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RESUMEN

El dengue clisico y la fiebre hemorragica por dengue son enfermedades
transmitidas por el mosquito Aedes aegypti. La resistencia de estos vectores a los
insecticidas, se ha indicado que es uno de los més importantes factores que contribuye a la
ineficacia de los programas de control que se instauran, por ello su proliferacion
exponencial es un elemento indispensable a considerar estos. Este fenémeno que se ha
extendido de forma dramatica es el resuitado de la lucha incesante que se ha operado en las
intensas campaiias dirigidas a erradicar a los vectores del dengue. La resistencia se ha
desarrollado a cada uno de los grupos toxicologicos insecticidas, incluyendo microbiales y
reguladores del desarrollo en insectos. En la actualidad la investigacién se ha enfatizado en
los mecanismos moleculares de la resistencia y su manejo racional, con la vision de
controlar el desarrollo y la diseminacién de poblaciones de vectores resistentes. Los
mecanismos de resistencia a insecticidas tienen una base bioquimica. Las dos principales
formas de resistencia bioquimica som: resistencia en el sitio blanco y enzimas
detoxificativas. El conocimiento de que mecanismo de resistencia esta actuando sobre una
poblacion de mosquitos nos permitiria establecer programas de control mas eficaces,
debido a esto el objetivo de este estudio fue la identificacion del gen de resistencia ACE®
mediante técnicas moleculares como es la amplificacién de fragmentos de DNA por PCR,
para esto se extrajo el DNA de 100 mosquitos hembra de por cada una de 10 localidades
del estado de Veracruz, México. Los resultados indican que solo una de las diez
localidades. Coatzacoalcos, presenta la mutacién al gen ACE" (Acetilcolinesterasa

insensible),



DETECCION DEL GEN DE RESISTENCIA ACETILOOLINESTERASA (ACEM...........

1. INTRODUCCION

El dengue representa en la actualidad una de las enfermedades mas importantes
transmitidas por mosquitos en México. La tendencia indica un incremento en muchos
estados del Pais y la situacion esth empeorando debido a la circulacion de los 4 serotipos,
aunado a esto, la resistencia potencial del vector a los insecticidas. La resistencia a
insecticidas de uso comun tales como el malatién (adulticida) y temefos (larvicida) se ha
incrementado en paises Caribefios. En México se ha utilizado el mismo esquema de
aplicacion de insecticidas a partir de los 60’s para el control de los vectores de paludismo y
dengue ¢ intensivamente a partir de los 80’s (1978) cuando el dengue se reintrodujo a
México y pama antes de dos afies ya habia alcanzado incluso los estados del noreste de
México (Méndez, 1992). Debido a lo anterior, podria suponerse que el uso intensivo de
estos productos ha ejercido presién de selecciéon en las poblaciones de dedes aegypti y de
esta manera se han seleccionado genes resistentes haciendo inefectivas las acciones de

control.

La seriedad de la enfermedad transmitida por el mosquito Ae. aegypti es por la
elevada tasa de letalidad ( % muertes en relacién con % de enfermos) en la vaniante llamada
dengue hemorragico: desde 23.3% en 1994 hasta 2.4 % en 1999. Por otra parte, la situacion
que vive el estado de Veracruz es preocupante, ya que afio tras afio este estado reporta
numerosos casos. Por ejemplo, para el afio 2001 no fue la excepcidn, ya que ocupé el ler
lugar en casos de dengue clasico a nivel nacional con un total de 1975 (Boletin

Epidemiolégico, SSA, 2002).

Ma. Haydeé Loaiza Becerra 1
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Los programas de la Secretaria de Salud en México han utilizado, segin las Normas
Mexicanas, los siguientes insecticidas desde 1960, para el control de mosquitos tanto
vectores de Paludismo como de Dengue: DDT en rociados residuales en paredes de
viviendas, malationn en rociados espaciales de Ultra Bajo Volumen tanto para mosquitos
del Dengue como del Paludismo; y , temefos o granulos de Abate 1% en cuerpos de agua y
recipientes domésticos para ambas especies larvarias de culicidos. Es obvio, que se ha
ejercido una intensa presion de seleccién sobre estos vectores tanto por insecticidas
utilizados en Salud Publica como por insecticidas dirigidos contra plagas agricolas durante
todo este tiempo. A pesar de que los programas de control de vectores de la SSA han
cambiado en el ultimo afio a piretroides solo para la fase adulta, hasta la fecha existe solo
un reporte del estado de susceptibilidad de poblaciones larvarias del vector en Veracruz
(Bobadilla, 2001) a insecticidas tales como malatién, temefos, permetrina, cypermetrina y
bifentrina. Sin embargo estudios sobre genética de resistencia del vector son nulos. Este
trabajo representa el primer intento en detectar uno de los principales mecanismos que
confieren resistencia al vector, especificamente a insecticidas organofosforados y

carbamatos.

