los tres de cromosomas. Las curvas que sobrepasan al valor LOD-umbral (linea
horizontal), indican la posicién de los loci significativamente asociados al fenotipo
(QTL). Se sugiere que los marcadores que rodean a estos loci, se encuentran asociados al
QTL.

En el analisis de intervalos compuestos, encontramos el mismo patrén de QTLs
identificados en el andlisis MIC del set completo de datos. En este andlisis se encontraron
dos QTLs en el cromosoma III. El primero consistié en el gen kdr y el segundo QTL
correspondio a los marcadores CYP4FH32, CCEunk(, UGALS y CCEaelo (ver Figura 14).

Una diferencia consistente entre los analisis M1 y MIC, es que éste Gltimo, descarta el
efecto de los marcadores CYP9JI9, CYP9J29 y CYP6BY en el cromosoma III. Este
ultimo grupo de marcadores no sobrepaso el umbral LOD de 2.1 y 2.3 para hembras y
machos, respectivamente. En el andlisis MIC, también fue observado que los valores

LOD de los machos fueron mayores a los valores LOD de las hembras.

6.3.6.2. Analisis MI y MIC: QTL al omitir el genotipo resistente Is01,016/7s01,016

para el marcador ¥a/1,016/s0

En ¢ste experimento, se retiraron los datos de los individuos con genotipo
I501,016/1501,016 del marcador Vall,016/s¢. En el mapeo de intervalos (MI), un solo
QTL entre los 40-45 ¢M fue detectado en el cromosoma II. El marcador asociado al
fenotipo en este loci, fue el marcador gendmico chymo. El valor LOD calculado para este
loci (2.3) fue ligeramente mayor al umbral LOD (2.2) (ver Figura 15).

En el anélisis MI, el efecto del gen Adr fue nulo. Estos resultados corroboraron la
fuerza del genotipo Iso1,016/1501,016 al afectar el fenotipo resistencia. Por otro lado, en
éste analisis el efecto de los genes CYP9 (cromosoma IiI) en el fenotipo, fue mas intenso
que kdr, sin embargo no logrd sobrepasar al umbral LOD. En éste anélisis, el cromosoma
I no tuvo ningun efecto en el fenotipo.

Para el analisis MIC, un solo QTL en el cromosoma I, entre los 50-53 cM fue
identificado. Los marcadores genémicos que rodean a este loci fueron APN y ARC2, sin

embargo, en el andlisis de asociacion por chi-cuadrada, ninguno de estos marcadores se
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asocio significativamente al fenotipo. Probablemente, un gen “desconocido” asociado
con la resistencia, se encuentra cerca de estos dos marcadores (Figura 16). En éste
andlisis, pudo observarse un pico no significativo en el cromosoma Il, correspondiendo al
marcador chymo. El valor LOD calculado para este marcador no fue lo suficientemente
fuerte (LOD 2.0) como para sobrepasar el umbral (2.4).

Al retirar los mosquitos con el genotipo (Iso1,016/7s01,016) de la base de datos, se
redujo significativamente el nimero de mosquitos sobrevivientes, por lo cual, la
implicacién de los QTL identificados en éste analisis, constituyen una pista sobre los
principales sitios que podrian estar afectando la resistencia, debida mecanismos distintos

a kdr (por ¢jemplo, mecanismos enzimaticos).

6.3.6.3. Analisis MI y MIC: QTLs al omitir a los mosquitos vivos (resistentes al

derribe)

En ¢l mapeo de intervalos, después de descartar a los individuos con el fenotipo vivos
(kdr), pudieron detectarse dos QTLs, el primero en el cromosoma II v el segundo en el
cromosoma III. El QTL de cromosoma II, se encuentra entre los 25-45 ¢M. Los
marcadores que componen a éste QTL son CYPI2F5, CCEaelD, GSTe7 y Chymo. El
valor LOD de éste QTL ligeramente sobrepaséd al umbral-LOD caleulado (2.0).

El segundo QTL identificado por el analisis M, estuvo localizado entre los 52-53 cM
en el cromosoma III. Los marcadores asociados a este QTL fueron CYP9J19, CYP9J29 y
CYP6BY1, con un valor LOD de 2.3 (Figura 17).

Por unilimo, el analisis compuesto de intervalos, encontré un solo QTL en el
cromosoma I, éste s¢ localizé entre los 48-54 ¢cM. Los marcadores que se asociaron a este
QTL fueron ARC2 y APN. El valor LOD obtenido sobrepas¢ ligeramente al umbral
calculado por este programa (2.0) (Figura 18). Debido a que los genes ARC2 y APN no
han sido asociados con la resistencia a insecticidas, sugerimos que un gen de resistencia
desconocido se encuentra cercano a éstos marcadores.

Los QTL del cromosoma Il y IIl identificados en el analisis MI, no fueron
significativos en el analisis MIC. Mas aifin, €l analisis MIC identifico un QTL en el
cromosoma I, que no fue detectado en el analisis IM. Estas diferencias quizas se deban a

la reduccién en el niimero de datos analizados. Sin embargo, el mapeo de intervalos
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compuestos ha demostrado ser mas preciso en la deteccion de QTLs (Mackay, 2001), por
lo tanto no podemos descartar la bnportancia de éste QTL en la recuperacion de los

mosquitos a la exposicion a la permetrina.

6.3.7. Asociacion enire la segregacion de 1a Mutacion Met1,011 e Iso1,016 en €l Gen
para en la Familia de Mapeo F31.1.

La segregacion del marcador 501,01 1. Mer fue registrada en la famitia de mapeo F31.1.
El genotipo de la abuela-P1 (IMU-F4) fue heterocigoto Iso1,011/Met1,011 para &sta
substitucion, mientras que el abuelo-P1 (New Orleans) fue homocigoto para el tipo
silvestre Is01,011/Is01,011. La generacion filial-1, resulté heterocigota Isol,011/
Met1,011.

Los genotipos homocigoto silvestre, homocigoto mutante vy heterocigoto, fueron
recuperados en los 400 individuos de la familia de mapeo-F31.1, con una proporcion de
91, 29 y 300, respectivamente. La prueba de contingencia chi-cuadrada, no detecto
asociacion entre el fenotipo vive, muerto y recuperado con los genotipos para este
marcador, indicando que la mutacion Isel,01 1Met no esta asociada con la resistencia a la
permetrina.

Debido a la contigliidad de los marcadores Isol,011Met y Vall,016/s0 en el gen para
{~270 pares de bases), fue esperado encontrar segregacion dependiente de alelos entre
¢stos dos loci. Realizamos una prueba de contingencia chi-cuadrada para determinar si
existe asociacion entre los genotipos para ambos marcadores. Los resuitados indicaron
que los genotipos de los marcadores Isol,011Mer y Vail,016is0 segregaron en forma
independiente. Una explicacion a estos resultados es la presencia de recombinacion entre
ambos loci a pesar de su contigiiidad.

La frecuencia de recombinacion calculada entre los marcadores 7sol,011Met y
Vall,0161Is0, mediante JoinMap, fue de 0.21. Sin embargo, el modelo de recombinacion
tedrico (esperado), no se ajustd al modelo observado. En la tabla 9, aparecen los
genotipos esperados y observados para ambos loci. En este modelo, se aplicd una
proporcion de recombinacion de 0.001. Sin embargo el valor de chi cuadrada observada

nunca fue menor al valor chi-cuadrada calculado en el modelo de recombinacion.
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DISCUSIONES

La fuerte presion de seleccion ejercida en la generacion F2 de la poblacion de Islas
Mujeres (sobrevivientes ~20%), parece haber seleccionado el mecanismo de resistencia
por insensitividad del sitio blanco (resistencia kdr). De la misma forma, en el estudio
realizado por Rodriguez ef al., (2005), la cepa Delta-13, fue scleccionada con la LC90
para deltametrina durante 12 generaciones, obteniendo una cepa con resistencia cruzada a
todos los piretroides.

Por lo general, la mayoria de los estudios utilizan este tipo de estrategia para
seleccionar cepas resistentes, sin embargo, una desventaja importante surje al eliminar a
gran parte de la poblacion, disminuyendo la variabilidad genética y por ende, otros
posibles mecanismos de resistencia. Es posible que una presion de seleccion del 50%,
permita la seleccion de otros mecanismos de resistencia ademas de la resistencia tipo kdr.

El fenotipo kdr se refiere a la capacidad de un mosquito a no ser derribado durante la
exposicion a la permetrina. Actualmente, este¢ mecanismo e¢s inferido mediante
bioensayos de resistencia cruzada piretroide-DDT y por el uso de los inhibidores de
enzimas PBO y TPE. Los kits (WHQ) para deteceidon de la resistencia, consisten en
papeletas impregnadas con 0.25% y 1.0% de permetrina. El tiempo de exposicion
recomendado es de una hora. Los datos que comunmente se registran, son €l tiempo
knockdown 50 y la proporcidn de mosquitos vivos, después de una hora y 24 horas post-
exposicion.

Se ha inferido que los mosquitos sobrevivientes a este tiempo de exposicion, son
homocigotos para la mutacién kdr. Sin embargo, los resultados de este trabajo indican
que la frecuencia del genotipo homocigoto-resistente es muy baja (0.0 a 0.2) en las

poblaciones de campo de Ae. aegypti. Esto coincide con los estudios de la frecuencia del
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genotipo resistente en poblaciones de An. gambiae resistentes a piretroides (Ranson ef al,
2000b; Chandre et al., 1999).

Si tomamos en cuenta que los bioensayos son capaces de detectar ¢l mecanismo de
resistencia kdr (Unicamente en organismos homocigotos-resistentes y ademas, la
frecuencia de este genotipo en la poblacion de campo es muy baja, entonces podemos
inferir que la deteccion de este mecanismo de resistencia mediante bioensayos, podria
estar sub-estimando la magnitud de 1a resistencia en campo.

En éste trabajo, la exposicién de los mosquitos de la familia F31.1 a una concentracion
de permetrina de 1.2 pg resultd en la resistencia tipo kdr del 15% y recuperacion del 35%
de los mosquitos después de 4-24 horas. En forma interesante, pudimos observar que la
mitad de los mosquitos recuperados después de 4 horas resultaron heterocigotos para el
alelo resistente. Por lo cual, podemos sugerir que la deteccidn de la resistencia tipo kdr,
estaria mejor fundamentada si el registro de mortalidad se realiza a las 24 horas, en vez
de una hora post-exposicion.

En éste trabajo, se desarrolld la primera técnica para deteccion de alelos asociados
significativamente a la resistencia tipo kdr en el mosquito Ae. aegypti. La mutacion
101,016 puede ser facilmente detectada en geles de agarosa a partir de ADN de
mosquiios colectados en campo. Sin embargo, la prueba diagndstico molecular debe
realizarse en conjunto con bioensayos de susceptibilidad, ya que esta prueba solo es
capaz de detectar la resistencia por sitio blanco.

En refrospectiva, una posible esirategia para la deteccion de este mecanismo de
resistencia en poblaciones de camipo, podria incluir bicensayos de botella a
concentraciones LC50 de insecticidas piretroides, por ejemplo 1.0 pg de permetrina.
Después de una hora de exposicion, los mosquitos pueden ser colocados en un
contenedor a temperatura ambiente; 24 horas después, puede tomarse una muestra de
mosquitos vivos ~30-50 mosquitos, extraer ADN y correr el PCR de alelos especificos.

Ademas de calcular la frecuencia de genotipos heterocigotos v homocigotos en los
organismos sobrevivientes, debe agregarse un nimero de genotipos susceptibles en la
misma proporcion a los organismos sobrevivientes evaluados. Por ejemplo, si la prueba
diagnostico se realiza en 30 mosquitos sobrevivientes, entonces, los datos de 30

mosquitos susceptibles deben agregarse a la base de datos, ya que los bicensayos se

82



realizaron con una LC50. Una vez que se caicule la frecuencia del genotipo/alelos kdr en
poblaciones de Ae. aegypti con resistencia a piretroides, serd posible realizar modelos
donde se pueda calcular la evolucidn de la resistencia en base a la densidad real de
mosquitos, presion de seleccion aplicada con ¢l grupo de insccticidas, la frecuencia y
viabilidad de los genotipos/alelos en la poblacion.

La baja frecuencia de alclos resistentes en poblaciones naturales de mosquitos, en
ausencia de presion de seleccion con insecticidas, podria estar relacionada con una menor
viabilidad de éstos alelos. En el mosquito Culex, 1a resistencia por esterasas elevadas esta
relacionada con un mayor costo en la depredacion, desarrollo larvario prolongado
(Bourget et al., 2004), competencia en la copula (Berticat ef al,, 2002), entre otros. Sin
embargo, los mecanismos que provocan esta baja viabilidad no han sido estudiados en el
mosquito de. aegypti.

La resistencia kdr es el resultado de una alteraciéon en el canal de sodio, dicha
alteracion se debe a simples cambios de aminoacidos que cambian la estructura del poro
del canal de sodio y permiten una mas rapida disociacion entre el insecticida y el poro del
canal. El poro del canal se forma principalmente de aminoacidos con carga negativa, los
cuales atraen una corriente de iones de sodio (+) hacia el interior de la membrana
(Soderlund y Knipple, 2003).

Las substituciones encontradas en el canal de sodio de Ae. gegypti en los codones
Is01,011Met e Iso1,011Val incluyen cambios de aminoacidos no-polares a aminodcidos
anidnicos. Por otro lado, la mutacidn encontrada en Tailandia ¥a/1,016Gly, consiste en
un cambio de aminoacido aniénico a aniénico. La mutacién Val/l,016{se encontrada en
poblaciones de mosquitos de América, consistié en un cambio de¢ aminoacido anionico a
un aminodcido no-polar. Alin se desconoce la forma en que estas mutaciones pueden
alterar al poro del canal.

La respuesta neurofisiologica a piretroides en larvas de de. aegypti con la mutacion
Is01,011Met fue evaluada por Brengues, et al, (2003). Se requirié ~1400 veces mas
concentracion de permetrina para inducir descargas repetitivas en las cepas resistentes,
sugiriendo la asociacion entre la resistencia kdr y la mutacién Isol,011Mer en cepas
resistentes de América del Sur, sin embargo, ¢l estudio manejé una muestra no

significativa (n=10).
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Los resultados de nuestro estudio, indicaron que la frecuencia de los alelos Val1,011 y
Met1,011 no incrementd conforme a la seleccion con piretroides en las cepas de Islas
Mujeres y Santiago de Cuba, sugiriendo que esta mutacion no s¢ encuentra asociada con
la resistencia a los piretroides. Mads aun, la presencia de la mutacién Met1,011 en las
cepas susceptibles de referencia soporta la hipdtesis de la neutralidad de esta ésta
mutacion en los canales de sodio.

Una hipétesis que puede explicar la diferencia entre los resultados de Brengues ef al.,
y los resultados obtenidos en nuestro estudio, es que la mutacion Mer1,011 reportada para
las cepas resistentes a piretroides de Brazil, estuvo acompaiiada de una segunda mutacion
en el codon GH923 confiriendo un cambio a valina (7al923). La evaluacion de la
substitucion Val923 en conjunto con Met1,011 podria ayudar a determinar la importancia
de esta mutaciones en la resistencia en Ae. aegypfi.

La mutacidén kdr que realmente estuvo asociada con la resistencia a piretroides en las
las poblaciones de mosquitos de América, fue Vall,016s0. La primer evidencia, fue ¢l
incremento en la frecuencia del alelo /so1,016 en las cepas seleccionadas con piretroides.
La segunda evidencia consistié en el analisis de asociacion entre los genotipos A/A
(f501,016/1501,016), A/G (Is01,016/Vail,016) y G/G (Vall,016/ Vail,016) con la
respuesta a la exposicion a la permetrina en la familia de mapeo.

El marcador Isol,011Met fue mapeado en la familia F31.1. Debido a que éste coddon
se encuentran a solo ~300 pb de distancia de marcador Vall,0161s0, fue esperado obtener
una asociacion similar entre los genotipos de ambos marcadores y el fenotipo. Sin
embargo, los genotipos del marcador Iso1,011 no estuvieron asociados con la resistencia.

Una explicacion a estos resultados, es la hipotesis que implica la ocurrencia de
recombinacién entre ambos marcadores. Disefiamos un modelo de recombinacién entre
los dos loci, sin embargo, los datos observados no se ajustaron significativamente al
modelo. Se han reportado sitios de alta recombinacién en varios organismos (levadura,
humanos, c¢tc) sin embargo, las bases bioquimicas o biologicas para estos eventos no
estan totalmente elucidadas (Jeffreys et al., 2004).

En forima interesante, la mutacién mas comun en las cepas resistentes a piretroides de
Tailandia es la mutacion Vail,016Gly (Brengues et al.,, 2003). Dicha mutacién no fue

encontrada en las poblaciones de Ae. aegypti de América y el analisis del intron indicd
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que estas mutaciones tienen un distinto origen filogenético. La presencia de dos distintas
substituciones en el codon Fafl,016 en poblaciones de Ae aegypti aisladas
geograficamente, es una evidencia de que muy pocas mutaciones son permitidas en el gen
del canal de sodio (para). A pesar de que ¢l gen para mide ~2100 aminoacidos, solo un
par de substituciones pueden ocurrir sin afectar las funciones fisioldgicas de la proteina.

El fuerte desequilibric de unidén entre las mutaciones 501,016 y Gi¢1,016 y las
regiones intronicas indican que estas mutaciones ocurrieron recientemente y no ha
transcurride tiempo suficiente para restaurar el equilibrio en el gen. La resistencia kdr en
mosquitos es posiblemente una respuesta a la exposicion a piretrinas naturales de las
plantas. Una vez que incrementd la presion de seleccion durante la campana de
erradicacion de Ae. aegypti, mediante el uso del DDT (1940), distintas mutaciones
pudieron haber sido seleccionadas. Actualmente, las mutaciones kdr que encontramos en
las poblaciones de Ae. aegypti son consideradas una secuela de la presion de seleccion
por €l DDT.

Por otro lado, se ha sugerido que el DDT y los piretroides se unen a distintos sitios en
el canal de sodio. En un estudio realizado en Cx. pipiens y An. gambiae, fueron
encontradas distintas substituciones en el mismo codon. La mutacidén mas comun en estas
especies ocurre €l residuo Leucinal 014 donde una mutacion A—>T confiere un cambio a
fenilalanina (Martinez-Torres et al, 1998), sin embargo, un estudio independietne
encontré una segunda substitucion en el mismo codon, dicho cambio consiste de
Leucinal 014Serina  (Luleyap et al, 2002; Ranson ef al, 2000b). Los autores
concluyeron que esta tltima mutacién podria estar asocidada con cepas altamente
resistentes a DDT y poco resistentes a piretroides. Si esto ¢s cierto, seria interesante
investigar si las mutaciones en el coddn Fall,016, confieren distintos rangos de
resistencia al DDT y piretroides, ya que la cepa resistentes estudiadas de Tailandia son
altamente resistentes al DDT.

Hasta la fecha, no habian existido pruebas diagnéstico-moleculares para la deteccién
de las mutaciones 4dr en el mosquito 4e. aegypti. Aunque dos de las mutaciones habian
sido identificadas desde el 2003, las técnicas capaces de determinar el genotipo en

pobiaciones naturales resuitaba muy laboriosas y costosas.
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En este trabajo, desarrollamos pruebas para detectar cuatro mutaciones Adr a partir de
sisternas de PCR especifico para aielos. Esto permite identificar individuos homocigotos
y heterocigotos. Mejor aun, la identificacion de los genotipos puede realizarse mediante
fragmentacién de productos de PCR en geles de agarosa con un porcentaje entre 3.0 al
4.0 %. Otros tipos de agarosa de alta reselucion pueden ser utlizados, pero el costo de la
deteccion incrementa significativamente,

La prueba de deteccion es sencilla y no requiere de mucha inversion. Para realizar esta
prueba se requiere 1) un laboratorio donde pueda extraerse ADN, 2) un termociclador y
3) una camara de electroforésis para geles de agarosa. La capacidad de identificar
homocigotos resistentes y heterocigotos, sera un gran soporte en la toma de decisiones
sobre los insecticidas que deberan ser utilizados para las campanas de control.

La segunda parte del estudio consistié en tres objetivos: 1) disefiar marcadores-SNP a
partir de genes de resistencia, 2) identificar la posicion de los marcadores de resistencia
en el mapa genético, v 3) detectar los loci que controlan significativamente la resistencia
a la permetrina.

Estos objetivos fueron alcanzados mediante el uso de una familia de mapeo, obtenida
de una cruza de una hembra de la cepa resistente IMUS5-F4 y un macho de la cepa
susceptible New Orleans. La familia de mapeo-I'3, fue considerada una linea de
intercruza avanzada (AIL). Las ventajas de una AIL, son el incremento del tamafio de
muestra v de los eventos de recombinacién, dando mas poder a los andlisis de
recombinacion y del mapeo de QTL (Darvasi y Soller, 1995).

El estudio de rasgos cuantitativos requiere mediciones precisas del fenotipo de interés.
La resistencia a insecticidas es un rasgo complejo, sin embargo, la mayoria de los
estudios de mapeo QTL se han enfocado en el fenotipo vivo/muerto (Ranson et al., 2000;
Ranson et af, 2004; Wondji et al 2007). Otra opcidén es utilizar un rasgo continuo
asociado a la resistencia, tal como ¢l nivel de enzimas detoxificadoras en la poblacion de
mapeo, sin embargo, esto excluiria a los mecanismos de resistencia por alteracién del
sitio blanco.

Una de las ventajas del mapeo de QTLs, es que no asume la implicacién de
mecanismos de resistencia antes del estudio. En este trabajo, la presencia del mecanismo

de resistencia kdr, nos permitio separar el fenotipo de la familia de mapeo F31.1 en tres
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categorias dependiendo de la respuesta a la exposicion a la permetrina: vivos (una hora
post-exposicion), recuperados (cuatro horas) y muertos (cuatro horas).

En la familia de mapeo, la proporcion de mosquitos vivos o con resistencia tipo kdr
fue ~16% y la proporcion de mosquitos recuperados fue de ~35%. En forma interesante,
la proporcidn de mosquitos vivos en la primera seleccidén con permetrina en la cepa de
[slasMujeres-F2 fue de ~13 %. Aunque no conocemos la proporcion de mosquitos de
campo con este mecanismo, podemos ver que dos generaciones sin seleccion, no fueron
capaces de eliminar este mecanismo.

En este trabajo, fueron desarrollados 32 sistemas para deteccion de SNP informativos
para la familia de mapeo F31.1. De éstos sistemas, 21 marcadores-SNP fueron
parcialmente informativos y 11 fueron completamente informativos. La capacidad de
realizar la genotipificacion de ~96 individuos/placa en un par de horas, incrementa la
rapidez de los estudios de mapeo de QTL. Ademds, los genotipos de estos marcadores
también pueden ser fragmentados en geles de agarosa al 4%, lo cual facilita la deteccion
de SNPs en lugares donde no se posee una maquina de PCR-tiempo-real.