Ma. Haydeé Loatza Becerra 2
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Deteccién del gen de resistencia acetilcolinesterasa (ACE®) a insecticidas
organofosforados y carbamatos en poblaciones adultas de Aedes aegypti del estado

de Veracruz, México mediante la técnica de PCR.

2.2 Objetivos particulares

1) Deteccion del gen ACE® en poblaciones adultas de Ae. aegypti en 10 localidades del
Estado de Veracruz.
2) Determinacion de migracion de genotipos resistentes en poblaciones de Aedes

aegypti en el estado de Veracruz, México.

3. HIPOTESIS

La Secretaria de Salud segin las Normas Oficiales ha utilizado desde hace 20 afios

dos insecticidas para el control de larvas y adultos del mosquito transmisor. Abate 1%

granular (temephos) como larvicida y malation 95% grado técnico para los mosquitos

adultos (aplicados en rociados espaciales o Ultra Bajo Volumen-ULV). Ambos productos

pertenecen al mismo grupo toxicologico: organofosforados. Considerando un uvso tan

prolongado e intensivo de estos dos insecticidas organofosforados, la posibilidad de

poblaciones de Aedes aegypti con resistencia genética, son may amplias.

Ma. Haydeé Loaiza Becerra 3
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4. REVISION DE LITERATURA

41 Epidemiologia del dengue

El Dengue es un Arbovirus de la familia Flaviviridae: esta representado por cuatro
serotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4 (CDC 1985). Su mecanismo de transmisién
por la picadura de mosquitos de la Familia Culicidae (que previamente se infectaron al
picar a un individuo enfermo) y el hombre es su unico reservorio comocido
(excepcionalmente se infectan algunas especies de primates de América del sur.
Aproximadamente después de 8-10 dias de ser picado, el paciente presenta sintomas
febriles e intenso dolor de musculos, articulaciones, cefaleas y dolor retroocular; todo esto
lo lieva a la cama de ahi el nombre comin de “Trancazo” o “Fiebre Quebrantahuesos”. Si
los sintomas llegan solo hasta aqui esto se define como dengue clisico. El llamado Dengue
Hemorrigico ocurre cuando el mismo paciente es infectado por segunda vez con cualquiera
de los 4 serotipos, ya sea ese afio o afios después (Halstead 1977). Las manifestaciones son
mas dramaticas, pues a los sintomas del Dengue Clasico se afiaden hemorragias de drganos
internos, los sangrados por boca, recto y vagina se pueden presentar, esto es el preludio de
un estado de coma o shock; y si el paciente no es tratado correctamente con suministro de
plaquetas y electrolitos puede morir (OPS, 1994). La estacionalidad de esta enfermedad
esta asociada a la temporada de lluvias, usualmente el mayor porcentaje de todos los casos
del estado de Veracruz se presentan en los meses de mayo-agosto. La llegada del invierno
induce a los vectores a entrar en diapausa y la transmisién disminuye casi hasta reducirse.
Por otra parte, el marco epidemiolégico de la enfermedad esta favorecido por los hibitos
domiciliarios del mosquito. Desde una preferencia por sangre humana hasta de 95% (Scout

1993), la presencia de recipientes domésticos dentro y fuera donde pone sus huevecillos:
Ma. Haydeé Loaiza Becerra 4
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bebederos de mascotas, plantas con agua, tambos de 200 litros, llantas usadas, floreros de
panteones, y muchos mas. Un factor importante en la epidemiologia de la transmision es la
presencia de miles de estos criaderos en los suburbios de las ciudades, donde la poblacion
rural migra en busca de mejores condiciones de vida; pero por establecerse en
asentamientos ilegales no cuenta con servicios publicos de agua y recoleccién de basura.

Esta situacion es muy comin y los municipios del estado de Veracruz no son la excepcién.