De los marcadores-SNP utilizados, 16 marcadores pertenecen a distintas familias de
oxidasas-P450, cuatro marcadores fueron desarroliados a partir de genes de esterasas y
solo un marcador pertenece a las glutation-s-transferasas. El sistema Fa/l016{s0, fuc
ptilizado como marcador para el gen para (kdr} y los restantes nueve sistemas fueron
desarrollados a partir de genes previamente mapeados (Fulton ef af, 2000; Gomez-
Machorro ef al., 2004).

Los genes de resistencia mapeados en la familia F31.1, fueron identificados a partir de
un estudio de microarreglos realizado en la cepa IMUS5-F6 por el Dr. W. C. Black IV
(Strode et al,, 2007 no publicado} En dicho estudio, se realizé la comparacion de los
patrones de expresion de genes de resistencia entre dos cepas resistentes a permetrina y la
cepa susceptible New Orelans. Los genes AaGSTsi-1, AaGSTsl-2, AaGSTe-2, AaGSTe-
3, AaeCOE-9, CYP9JS, CYP9J10, CYP9JI9, CYPOJ23, CYP9J28 y CYP9J32 estuvieron
constitutivamente sobre-expresados en la cepa IMUS-F6.

El disefio de marcadores-SNP de los genes 4aGSTe-2, CYP9JS, CYP9JI0y AaeCOE-
9 sobre-expresados en el estudio de microarreglos no fue posible, ya que no existieron

polimorfismos en varias regiones de los genes. Sin embargo, la posicion genética de los
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genes sobre-expresados pudo ser inferida mediante €l mapeo de genes vecinos, debido a
que los genes pertenecientes a las clases GSTe y CYP9, se encuentran en clusters
compartiendo la misma region genodinica (Lumjuan et al., 2005; Ranson ef al,, 2002).

En este trabajo, la posicion genética de los 32 marcadores-SNP fue mapeada en base a
los eventos de recombinacion (mapa genético). La posicion de los marcadores gendmicos
fue consistente con el mapa genético publicado por Severson y Black (2004), a excepcion
de los marcadores gendmicos APN y maltase. Esto quizds se deba a que los mapas
genéticos anteriores fueron obtenidos a partir de lineas de intercruza F1 y/6 F2. Los
evenlos de recombinacion adicionales pudicron haber generado inconformidades en la
posicion genética, sin embargo, usamos estrategias que pudieron corregir la posicion de
¢stos marcadores en los cromosomas I y I11, respectivamente.

Los marcadores de resistencia estuvieron distribuidos en los tres cromosomas. Siete
genes en ¢l cromosoma I, seis en ¢l cromosoma Il y 9 en el cromosoma III. El gen para
fue mapeado en la posicién esperada (cromosoma III, 32¢M). Los genes de oxidasas
estuvieron dispersados en los tre cromosomas. Los genes de oxidasas de la clase CYP9
estuvieron distribuidos en los tres cromosomas. Sin embargo, tres de los cuatro genes
CYP6 se encontraron en el cromosoma I. Los genes de oxidasas CYP4 se mapearon en el
cromsoma Il y III; por otro lado, la oxidasas de la clase CYP12 y CYP325 fucron
identificadas en el cromosoma 11 y III, respectivamente.

Los marcadores d¢ genes de esterasas y glufatién transferasas no estuvieron bien
representados en €l mapa genético. Dos genes de esterasas fueron mapeados en el
cromosoma Il y otros dos en el cromosoma IlI. Por otro lado, la Unica glutation
transferasa (GSTe7) se maped en el cromsoma II a 37 cM. Hasta este punto, podemos
concluir que las clases de genes de resistencia se encuentran distribuidos aleatoriamente
en los cromosomas y que no existe agrupacion entre estos genes.

Los marcadores utilizados en ¢l mapeo de QTL estuvieron distribuidos en los tres
cromosomas. Solo una region en el cromosoma II, carecié de marcadores (0 a 23 cM).
Los analisis de mapeo de intervalos (IM) vy mapeo de intervalos compuestos (MIC)
utilizando al set compieto de datos, identificaron tres QTL y dos QTL en el cromosoma
I11, respectivamente. En ambos analisis, el pnincipal QTL estuvo asociado al marcador

Val1,0161so (kdr) en el gen para. Los valores LOD calculados para ambos analisis fueron
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entre 12 a 15 veces mads altos que el valor LOD-umbral calculado. Por otro lado, ningin
QTL fue detectado en los cromosomas [ y II.

El analisis IM detectd un segundo QTL representado por los marcadores entre los 36 a
53 cM, con un valor LOD~20. Por otro lado, €l segundo QTL detectado por el anélisis
CIM incluyé a los marcadores de las posiciones 36 a 46 cM y excluyo a los marcadores
encontrados entre los 52-53 cM (CYP9.J19 y CYP9J29).

En teoria, el mapeo CIM tiene mas poder y precision, ya que los efectos de otros QTL
no estan presentes como varianza residual. Mas adin, remueve el sesgo que normalmente
puede ser causado por un QTL que se encuentra unido a la posicion analizada. En el
andlisis CIM del set completo de datos, pudimos observar que los efectos de los
marcadores CYP9JI9 y CYP9J29 fucron considerados como varianza residual y se
removieron del QTL.

El andlisis de contingencia chi-cuadrada de los marcadores del cromosoma II1, indico
que doce de los marcadores estuvieron asociados con el fenotipo. La asociacion mas
fuerte ocurrio con el marcador kdr, seguido por los marcadores en el brazo inferior del
cromosoma [II. En este punto, es complejo decidir si los marcadores aledafios al gen para
realmente tienen un efecto independiente, 6 bien, si su asociacion a la resistencia se debe
al desequilibrio de unidén esperado dentro del mismo cromosoma (Black y Severson,
2005).

El desquilibrio de union entre los marcadores del cromosoma II1, podria conferir una
ventaja a los mosquitos resistentes, proveyendo mayor viabilidad durante la presion con
insecticidas. Dicha hipotesis sclo puede ser comprobada mediante un andlisis de
asociacion de mapeo en poblaciones naturales de mosquitos. Por otro lado, la presencia
de puntos de recombinacion intensa esta ocurriendo dentro del gen del canal de sodio,
agregando una nueva fuente de variacion genética en ¢l cromosoma III.

En mapeoc IM y mapeo CIM que analiz6 hembras y machos en dos grupos
individuales, identifico los mismos dos QTLs (cromosoma [II) obtenidos del set de datos
completo. La tinica diferencia consistié en que ¢l valor LOD fue mayor en los machos,
indicando que existe mayor evidencia de la asociacion del fenotipoo con estos loci.

Segin nuestros resultados, el gen para esta controlando la resistencia a la permetrina

en la familia de mapeo. Aunque ¢ste gen no se encuenira ligado al sexo, pudimos
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observar que los machos fueron ligeramente mas susceptibles a la exposicién a la
permetrina. La proporcion del genotipo homocigote kdr, fue mayor en los mosquitos
machos-vivos que en las hembras-vivas, sugiriendo que otros factores podrian estar
controlando la sobrevivencia al menos en el ~20% de las hembras vivas.

Usualmente las hembras son d¢ mayor tamafio, tienen mayor fuente de reservas y
tienen una maquinaria de enzimas adaptadas para metabolizar sangre. Probablemente,
estas cualidades permitan que la sobrevivencia de las hembras se¢ vea intensificada,
ademas de depender de la mutacion &dr. Por otro lado, la sobrevivencia de los machos
depende vinicamente de las mutaciones kdr ya que carece de la maquinaria enzimatica y
las fuentes de reserva de las hembras.

Cuando los individuos con genotipo homocigoto kdr fueron omitidos de la base de
datos, el analisis IM identificé un solo QTL en el cromosoma II entre los 31-46 cM. Este
QTL incluy6 a los genes CCEaelD, la oxidasa CYPI125 y la GSTe7, sin embargo, el pico
mas alto de éste QTL coincidid con el marcador chymo. Las tripsinas/quimotripsinas, son
las principales enzimas envueltas en la digestion de proteinas. La sobre expresion de
¢stos genes se ha reportado en cepas resistentes a insecticidas de D. melanogaster y M.
domestica (Pedra et al., 2004; Ahmed et al., 1998). Por otro lado, tres genes de este tipo
fueron sub-regulados en una cepa resistente a permetrina de An. stephensi (Vontas et al.,
2007).

Aungque no se ha estudiado el rol de las quimotripsinas en la resistencia a insecticidas,
se ha sugerido que la actividad proteolitica incrementada podria jugar un rol importante
para alcanzar las demandas de energia durante el estrés, balanceando la degradacién o
sintesis de proteinas. Las proteasas intracelulares podrian jugar un rol en la biosintesis de
proteinas o en la modificacion de la conformacion de enzimas como parte de un proceso
inductivo (Pedra ef al., 2004).

Una segunda interpretacion a la asociacion entre el marcador chymo con el fenotipo,
es asumir la presencia de un gen “desconocido” asociado a la resistencia en cercana
proximidad a este marcador-loci. La segregacién de alefos en ambos loci podria estar en
desequilibrio, por lo que la regulacion de uno de los genes podria estar correlacionada

con el gen contigno. Mas investigacion sobre €l rol de las quimotripsinas y la generacion
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de mayor nimero de marcadores-SNP de resistencia son necesarias para entender a ésic
QTL.

El analisis CIM de los individuos sin el genotipo homocigoto kdr, identificé un solo
QTL en ¢l cromosoma [. Los marcadores asociados a estc QTL fueron ARC2 y APN,
entre los 48-54 cM. Estos genes no han sido implicados en la resistencia a insecticidas,
por lo tanto, podemos inferir que existe un gen asociado con la resistencia entre cstos dos
marcadores.

El andlisis de intervalos realizado con los individuos recuperados y muertos de la
familia, identific6 un QTL asociado con el fenotipo en el cromosoma II y un segundo
QTL en el cromosoma III. El QTL del cromosoma II correspondié a los marcadores
CYPI2F5, GSTE7 y chymo. Por otro lado, el segundo QTL correspondié a los
marcadores CYPJ19 y CYPJ29.

El rol de las oxidasas CYP9 en la cepa IMUS ha sido demostrado en el estudio de
microarreglos, donde la sobre-expresion de los genes CYP9 en larvas y adultos fue
identificada (Strode et al, 2007, no publicado). La segunda evidencia del papel de las
oxidasas en la cepa IMUS fue el estudio realizado por Flores et al, (2006), donde la
poblacion de Islas Mujeres, exhibié niveles elevados de oxidasas, comparandose con la
cepa susceptible New Orleans.

Otro gen sobre-expresado en la cepa resistente a permetrina IMU-F6, fue la ghutation-
s-transferasa de la clase epsilon, la GSTe2. El desarrollo de un marcador para éste gen, no
fue posible, sin embargo, fuimos capaces de mapear una GSTe presente en el mismo
cluster, la GSTe7. La asociacion del marcador GS7e7 con el fenotipo no fue significativa
en la familia de mapeo (F=0.0049). Por lo tanto, posteriores estudios requicren
desarrollar un marcador para el gen GS7¢2.

Aunque el principal rol de esta enzima es ¢l metabolismo del DDT, las ¢nzimas
GSTe2 de Ae. aegypti exhiben actividad peroxidasa elevada comparada con otras GSTs
(Vontas et al., 2001). Por lo tanto su rol en la detoxificacion de insecticidas podria
proveer un mecanismo importante de defensa contra el estrés oxidativo, constituyendo
una segunda linea de defensa contra los efectos toxicos de los insecticidas.

Los loci asociados con la recuperacion en el analisis CIM difirieron del analisis IM.

Aunque en el andlisis CIM pueden observarse picos en los mismos loci del analisis de
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intervalos (cromosomas 1l y III), ninguno de estos sobrepasd el umbral LOD. Por lo
tanto, CIM detecté un solo QTL en el cromosoma L. El QTL correlacionado con la
recuperacion estuvo flanqueado por los marcadores APN y ARC2. Para dilucidar la
importancia de estos genes en la sobrevivencia y recuperacion de mosquitos expuestos a
insecticidas, es necesario  seleccionar cepas resistentes por otros mecanismos
detoxificativos, excluyendo a la resistencia kdr.

En nuestro estudio, el fuerte efecto del gen &dr en la resistencia de¢ la familia de
mapeo, pudo haber escondido el efecto de otros genes de resistencia. Probablemente, 1a
adicion de nuevos marcadores no habria cambiado esta perspectiva. Existen dos modelos
sobre los mecanismos genéticos que definen un rasgo. El modelo infinitesimal asume que
la variacién genética de un rasgo cuantitativo ¢s condicionada por un gran nimero de
QTL cada uno con un efecto pequefio y similar (Falconer y Mackay, 1996).

Por otro lado, el modelo exponencial asume que unos pocos loci tienen grandes efectos
y son responsables por la mayoria de la variacion en un rasgo cuantitativo. Es decir un
mayor niimero de loci tienen menor efecto en el rasgo (Mackay, 2001). Segun nuestros

resultados, este modelo fue aceptado para la resistencia de la familia de mapeo.
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CONCLUSIONES

Se identific6 un polimorfismo no-sindnimo significativamente asociado con la
resistencia tipo Adr en el mosquito Ae. aegypti. Una mutacion de nucleétidos de guanina a
adenina en la primera posicion del codon 1,016 del gen para, confiré una substitucion de
valina a tsoleucina (Val,1,016/s0). Esta substitucion fue encontrada en el dominio i,
segmento transmembranal 6.

La frecuencia del alelo mutante Ise1,016 fue detectada en cerca de 16 poblaciones de
Ae. aegypti de varios paises de América. Ademas, la selecciéon con piretroides de una
cepa de Islas Mujeres, México y Santiago de Cuba, Cuba; resulté en un incremento en la
frecuencia del alelo f501,016 después de varias generaciones de seleccion.

La mutacion Met1,011, anteriormente reportada por Brengues er al., (2003) y la
mutacién Vall,011 (Black, 2006 no publicado) no estuvieron correlacionadas con la
resistencia a insecticidas, sin embargo, los alelos de éstas substituciones fueron
detectadas en varias poblaciones de este mosquito. Por otro lado, la substitucién Gly1,016
reportada en mosquitos resistentes de Tailandia no fue encontrada en América.

Las mutaciones tipo kdr provienen de distinto origen filogenético y la secuencia
intronica sugiere que las mutaciones ocurrieron recientemente. Cuatro pruebas
diagnéstico basada en PCR de alelos especificos fueron desarrollados para detectar alelos
asociados con la resistencia tipo kdr, estos alelos puede fragmentarse en geles de agarosa,
facilitando su uso en paises en vias de desarrollo. La capacidad de detectar alelos
resistentes en campo en una forrma mas sencilla y econdmica, permitirda su
implementacién en las campafias de control de mosquitos.

En este proyecto, desarrellamos 32 marcadores—SNP ¢ identificamos la posicion de 21
genes de resistencia en el mapa genético de de. aegypti. El mapeo de QTL que controlan

la resistencia a permetrina s¢ basé en una familia de intercruza avanzada, donde la
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segregacion de los 32 marcadores-SNP fue registrada. Los fenotipos fueron categorizados
€Omo MOosquitos vivos, recuperados y muertos.

En forma general, el principal QTL que control6 la resistencia a la permetrina en la
familia F31.1, correspondi6 al marcador Vall016/so en el gen para (kdr). El analisis de
chi-cuadrada respaldé éste resultado, la presencia de dos alelos hercdados por el padre
resistente a la permetrina, estuvo correlacionado con el 100% de la sobrevivencia,
mientras que la presencia de dos alelos provinientes del padre susceptible, se asocié con
el 13% de la sobreviviencia. Estos resultados sugirieron la recesividad del alelo resistente
Is0l1,016.

La susceptibilidad/resistencia es un rasgo cuantitativo, regulado por varios genes. En
este trabajo pudimos identificar dos QTL en el cromosoma III, asociados con la
susceptibilidad a la exposicién de permetrina. Fl principal QTL corresponde a los genes
para, CYP4H32, CYP325RI y CCEunk0. El s¢gundo QTL correspondié a los genes
CCEaelo, CYP9J19, CYP9J29 y CYPGBYI.

La presencia altamente significativa del QTL1 (gen para), podria estar escondiendo el
efecto de otros genes asociados a la resistencia. Al remover a los individuos con genotipo
kdr homocigoto, pudimos observar la presencia de un QTL en el cromosoma I,
flanqueado por los marcadores APN y ARC2, estos genes nunca han sido asociados con la
resistencia, por lo que sugerimos que un gen de resistencia “desconocido” podria estar
ubicado entre estos dos genes. Por otro lado, un QTL en el cromosoma II, estuvo
controlando la recuperacion a la exposicion de permetrina. Los genes incluidos en este
QTL fueron CYPI2F35, CCEaelD, GSTe7 y Chymo.

En este trabajo pudimos identificar los mecanismos genéticos de la resistencia por
alteracion de sitio blanco, en cepas de laboratorio Ae. aegypti seleccionadas con
piretroides. Un estudio de mapeo de asociacion en poblaciones de campo de Ae. aegypti,
permitird corroborar la presencia y correlacion de esta mutacion con la resistencia a
piretroides.

La generacidn de marcadores-SNP de resistencia que permitan identificar alelos en
forma sencilla y economica, facilitara la identificacion de nuevos loci asociados con los
distintos mecanismos de resistencia presentes en €l mosquito Ae. aegypfi. La

identificacién de los principales genes que controlan la resistencia es ¢l primer paso para
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continuar con la meta del manejo integrado de insecticidas: monitoreo de genes
especificos en campo y disefio de modelos que eviten la evolucion de la resistencia a los

pesticidas en mosquitos transmisores de enfermedades.
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Tabla 1. Cepas de Ae. aegypti analizadas en el estudio de frecuencia de mutaciones kdr.
La ciudad, pais y coordenadas de los sitios de colecta asi como el nimero de mosquitos
analizados estan adjuntos. Para las cepas de Cuba seleccionadas con insecticidas, se
agregé la publicacion donde fue descrito la seleccidn y sitios de colecta.

Cepa Numero de
Localidad Pais Latitud  Longitud muestra
Rackefeller Puerto Rico USA * 30
New Orleans New Orleans USA 30
PCHI Puerto Chiapas Meéxico 14.7142  -92.4152 48
CHID Ciudad Hidalgo México 14.6799 -92.0229 43
RIOF Rio Florido México 14.2611 -93.3361 48
PLI Pijijiapan México 15.6811 -93.2069 48
HUET Huchuatan México 15.0155 -92.3860 48
HUIX Huixtla México 15.1376  -92.4696 48
MAZA Mazatan México 14.8676 -92.4496 48
MOTZ Motozintla México 15.3638 -92.2431 43
ESQIL Esquintla México 15.3268 -62.6587 48
MAPA Mapastepec Meéxico 15.4366 -92.9028 48
MU3S Isla Mujeres México 21.2345 -86.7316 30
Santiago de Cuba | Santiago de Cuba Cuba * 30
F12 Deltamethrin | Santiago de Cuba Cuba *EE 30
F13 Deltamethrin | Santiago de Cuba Cuba *E 30
F14 Propoxur Santiago de Cuba Cuba ++ 30
F6 Temephos Santiago de Cuba Cuba * 30
Ciudad Habana Ciudad de la Habana  Cuba ¥ 30
Nicaragua Managua Nicaragua 30
Costa Rica (Guanacaster Costa Rica * 30
Panama Rio Abajo Panama 30
Cumana Sucre Venezuela 104332 -64.1825 58
Barcelona Anzoategui Venezuela 89091 -64.6768 50
Barquisimeto Lara Venezuela 10.0781 -69.4010 50
Guanare Portuguesa Venezuela 9.5781 -69.2523 55
Caja Seca Zulia Venezuela 9.1944 -71.0033 51
La Fria Tachira Venezuela 8.1974 -72.2360 54
Los Teques Miranda Venezuela 10.1735 -65.8065 50
Cd. Bolivar Bolivar Venezuela 8§.0688 -63.5565 55
San Fernando Apure Venezuela 7.8422  -67.5283 55
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Tabla 2. Concentracion letal media de cinco cepas de Ae. aegypti de México, expuestas a
permetrina. Los bioensayos se realizaron con adultos expuestos a botellas impregnadas
con el insecticida. La mortalidad se registrd a las 24 horas.

Poblacion Generacion LC350 (24 horas)
utilizada permetrina pg/ul
New Orleans - 0.200
Cd. Constitucion ¥4 0.511
Coatzacoalcos F3 0.210
Mazatlan F4 0.500
Islas Mujeres F2 2.500

Tabla 3. Seleccién de la cepa Islas Mujeres (IMUS5) resistente a permetrina. Cada
generacion fue expuesta a 5 pg de permetrina durante una hora. Los sobrevivientes de
cada exposicion fueron criados para obtener huevecillos de la proxima generacion.

Generacion %o Morialidad Nimero de mosquitos  LCI0 permetrina
IMUS 5 ug permetring seleccionados {ugd ul)
F2 83.15 125/742 2.50
F3 9.70 857/950 17.0
F4 0.70 883/950 60.0
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EXON 20
M WP B W LV EETR TR TR PR £ 4

7.2 ATGIGGGATTGTATGCTTGTGGGTGACGTGTCCTGTATTCCGTTCTTTTTGGCCACCGTA
7.4  ATGTGGGATTGTATGCTTGTGGGTGACGTGTCCTGTATTCCGTTCTTTTTGGCCACCGTA
7.6  ATGTGGGATTGTATGCTTGTGGGTGACGTGTCCTGTATTCCGTTCTTTTTGGCCACCGTA
R R E T EE SRS SRR EEESRE LR EEEELESEREREREEEEEREEEEELESERESEERE:ES.]

¥ OEE g BT lintron 20=====s==s———aoeoen ====

7.2 GTGATAGGARATCTAGTAGTAAGTATTCCGTTTGGARGTTCATCTGTARGGCTGACTGA
7.4  GTGATAGGAAATCTAGTAGTAAGTATTCCGTTTGGAAGTTCATCTGTAAGGCTGACTGA
7.6  GTGATAGGAAATCTAGTAGTAAGTATTCCGTTTGGGAGTTCTTCTATAAGGCTGACTGA
LRSS A S EESE RS REERERES A SR ERESEEEESEEEEIEEEEEIEEEEELEEEEE SR SIS S

7.2 AAGTAAATTGGAGCGCACAACA-GACCTATTATGCTGTAA--TTCGTGATTCAACT ———-
7.4 AAGTAAATTGGAGCGCACAACA-GACCTATTATGCTGTAA~-TACGTGATTCAACT - ——~
7.6  AAGTAAATTGGAGCGCACRACAAGACCTGITATGCTGTAAGTTCCAGCACTARATTTCTC

khkkkhkhkhk kb hhhrrbhbhkhktdritr kA Fxd Thd kb hkbdtrkx * ok k ¥ ,F &
7.2 emm-e- AGTTAAARAAGACCGTT---GATCT TGA- - TAGCATCAACACTARAGGCGTGCT
7.4 —---m- AGTTACARARGACCGTT---GATCTTGA-- TAGCATCGATATTAGAGGCGTGCT
7.6  AGGTTGAATTGCAGTAGTTCAATCGAAARTCTCGAACTTTCATTTTGATAACAGCAATACT
* ok * * * % £l & EFokdk ok kk * * Ak * L * Kk *
7.2 AGCAGCGAGCGAGGGGCGTACCAATTTACTTTTAGTCAGCCTTTCTTGCATTCTATCGTG
7.4  AGCAGCGAGCGAGGGGCGTACCAATTTACTTTTAGTCAGTCTTTCTTGCATTCTTTCGTG
7.6  AG--ACGCGCATAGAACATACAAATTTACATATAGTCAGCCTTTCATGCATTCTATCGTG
* % &%k &k * dokkk kdkkbkkh ok kkbdhkddr kAR KEhkhhhkadk FrEFxow
EXON 21

mmmmmmmmmmmmmmmmemmeeeeeeeees ¥ BONYE P TR BR OB
7.2 CTAACCGACAAATTGTTTCCCACCCGCACAGGTACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGCTTTT
7.4  CTRACCGACAAATTGTTTCCCACTCGCACAGGTACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGCTTTT
7.6 CTAACCAACAAATTGTTTCCCACCCGCACAGATACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGCTTTT
whkhkdkbkFd whk Ak Id A A A hdhkedokd whhkAhddb FhkhkhkkF ok kbbb d b dbd kbbb kb ko kX

s M F &% 8% 5 552 P Fady BT ALY

7.2 GTCCAATTTCGGTTCATCCTCGCTGTCGGCACCGATGGCCGACRACGARACGARCAAGA
7.4  GTCCAATTTCGGTTCATCCTCGCTGTCGGCACCGACGGCCGACARCGARACGARCAAGA
7.6  GICCAATTTCGGTTCATCCTCGCTGTCGGCACCGACGGCCGACARCGARACGAACAAGA

R R E R R LSS EEEEEEREE RS RS EEESENEEEEEETE LR ESLESEEEEEEES

(*) Muestran zonas conservadas y los espacios vacios corresponden a polimorfismos. Los aminoacidos
aparecen en la segunda posicion de cada triplete.

Figura 1. Alin¢acion de las sccuencias de ADN amplificadas con los iniciadores kdrR2T6
en tres clonas provinientes de un pool de ADN de Ae. aegypti.
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Figura 2. Gel de poliacrilamida mostrando los patrones-SSCP obtenidos a partir de
productos amplificados con los iniciadores kdr4, del exén 20 del gen para de Ae. aegypti.
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DIIS6 del gen para

Exén 20 =
Iniciador positive Kdr2
5" -ATGTGGGATTGTATGCTTGTGGGTGACGTGTCCTGTATTCCGTTCTTTTTGGCCACCGT

Isoleucina
1,011 Intrén 20-=

AGTGATAGGAAATCTAGTAgtaagtattccgtttggaagttcatctgtaaggctgacty
ATG > Metionina
GTA = Valina

aaagtaaattggagcgcacaacaagacctgttatgctgtaagttccagcactaaatttc
tcaggttgaattgcagtagttcaatcgaaatctcgaactttcattttgataacagcaat

accagacgcgcatagaacatacaaatttacatatagtcagecttteatgcattctateg

Exon21 2>

Valina

1,016
tgctaaccaacaaattgtttcceccacccgeacagGTACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGET

ATA - Isoleucina*
GGA -2 Glicina

TTTGTCCAATTTCGGTTCATCCTCGCTGTCGGCACCGACGGUCGACAACGARALGAAC-3]
Iniciador negativo kdr2

* La nueva mutacion identificada en la cepa de Islas Mujeres. La secuencia del intrén aparece en letras
minusculas y la secuencia del exdn en letras mayisculas.

Figura 3. Esquema de las mutaciones ¢n la region DIIS6 del gen para, asociadas a la
resistencia tipo kdr en varias poblaciones de Ade. aegypti. Los aminoacidos silvestres
Isoleucinal,011 y Valinal,016 aparecen subrayados y el aminoacido substituyente es
especificado para cada mutacion de nucleétidos.
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Tabla 4. Secuencias de iniciadores utilizados para la deteccion de alelos especificos por
PCR en los codones 1,011 y 1,016 del gen para. Las secuencias de la cadena larga y
cadena corta se proveen solo para la primera secuencia. El alelo especifico en la extremo
3’ se encuentra sombreado y la des-estabilizacion del tercer nucledtido se encuentra
subrayada. También se muestran los iniciadores para la amplificacion de varias regiones
del dominio II, segmento transmembranal 6.

Iniciadores para PCR especifico para alelos

Isol,011 Fal

Isol,011f 5’ -ATTGTATGCTTGTGGGTGACG-31

Isol,011Ir 5¢ —IECGGGCTACTTACTACTAGATTTCC&A@—3 '
Isol,011Vr 5’ -[GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGEGCGTACTTACTACTAGATTTCCGAG-3'
Isol.011 Met

Iscl, 011f 5! -ATTGTATGCTTGTGCGGTGAC-3"

Isol,0111r 5*-[cadena corta)BATACTTACTACTAGATTTGCE-3’
Is0l,011Mr 5’ -[cadena larga] AATACTTACTACTAGATTTA 37

Vail.016/s0

Vall,016Vf 5' -[cadena larga] ACAAATTGTTTCCCACCCGCACCGg— 3f
-3

Vall,0161f 5' - [cadena corta]ACAAATTGTTTCCCACCCGCACEG
Vall,01lir 57 -TGATGAACCSGAATTGGACARAAGC-3T

Yal,016Gly

Vall,0lof 5' -ACCGACAAATTGTTTCCC-3'

Vall,0levVr 5’ -{cadena corta] AGCAAGGCTAAGARAAGGTTAAT
Vall, 016Gr 5" - [{cadena larqa]AGCAAGGCTAAGAAAAGGTTAAQ o

Iniciadores para la amplificacion del intron 20
kdr2+ 5¢ —ATGTGGGATTGTATGCTTG- 3!
kdr2- 5' -GATGAACCGAAATTGGAC-3'

Iniciadores para la amplificacidn del exén 20

Kdr3+ 5" -GGGTGACGTGTCCTGTAT-3"
Kdr3- 5! -GTYGGTTAGCACGAWAGA-3'
Kdr4+ 5" -GTGGGATTGTATGCTTGT-3*
Kdr4- 5f —YAGAWGAACTYCCAAACG-3'

Iniciadores para la amplificacion del exén 20. infrén 20 y exén21
kdrR2T6+ 5 -ATGTGGGATTGTATGCTTG-3"

kdrRZ2T6- 5 -TCTTGTTCGTITTCGTTGTC-3"
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Tabla 5. Frecuencias de alelos y genotipos /501,016, Met1,011, y Val1,011 en 32 cepas de
Ae. aegypti. También se proveen los tamaiios de muestra, los intervalos de confianza 95%
(CI) en los estimados de frecuencia alélica y los estimados FIS de cada cepa.

Cepa A4 A/G G/G Total  Frecuencia  95% Cl Fis
Rockefeller 0 2 27 29 0.034 0.034 -0.071
New Orleans 0 0 30 30 0.000 - 0.000 -
PCHI 0 0 48 43 0.000 0.000 -
CHID 0 16 29 45 0.178 0.057 -0.216
RIOF 0 4 43 47 0.043 0.029 -0.044
PIII 0 0 43 48 0.000 0.000 -
HUET 0 1 47 48 0.010 0.015 -0.011
HUIX 0 0 47 47 0.000 0.000 -
MAZA 0 9 39 48 0.094 0.042 -0.103
MOTZ 0 0 48 48 0.000 0.000 -
ESQI 0 7 39 46 0.076 0.039  -0.082
MAPA D 0 48 48 0.000 0.000 -
IM 0 15 18 33 0.227 0.073 -0.294
F5 Permethrin 30 0 0 30 1.000 0.000 1.000
Santiago de Cuba 0 2 28 30 0.033 0.033 -0.077
F12 Deltamethrin ] 18 4 30 0.567 0.090 -
F13 Deltamethrin 23 6 1 30 0.867 0.062  -0.055
F14 Propoxur 2 20 30 0.400 0.089  -0.667 *¥*
Fé Temephos 0 1 27 28 0.018 0.025 -0.143
Ciudad Habana 3 i1 15 29 0.293 0.085 -0.091
Nicaragua 1 4 25 30 0.100 0055 0017
Costa Rica 0 5 24 29 0.086 0.052 -0.091
Panama 2 7 20 29 0.190 0.073  -0.053
Cumana 0 0 50 50 0.000 0.000 -
Barcelona 0 14 39 53 0.132 0.047 -0.163
Barquisimeto 0 1 49 50 0.010 0.014 0010
Guanare 0 0 55 55 0.000 0.000 -
Caja Seca 0 0 51 51 0.000 0.000 -
La Fria 0 0 54 54 0.000 0.000 -
Los Teques 0 0 50 50 0.000 0.000 -
Cd. Bolivar 0 2 53 55 0.018 0018 -0.019
San Fernando 0 2 53 55 0.018 0.018 -0.019

Fli alelo fs01,016 corresponde a la substitucion isoleucina en el coddn 1,016 del gen para.
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Tabla 5 (continuacion) Met1,011

Cepa
Rockefeller
New Orleans

PCHI

CHID

RIOF

PIN

HUET

HUIX

MAZA

MOTZ

ESQI

MAPA

M

F5 Permethrin
Santiago de Cuba
F12 Deltamethrin
F13 Deltamethrin
F14 Propoxur

F6 Temephos
Ciudad Habana
Nicaragua

Costa Rica
Panama

Cumana
Barcelona
Barquisimeto
Guanare

Caja Seca

La Fria

Los Teques

Cd. Bolivar

San Fernando

G/G A/G A/A TOTAL

—
L=

(] — — — —
NoaZTSo—~oNETiwmowal o w

N WO SN =WwLSawm =20

6
20

15
22
24
30
11
15
19
14
16
19
19
4
11
10
5
3
14
13
14
10
13
31
28
27
19
31
13
15
21
33

8
6

17
12
15
14
28
28
26
17
16
20
11
19
g
g
19
0
4
6
14
10
8
24
20
19
29
18
12
22
24
19

30
29

47
45

46

47
48
44
43
43
46
41
30
24
30
30
30
30
29
30
29
25
28
55
51
49
49
51
43
37
43
54

Frecuencia
0.633
0.448

0.479
0.489
0413
0.383
0.302
0.193
0.260
0.500
0.473
0.280
0.317
0.125
0.517
0.533
0.283
(.950
0.621
0.583
0.276
0.400
0.482
0.282
0.333
0.337
0214
0.343
0.512
0.203
0.281
0.343

95% CI
0.031
0.034

0.021
0.022
0.021
0.020
0.019
0.018
0.018
0.020
0.021
0.021
0.030
0.027
0.033
0.033
0.029
0.014
0.033
0.032
0.030
0.038
0.035
0.016
0.018
0.019
0.016
6.018
0.023
0.021
0.018
0.017

Fis
0.569
-0.394
0.361
0.022
-0.076
-0.351
0.457
-0.094
-0.028
0.417
0.303
-0.148
-0.463
0.238
0.266
0.330
0.5%0
-0.053
-0.025
0.169
-0.208
0.167
0.070
-0.392
-0.235
-0.234
-0.152
-0.348
0.162
-0.254
-0.082
-0.357

¥

ik

£

FxE

*%

*

El alelo Met1,011 corresponde a la substitucion metionina en el codon 1,011 del gen para.
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Tabla 5 (continuacion) vai1,011

Cepa G/G A/G A/id TOTAL  Frecuencia  93% CI Fig
Rockefeller 0 6 24 30 0.100 0.055 -0.111
New Orleans 0 0 30 30 0.000 0.000 -
PCHI 0 2 43 45 0.022 0.022 -0.023
CHID 0 0 46 46 0.000 0.000 -
RIOF 0 0 47 47 0.000  0.000 -
PINI 0 1 47 48 0.010 0.015 -0.0i1
HUET 0 18 30 43 0.188 0.056 -0.231
HUIX 0 2 46 48 0.021 0.021  -0.021
MAZA 0 0 47 47 0.000 0.000 -
MOTZ 0 2 46 43 0.021 0.021 -0.021
ESQI 0 | 45 46 0.011 0.015 -0.011
MAPA 0 0 48 48 0.000 0.000 -
IM 0 3 31 34 0.044 0.035 -0.046
F5 Permethrin 0 0 30 30 0.000 0.000 -
Santiago de Cuba 0 0 30 30 0.000 0.000 -
F12 Deltamethrin 0 0 28 28 0.000 0.000 -0.053
F13 Deltamethrin 0 2 28 30 0.033 0.033 0.035
F14 Propoxur 0 0 30 30 0.000 0.000 -
F6 Temephos 0 1 28 20 0.017 0.024 -0.018
Ciudad Habana 0 Q 30 30 0.000 0.000 -
Nicaragua 0 2 28 30 0.033 0.033  -0.035
Costa Rica 0 0 30 30 0.000 0.000 -
Panama 0 2 28 30 0.033 0033 -0.035
Cumana 0 4 53 57 0.035 0.024 -0.036
Barcelona 0 9 43 52 0.087 0.039  -0.095
Barquisimeto 0 2 46 48 0.021 0.021 -0.021
Guanare 0 2 53 55 0.018 0.018  -0.019
Caja Seca 0 5 45 50 0.050 0.031 -0.053
La Fria 0 2 52 54 0.019 0.013 -0.019
Los Teques 0 D 49 49 0.000 0.000 -
Cd. Bolivar 0 Y 46 55 0.082 0.037 -0.089
San Fernando 0 2 52 54 0.019 0.018 -0.019

El aielo Fall,011 corresponde a la substitucion valina en el codon 1,011 del gen para.
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Fluorescence

80

Temper ature

Figura 4. Grafica de las temperaturas de desnaturalizacion para deteccion de alelos
especificos en el sistema Vall,016/s0 del gen para de Ae. aegypti. El genotipo mutante
Is01,016/ Iso1,016 produjo una curva a 77°C. El genotipo silvestre Val1,016/Vall,016
produjo una curva a 84°C. El genotipo heterocigoto Iso1,016/Val1,016 presenié ambas
curvas.
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85bp
68bp

Figura 5. Fragmentacion de productos de PCR alelo-¢specificos del sistema Val1,016is0
del gen para de Ae. aegypti, en geles de agarosa al 4%. La banda de 68 pares de bases
(bp) presente en los carriles 1 y 2 corresponden al genotipo mutante sol,016/Is01,016
(A/A). La banda de 85 pb en los carriles 5 y 6 corresponden al genotipo silvestre
Vall,016/Val1,016 (G/G). El genotipo heterocigoto Fall1,016/I501,016 (A/G), de los
carriles 3 y 4 presenté ambas bandas. La letra M corresponde al marcador de peso
molecular de 25 pb.
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Tabla 6. Lista de genes de resistencia de Adedes aegypti analizados por polimorfismos
SSCP en la familia de mapeo F31.1. La temperatura de alineamiento dptima (Ta) y el
tamafio del producto de PCR, se muestra junto con la secuencia de los iniciadores. La
posicién de los genes de resistencia no se conoce en el mapa fisico o genético. La letra
“M” denomina monomorfico y la letra “P” polimorfico.

Gen Config o Iniciadores (5°-3°} Ta"C  bp  SSCP
numero
aceeso
CYP325A1 1.105  AACGATGCGGCTCTACCCA 57 346 M
GAACTTCAAATCCTTITCGAGTCAAT
CYP4G36 1.106  TTGGCTGGGAAATGGACTG -
ACGCTTGGCATACTGGGAC
CYP304C1 1.1104  CTTCCATICGGTGCGGGTAA 61 263 P
TGTCGTCGTGGTTAAAGGGTTAGTT
CYP30IAl 1.1181 CAAGAGTGCCACAAAGCGTATGA 61 333 P
CAATCACGGTACTGTAAACCCTAAGAA
CYPOJ29 1.1188  ATGGTTTCCAATTCACGGTICTT 61 311 P
CTCGGAGCCGCAACTCAA
CYP6F2 1.1219 CGAACGCAGCAAACAATGGC 61 356 P
CGTGTTGTAGCGGGCAAGGAT
CYP6BR2 1.1327 GTAGTCGCTAAGGACGGAGGAGA 61 211 P
GATCGTGGTGCATCGAGTGG
CYPI8Al 1.133  ACCTGCCGATAACGGAGACCA -—
CCTCAGCATCCAGGAAACGACTT
CYP6CB2 1.1337  ATTGCCCATTCGTGCTCTG 57 282 M
TCTCCTCCGTGTTCCCTTTTY
CYP6AKI 1.136 TCTCGAAAGACAATGCAGACAAC 6l 229 M
TCCAAATCGGCGTACAATCC
CYP6CD! 1.133  GAAGTTGACCGTTGGATGCG 61 354 P
TGGTGTAATCCGTAGGCTTICC
CYP325xi 1.17 TGATACCGAGGAGGAATACAATAAAC 61 335 M
GGGCCACATAAGGCACAACC
CYP325R1 1.174  GTGCTACGGTGTTCCTIGGT 61 252 P
CCTTTCGGTTGGGTTTCC
CYP32501 1.187 GAATGATGAAACCGATGACG 6l 386 M
GCACTCCTCCGCAAAGC
CYP325Y! 1.197 AAGTGTTGAGCCGCCACG -
TTTCCTTCCCATTCTGACCC
CYPOJI5 1.221 AAGGGCAACCTGAAGCACTCTG 61 233 P
TCCTCGTACAAACGGGACTGAA
CYPI2F8 1222 GCGGCAGCGAGATTGGA -
GGTGTCAACGCAGAGTCCTTATT
CYP307Biv2 1.224 CTCAACAACTACGACCTCAGCAT 61 248 M

GAGCCCACCGGAACGAA
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Tabla 6 {continuacion)

Gen Contig o Iniciadores(5*-3) Ta’C bp sscp
numero
acceso

CYP6AGS 1.231 CTAACGAAGTCGGAGGAACG 57 384 P
GGGCAATGGACGAAATGA

CYP6AH! .1.257  GTGGCGGATAATTTCCTGGAGT -—
TGCTGGGTGAGCGTGTCGT

CYP4H32 1.283 CGCTGCGATTACTTCCACC 61 287 P
TCGAACGACCGTCATCTTCA

CYP4H29 1.285 TTCATCCATCCGTTCCAATCA 61 393 M
TCTATCGTGGCACAATCTTCACA

CYPOM4 129 CGTCGCAGCCTTCTTAGTIT 57 319 P
CCCAATGATAGGGTCCACCT

CYP4C52 1.295 TTCGACATCGTGCCCTTCAC 61 359 P
TTCTTGCGACAGCAACTGGTTA

CYP4G35 1.318 GCTTGGCGATGGGCTGTT 57 266 P
CATAATCAAATCCCTCCTTGCTCT

CYP4941 1.3383 CAGAACCCAGACAAGCAGGAA 61 2000 M
CCGTAACCGAAGGGCAAACTA

CYP9.J32 1.352  GCCACCGTTCCGCTCTT 61 259 M
TTTCGTTGCCATCGTCTTCTT

CYPGALL 1354  GCGGCTCAGGTGTTIGTG 61 304 P
CGGCTGTGCCTTTIGTCTAT

CYP6NG 1.371  GAAAGCATCCGCCAGCAT 63 291 P
GCAAGGTCGCCAATCCC

CYPoAME 1.41 ATTGAGTGGACCGATTACGACA 61 392 P
GGATTCGGGAAGAAATGTGG

CYPGAL3 1415  ATTTGATTACTTCGCTCCGTTTGG 61 30 P
TGCCTGGATGTCCTGATGTCG

CYP30741 1427 GGCGAAGACGAACCAGAGCG 61 308 M
GGCGATGAGGAGTACCGAAGGA

CYPIM9 1.43 CGGCACCAAGGTAACGG 61 280 M
CATCGGCACATCGGTCTTT

CYPEAGS 14359 TGACTGTTCTCCCGAGTGTTG 61 255 P
GGTTTAGCGAAAGGGTGGC

CYP30241v] 1.4395 CGACATCGCCGCCGTAT 61 211 P
CAAAGGCAAGAAGTTCCTCACA

CYP4J16 1.4503 CATTCATCTCCCGATTGATTACC -—-
AACCACATCCTCCCGCTTG

CYP4AR2 1457 CACTTCGCATGTTCCCTCC 61 389 P
TCTTAGTGGCATTTCGTCCTG

CYP325Z1 1.467 GGTGGGCAACGAAACATCTAC 57 214 P
AGCAGCAAACGGGACAGC

CYPI2FS 1.47 TTTGGAAGTCACTGGCGTAAT 57 277 P
TTGGGCATCGGTGTTTGT

CYP30545 1.48 GGATTGTACGCTGGGAGGA 61 340 P

AACTTTGTATGGCTTTGGTGAGA
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Tabla 6 (continuacion)

Gen Contig o Iniciadores({’-3’) Ta’C  bp SSCP
numero
acceso
CYP31441 1.524  TCCGATACAATCACCAACAATG 57 30 M
AATGGAAGCACCAAAGACGA
CYP30241v2 1.581 AAAAGACTGCCOTTGAGTTGG 61 370 P
GAGATAGGGTTGAGCCGAAGAG
CYP32551 1.6 TGAATTTCTACGGAATATGGAAGG 57 279 M
AACGGACGACTGCTGTIGG
CYP325L1 1.61 TCCGACGACCTTACCCAACC 61 305 P
CACAGCCGCATAACTTCCTIC
CYPoJil 1.62 CCGTGAAACAACGCCAGAC —
ACTCGCTACTTCCTCGTACAATC
CYP31541 1.622  TTTGAAAGGATAGTGCCAGAA 57 323 M
GGAGCAATAGGGAACAGACG
CYP30341 1.66 TTGGTGAAGGCAGGAAACG 57 202 P
TGAATGGAAAGTGGCTGAAAA
CYP4C38 1.673 TCTACAATGGTGGGTCAAGCG -—-
CAGGAAGTCATAGCCGTGGG
CYPGBYI 1.7 TCACGCCGCTGTTCCTATT 61 350 P
CCGCCACTTGTTACCTTCG
CYP6PI2vi 1702 GGACAGTCGGAAGCGGGAGT 61 338 P
GCAGCAGCAAGTTCATAAAGTCGT
CYP325M1 1.738  TTGCCGACGGGCTCAA 61 240 P
TGGCGGGTCCTAAAGATGA
CYP4H30 1.85 CAATCCGCATGTTCAAGACAA 61 381 P
AATCGCTGACCAATACAGTTCC
CYP4J13 1.869 ATGGAGTCTACAATCTGTTTGGGTAT 61 282 P
AACCTGCTGCGGTCGTGTC
CYP4H33 1923 CCTGATTCGCACTACCTGTG 61 305 M
AACTCATCCTTTCCTGCCTTA
CYP9AE! 1.96 CATCCTTATCGGCTTCCAGTITT 61 208 P
AAGGTGGCGAGGTTTCTGCT
CYP4JFI7 1985 CCAGGAGGAATGCGACAAACT 57 250 M
ACCTAACAGGCGGTAGGGAAAT
NS-COE] 7 TATGACTAATCTTCCCATCACTCCA 57 212 P
GATAATGACCCGCAACCAAGT
CCEae4B 1.55 AAACCCGAAGTGGCTTGT 61 359 P
GCTCTTGGTAACCGTGGC
CCFEae6B 1.55 CCATCGCAAAGCACCAG 61 205 P
TCAATAGCAAGCATTCCCTC
ACE-1 1.9 GAATCTGCGAGTTTCCATTTGTA 6l 267 M
CGAACACGATAGCCTGCCTC
ACE-2 1.659  ATGCTGCGGGAAGCCAATC -
CCCACCTGCTGCTGGTTICTG
CCEjhelF 1.145  TTGTGATGAGTGGGAATGCG 57 218 P
TCGGTACAGTGTCAATGGGTCT
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Tabla 6 (continuacién)

Gen Contig o Iniciadores(5'-3’) Ta®C bp SsCP
numero
Aceeso
NS-COE7 1.145 CCTTCAAACCCTCACAACGG -
ACTAGCTTCACATAGTAATCCACCAG
CCEunk0 1.347  ACGGAGTCTTTCTTGAAGGGTAA 6l 318 P
CACTAACTGCACGAAGCGATG
CCEbe20 7? AGAAATCCGCCGAGAAAGC 61 267 P
GGAGTAAGGGAACCTGATGGAA
CCEunkdo 1.35 CTGCTGCTGCCACATACC 57 347 P
CGCCGTGCTTCCAATC
CCEaell; 1.474  CGAGCGATTGTTATGTCTGG 57 344 P
AGCCCTTCTTCCGAGTTTC
CCEaelD 1.348¢  TTTTGTGCTGCCAATCTCC 61 382 M
CCCATCAGTTTCTCCTGGTTAT
CCEunkSo 1.1 CACGGAGATGATCTGGGCTAC 57 308 M
GCTTCAAGACGGGAACACCTAT
CCEbelo 1.754  TCCGTTCCCGCCAGTTGTG —
GGGCATCTTCGTGGTGGTCATAG
AaeCOE-15 1.105  GATGACGGGCGTGGATTG 61 32 M
GGCTGTTACTATGGCAGGAAGAT
CCEgHI3 1.89 TCAAGCTGACAACGGAAACTAAA R
CGGCAGGTCGGAAGAATGG
CCEaell 1115 AGGTCCAGAAGCCAAACAGG 61 394 P
GGAAGCAGGTGTAGGTTCAGAGTA
CCEaeld 1.142  CAAGAGTTGCCACTGGATGA 52 147 P
ATAGGCTGCCATTACGAACA
CCEae3A 1.142 ACTTGGCTTTCTTTGCCTACC 52 222 P
CCGCTTTGAGCGATTACTTTAT
CCEae44 1.142 CGAACTGACTCGGCTACTTTC 50 248 M
TGCTGCCCTTCTITACGG
CCEaetA 1.1678 GGTAATCAACCGATAACCACAAA -—
TGGAGCCATCCGAAATAGAAA
NS-COE24 1.18 TGGTGCTGTCGCTGTTITCTG 61 275 M
CGTAAGGGTATCCACGGCTAAT
CCEae3B 1.55 GCAACCCTCCAAGCCTTAA 57 359 M
CACCATTGTCCTTCCTACGC
GSTd?2 1.22 TGGCGTTGAGTTGAATCCG 61 268 P
TGCCTCCGCAAATCGTG
GSTe? 1.291 CACGATACCGACCATTGACGA 61 N M
CCTCCATAGGGCAAACTCCA
GSTsI-IF 1.607 TGTCGGTGGACGGCAAGAA -
GTACATATCGGCCCATGTGAGTTT
GSTi3F 1362 CAGAACGTGAACCGCTTTGGG 61 260 P
ACCTTCGCCTGATTGACTTCCA
GST4F 1.111  CCAACGGCGTCACCATTCTC 61 246 M

GCTGATTCAGGTTCTGCTCCATCT
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Tabla 6 (continuacion)

Gen Contig o Iniciadores(5’-3') Ta’C  bp  SSCP
nHumero
acceso
GSTulF 1.608 GCCGCTTGGGAAGTAAGTTTG 61 55 M
TGATGGGATGAATTGGGTGCT
GSTu2F 1.1 CCCAAATCAACCGAGTTCTTCA 61 322 P
GCCTGGTCCTCCTCGTATCCT
GSTu3F 1.481 CGAGGCATCATCAACCAACGG 63 268 M
TCGGCAGATCACTCAGGTCAACA
GSTzIF 1.632  AGCGTGCCAAGGTTCGGGAGA 61 276 P
GGATGATCGGATACGGGCGTAGAT
CYP9JS32 1.352 TCGGGTAATGGGACTAA 52 210 P
GACTCCGTTGTTICTTGTT
CYPOJ28 1.1188 TTTGCGAACGATGTGAT 52 247 P
GTTCCCGCTCCCTAAT
CYFP9.J24 1.1188 ACTTCGCTGCTCTACACTT 52 245 P
TACTTGATTCCGTTTCCTT
CYP9J19 1.221 TGGACGGATAATGAGTTGA 57 256 P
TGTCTATGGTCGGAGGC
GSTe3 1.291 ATGACGCCCTGTATCCG 57 221 M
CAACGAGTCGCCAACC
GSTed 1291  GCCCGTTTGCGGTTCT 57 283 M
CCTCCTGGTTGGTTCCCT
GSTe6 1.291 CTGGGAAATGATACCCTAAA 57 264 M
CTGCTTGAATCCACGAAT
GSTe7 1.291 TGTTTCCGAGACTGCG 52 260 P
TGACTGTTCCATCCGTTTA
CYPIJIO 1.221 AGGGTTCGTTGAGGCA 57 2n P
GGTTTACCGTTCAGTGATTT
CYPI2F6 1.472 ATGATTCTGGCAGGTGTC 52 220 M
GGTTTCCTACTATGGGTGG
CYP6BB2 1.1327 GGCAGTGCTGGTTATCG 57 264 M
TCCTTCAGGCAATTCTCC
CYPJS 1.221 CTTCGCTGCCGTTATCT 57 264 P
TTGACACCGATTTGCTTG
CYP9.J26 1.1188  GAAACGGCGGAGCAT 61 276 P
GTCCACCTTGATTCCAAAA
CYPOJS27 1.1188  GATTCGCCACCGTTCA 61 282 P
GAGTTTCGGATACCACCAT
CYP6AAS 1.702 GCCCGTCATTCGCACAGT 0l 210 M
TTCAACATCCAGCCAAAGTCC
CYPSPI2v2 1.327 GGCAGGTCACCAACAAGCA 57 376 P
ATCACCGATTCCCGCTCCC
GSTel 1.291 TTTCCTTTCCCTAAGTTCCGTCTC 49 179 ™M
CAGCACAAACCCATCATCGTC
GSTe2 1.291 CACCCTGTCGGGCAGTGGAA 52 308 P

TTGGCTTGCTTAACCAGTTCTTTC
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Tabla 6 (continuacion)

Gen Contig o Iniciadores(5'-3") Ta’C  bp SSCP
nUMEro
2CCes0
GSTe3 1.291 CTGGTACAGAAATACGGCAAAGA 57 297 M
GAACAGGGCATTCAGAGTGGA
GSTed 1.291 TATTGGTTTGGACCTGGATGTT 57 229 P
ATAGATGATGATGGCGTGGC
GSTes 1.291 TATGGGAAGGACGATAGTTIGTA 57 279 P
AAGTCATCGGTCAGGGCATC
GSTe6 1.2¢1  CGATGCGGTTCTGCCGATAA 52 208 P
GCCAATTTCTTTGCACCTTCTC
GSTe7 1.291 GCATACAACCCGTCGCACCC al 372 P
CACGCAGTCTCGGAAACAAAA
GSTe8 1.291 TTICGGACAAGATGGTGATTT -
TACGCTTCCTGAACGGGTTT
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Tabla 8. Lista de marcadores-SNP mapeados en la familia F31.1. Los iniciadores
especificos para detectar cada alelo en el marcador-SNP, se muestran junto con el
cromosoma y distancia genética (cM) estimada. La cadena larga consiste en 5'-
GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCC-3’ v 1a cadena corta consiste en 5°- GCGGGC-3.

GEN Iniciadores especificos (5'2 3) Posicion
genomica

Marcadores de resistencia

CYPOJ29 [cadena larga]-ATCGGGTCACGGTTTCCG 111, 52

CYP6BB2

CYP325R1

CYP4H32

CYP4Cs2

CYP4G35

CYPIMS

CYP6AL3

CYPIZ2FS5

CYP6BY1

CYPOPI2v]

CYP4H30

CYPY4E!

[cardena corta]-ATCGGGTCACGGTTTTCA
GAACGAAAATCTACGCAGCAT

[cadena largal-AGTTGAAATACGATACTGTG 1,66
[cardena corta]-AGTTGAAATACGATACTATA
TGARTGCCGATTTGATGG

[cadena larga]-TGATTCTTUTGGTTAATTTICACTTA 137
[cardena corta]-TGATTCTTTGGTTAATITTCACCTT
ATGGGTTGTTCTCGGCA

[cadena larga]-GCTGAACGGAATGTAATCGTAYCGG 111,36
[cardena corta]-GCTGAACGGAATGTAATCGTAYTGA
CTATCCAGATCCAGAACG

[cadena larga]- TG TAGAGTTTGAACATCMCGTG 1,26
[cardena corta]-TGTAGAGTTTGAACATCMCATT
GCCGATCCTGGAACAAGA

[cadena larga]-AAGTTACGGTGGATATTCGGC ,28
[cardena corta]- AAGTTACGGTGGATATTCAGT
CTCTCGCTCGTCCTCTGC

[cadena larga]-CGATTACGACATAGCTGCCACAGA 11,49
[cardena corta]- CGATTACGACATAGCTGCCACGGC
CATAAATAGTAAAGCAAAGTAGCG

[cadena larga]-GGTAYGGAAGACGATAGAAGAT 1,59
[cardena corta]-GGTAY GOAAGATGATAGAAAAC
GAAGTAATAGCTGCATCATATCYTT

[cadena larga]-GATTGTWAAGGTTGGTTTTCTTCAA 11,31
[cardena corta]-GATYGTWAAGGTTGGTTITCTITAT
GCTGGAATGATCTRAAGTT

[cadena larga)-GTICCTAAAACCCCACTTCCCGGALC HI.53
[cardena corta-GTTCCTAAAACCCCACTTCCCGAAT
CGGTTCTTCATCTCCTCGTAG

[cadena larga]F AGCATCCGTAATCTTAACCCCCCAC I36
[cardena corta] - AGCATCCGTAATCTTAACCCCCTAT
GTTCATCTTTGCGTCGTIG

[cadena larga]-GGAGCGATTTTCCCAC 111,23
[cardena corta]-GGAGCGATTTTCCTAA
CGCTGACCAATACAGTTCCTC

[cadena larga]-ATTGGTTAGCGAAACGATGCTGCAA L42
[cardena corta]- ATTGGTTAGCGAAACGATGCTGTAC
AGTAACTGAATCAAATCTGG
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Tabla 8 (continuacion)

GEN

Iniciadores especificos (3°2 3’}

Posicion
genomica

CCEunkt

CCEbe20

CCEaelD

CCEaelo

CYP9J32

CYPOJI9

CYP6FPI2v2

GSTe7

Kdr¥i0i6!

Marcadores gendimicos

APN faminopeptidase N

Apyrase

Arc 2

Cathepsin B-like thiol

Chymotrypsin

[cadena larga]-GCAAGGTTTGAATTATGTAAGTCTA
[cardena corta]-GCAAGGTTTGAATTATGTAAGTTTT
GTCGGCAAATAACTGAAA

[cadena larga]- ACGGATGATTAGCCAGGTAT
[cardena corta] ACGGATGATTAGCCAGGCAA
TACAAYCCATTCTCACCGC

[cadena larga]-TTCACRTTTTCCGTTCGTCAA
[cardena corta]-TTCACRTTTTCCGTTCGTTAG
AAAGCCACCCCAGAAGATA

[cadena larga)-ATCGTCTTACGCATTTTGA

[cardena corta]-ATCGTCTTACGCATITCGT
TAGCAGAGGTGCCCGAATC

[cadena 1arga]-ACTGCTTCCTTGATGATTGTG
[cardena cortal-ACTGCTTCCTTGATGATTATT
AAGTTTOATGATTAAGATGGG

[cadena larga]-GCGACTCCTCTCAGRGACAC
[cardena corta)-GCGACTCCTCTCAGRGATAT
ACCACCATATCCAGATACTT

[cadena larga]-CTTCGGGTTGTTATAGCTC

[cardena corta-CCTTCGGGTTGTTATAGTTIT
ACGATTCTGGTGCGGGATTTTGC

[cadena larga]-ACACGATACCGACCATGGA

jcardena cora}-ACACGATACCGACCATAGT
TACTTGGACACCAGATAG

[cadena larga]-ACAAATTGUTTCCCACCCGCACCGG
[cardena cortal-ACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA

TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC

[cadena larga]-GCTGATTGATGACTCGATG

[cardena corta)-GCTGATTGATGACTCGTTC
GAATGAGTTTTAGAGTGATGTCGT

[cadena larga]-ATTTCCAGTTTGAATCTGA

[cardena corta]-ATTTCCAGTTTGAATCAGT
GCTTTTAAGTCTCGTTITTCG

[cadena larga]-CTTCTCTGGY TCATCTCCTAACATC
fcardena corta] CTTCTCTGGYTCATCTCCTAACGTG
CGTCTGAACAAAACCCCC

[cadena larga]-GTGATCCGTAACCAGCGA

[cardena corta]-GTGATCCGTAACCAGTGT
ATCGGTCATGGCYGAAGC

[cadena larga]-GTCGTTTGGTTGCGGARTTCAGCG
[cardena corta]-GTCGTTTGGTTGCGGARTTCAACA
CGGGACTGACTCCYCCTTGATAG

1,37

11,25

iL,33

1148

.52

ITL,52

1,32

1,37

1,32

I.54

1157

1,48

L5

1143
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Tabla 8 (continuacion}

GEN

Iniciadores especificos (5'2 3

Posicion
genomica

Maltase-like [

Mucin

UGALS vitellogeni

Vitellogenin convertase

[cadena larga]- ACCGTCCARATCCCCGATAGCG
{cardena cortajl-ACCGTCCARATCCCCGATAACA
GAAAYTTCTACCAAGTTTACCCAA

[cadena larga]-GTTGAAGAGGGAGGAGCAATA
[cardena corta]-GTTGAAGAGGGAGGAGCAGTG
CACCACAACGGCACCAGC

[cadena larga]- TGGATGCCGAACTACCAG
[cardena corta]-TGGATGCCGAACTACTAA
GAGCGGTCATGGTCTITGGA

[cadena larga]-TGCCAAATGTAGCAAACG
|cardena corta]- TGCCAAATGTAGCAAGCA
TCCGCCATCACTTCTTCAGC

1,21

II,28

111,46

11,26
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Figura 7. Mapa genético de Ae. aegypri. Las flechas indican a los genes mapcados en la
familia F31.1, las flechas rojas indican a los genes de resistencia, las flechas verdes son
genes previamente mapeados. Las probabilidades F, representan el grado de asociacion
entre los genotipos y la susceptibilidad para cada marcador evaluado. Los valores p méas

negativos indican una mayor asociacion entre el genotipo y fenotipo.
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Sobrevivencia
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Figura 8. Gréfica de la proporcién de sobrevivencia, en funcién del numero de alelos
heredados por el abuelo susceptible ¢n la familia d¢ mapeo F31.1. Aparecen los

marcadores-SNP del QTL1 en el cromosoma III: Vall,016/s0, CYP4H32, CYP325RI y
CCEunk0.
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Recuperacion
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Figura 9. Gréfica de la proporcion de recuperacion, en funcion del numero de alelos
heredados por el abuelo susceptible en la familia de mapeo F31.1. Aparecen los
marcadores-SNP del QTL1 en el cromosoma III: Vall,016Iso, CYP4H32, CYP325RI y
CCFEunk0,
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Figura 10. Grafica de la proporcidn de sobrevivencia, en funcién del nimero de alelos
heredados por €l abuelo susceptible, en la familia de mapeo F31.1. Aparecen los
marcadores-SNP del QTL2 en el cromosoma III: CCEaelo, CYP9J19, CYP9J29 y
CYP6BY1.
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Recuperacion
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Figura 11. Gréifica de la proporcion de recuperacion, en funcion del nimero de alelos
heredados por el abuelo susceptible, en la familia de mapeo F31.1. Aparecen los
marcadores-SNP del QTL2 en el cromosoma IIE: CCEaelo, CYP9JI9, CYP9J29 y
CYP6BY1.
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Recuperacion
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Figura 12. Grafica de la proporcion de recuperacion, en funcion del nimero de alelos
heredados por el abuelo susceptible en la familia de mapeo F31.1. Aparecen los

marcadores-SNP DEL QTL1 en el cromosoma II: CYPI2FS5, CCEaelD, GSTe7 y
Chymo.
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Mapeo de Intervalos: Sexos
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Figura 13 Grafica de los valores LOD asociados con la resistencia a la permetrina en los
cromosomas I, Il y III, en la familia de mapeo F31.1. El analisis de Mapeo de Intervalos
se realizo en hembras y machos por separado. Las lineas horizontales corresponden al
umbra] LOD. Los QTL asociados al fenotipo corresponden a las curvas que sobrepasan al
umbrai LOD. Los marcadores asociados a estos QTL se encuentran en la grafica.
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Mapeo de Intervalos Compuestos: Sexos
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Figura 14. Grafica de los valores LOD asociados con la resistencia a la permetrina en los
cromosomas I, Il y II1, en la familia de mapeo F31.1. El andlisis de Mapeo de Intervalos
Compuestos se realizo en hembras y machos por separado. Las lineas horizontales
corresponden al umbral LOD. Los QTL asociados al fenotipo corresponden a las curvas

que sobrepasan al umbral LOD. Los marcadores asociados a estos QTL se encuentran en
la grafica.
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Mapeo de Intervalos: no-kdr
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Figura 15. Grafica de los valores LOD asociados con la resistencia a la permetrina en los
cromosomas [, Il y IlI, en la familia de mapeo F31.1. El andlisis de Mapeo de Intervalos
se realizd omitiendo a los individuos con genotipo homocigoto Adr. Las lineas
horizontales corresponden al umbral LOD. Los QTL asociados al fenotipo cotresponden
a las curvas que sobrepasan al umbral LOD. Los marcadores genéticos asociados a estos

(JTL se encuentran en la gréfica.
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Mapeo de Intervalos Compuestos: no-kdr
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Figura 16. Grafica de los valores LOD asociados con la resistencia a la permetrina en los
cromosomas I, II y III, en la familia de mapeo F31.1. El analisis de Mapeo de Intervalos
Compuestos se realizé omitiendo a los individuos con genotipo homocigoto kdr. Las
lineas horizontales corresponden al umbral LOD. Los QTL asociados al fenotipo
corresponden a las curvas que sobrepasan al umbral LOD. Los marcadores genéticos
asociados a estos QTL se encuentran en la grafica
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Mapeo de Intervalos: Recuperacion
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Figura 17. Gréfica de los valores LOD asociados con la recuperacion a la exposicion a la
permetrina en los cromosomas L, II y III, en la familia de mapeo F31.1. El analisis de
Mapeo de Intervalos se realiz omitiendo a los individuos con el fenotipo vive. Las lingas
horizontales corresponden al umbral LOD. Los QTL asociados al fenotipo corresponden
a las curvas que sobrepasan al umbral LOD. Los marcadores genéticos asociados a estos
QTL sc encuentran en la grafica
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Mapeo de Intervalos Compuestos: Recuperacion
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Figura 18. Grafica de los valores LOD asociados con la recuperacion a la exposicion a la
permetrina en los cromosomas [, Il y 1II, en la familia de mapeo F31.1. El analisis de
Mapeo de Intervalos Compuestos se realizé omitiendo a los individuos con el fenotipo
vivo. Las lincas horizontales corresponden al umbral LOD. Los QTL asociados al
fenotipo corresponden a las curvas que sobrepasan al umbral LOD. Los marcadores
genéticos asociados a estos QTL se encuentran en la grafica.
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Tabla 9. Analisis de chi-cuadrada para las frecuencias genotipicas de dos marcadores
(Isol,011Met v Vail 016/50) en ¢l gen para. Las formulas de las frecuencias esperadas
siguen un modelo de recombinacion, utilizando una r=0.001. El genotipo esta
representado en pares de locus por cromosoma homélogo, II/MI corresponde a un
individuo con genotipe Iso1,011/1s01,016 en una de las copias del cromosoma y ¢l
genotipo Mei1,011/1501,016 en la segunda copia. El valor de chi-cuadrada no fue
significativo. ‘

Modelo de
Genotipo en Frecuencias r Observado  Esperado chi-sq
dos locus Esperadas
r=0.001
MU/MI (1-n)"2 0.2495 20 99.8 63.8
1/ 2 0.0000 11 0.0 1209978.0
1I/MI 2r(1-r) 0.0005 30 0.1998 31872.2
MV/MV ™2 0.0000 16 0.0001  2559968.0
VAV (1-r)*2 (.2495 3 99.8001 939
MVAV 2r{1-r) 0.0005 37 0.1998 6778.1
MI/MV 2r{1-r) 0.0005 40 0.1998 11919.2
Iiv 2r{1-1) 0.0005 13 0.1998 820.0
MUIV 2072 + 2(1-1)2 0.4990 171 199.6004 4.1
1 400 400 127434
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