En la actualidad los virus del dengue de multiples tipos son endémicos en muchos
paises tropicales. En Asia, los virus son altamente endémicos en la parte meridional de
China y en Haindn, Viet Nam, Laos, Camboya, Tailandia, Myanmar, Bangladesh, la India,
Pakistan, s Lanka, Indonesia, Filipinas, Malasia y Singapur; la endemicidad es menor en
Nueva Gunea, Nepal, Taiwan y gran parte de las islas del pacifico. Desde 1981 han
circulado en Quennsland, norte de Australia, virus del dengue de varios tipos. Los cuatro
serotipos son endémicos actualmente en Africa. En grandes areas de Africa occidental los
virus probablemente se transmiten en forma epizodtica en monos. Desde 1977, en las
americas se ha observado la introduccién la circulacion sucesiva de los cuatro serotipos de
virus en ¢l caribe y America Central y del Sur, y su extensién a Texas en 1980 y1986. En la
actualidad dos o mas virus del dengue son endémicos 0 muestran periodicidad epidémica
en México, casi todo el Caribe y América Central, Colombia, Bolivia, Ecuador, Peri,
Venezuela, la Guayana Francesa, Guyana, Brasil y Paraguay. Las epidemias pueden surgir
en cualquie sitio en que existan los vectores y se introduzca el virus, tanto en zonas urbanas

como ruraies (Benenson, 1997).

Ma. Haydeé Loaiza Becerra 5
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World Distribution of Dengue - 2000

] Areas infested with Aedes aegyplt
B Areas with Aedes aegypt: and dengue epidemic activity

G

Figura 1. Distribucién Mundial de Aedes aegypti

42  Elvector del dengue

Aunque en el mundo hay varias especies de Aedes que transmiten el virus del
Dengue, en México solo hay dos especies: Aedes aegypti y el recién llegado de Asia Aedes
albopictus. Sin embargo, podemos atribuir 99% de todos los casos de Dengue a Aedes
aegypti, pues este llegd probablemente en barriles con agua en los barcos espafioles
durante el siglo XV1 (Fernindez 1999), y se ha establecido en todas las regiones tropicales
y templadas del Continente Americano. Mientras que Aedes albopictus fue detectado en el
Puerto de Houston, Texas apenas en 1985; probablemente llegando en barcos con

cargamentos de llantas usadas provenientes de Japén (Hawley 1998). Esta especie se

Ma. Haydeé Loaiza Becerra é
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detectd desde 1988 en Matamoros, y hasta el afio 2000 se conoce que ha iniciado su
dispersion hacia otras regiones fronterizas de México (Tamaulipas, Nuevo Le6n, Coahuila,
y el norte de Veracruz). Hay sospechas que pueda entrar a Yucatin dada su cercania con

Cuba y Guatemala, donde ya se ha reportado.

Aedes aegypti es una especie que exhibe el fenomeno de la eusinantropia, esto se
define como un nivel avanzado de dependencia por el hombre y su hébitat (Harwood y
James, 1988); es ficilmente entendible el concepto si tomamos en cuenta que nuestra
propia cultura le ha ofrecido todos los recursos que el necesita para sobrevivir: sangre
humana en abundancia y miles de recipientes con agua donde poner sus huevos. La hembra
es hematdfaga, mientras que el macho se alimenta de carbohidratos que le dan energia para
cumplir su funcién principal: copular. La sangre es requerida por la hembra para utilizar la
proteina hemoglobina y transformarla en vitelo para sus 70-120 huevecillos que pondra
después de 4 dias de haberse alimentado. Pero es esta hematofagia el factor fisiolégico que
favorece la transmision de virus del Dengue. Se acepta que el virus dentro del mosquito
necesita de 8-10 dias para alcanzar las glindulas salivales, y por ende infligir picaduras
infectivas (periodo extrinseco de incubacién). Después de este tiempo, la hembra portard
los virus toda su vida y serd capaz de transmitirlos e infectar en cada ocasién que se
alimente de otros seres humanos. En ocasiones que el mosquito es alejado por el huésped al
intentar picarlo, este lo intentara de nuevo, ya que la hembma debe llenar su estomago pues
tiene receptores de tension que activarin las sefiales en su cerebro pam iniciar 1a oogénesis;
por lo tanto persiste y busca picar al mismo o diferente huésped (Clements, 1998). Este
fenémeno se conoce como alimentacién parcial multiple, e incrementa el niimero de

picaduras o casos de dengue potenciales. Dos hibitos mis que hacen este vector un
Ma. Haydeé Loaiza Becerra 7
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excelente transmisor es su biomtmo de picadura, el cual es bimodal (Chadee, 1988),
exhibiendo un pico de alimentacién temprano en la mafiana (7:00-9:00 horas am) y
retomando mas picaduras después del crepuisculo (6:00-8:00 horas pm); ambos periodos
sincronizados con el tiempo en que hay mas actividad en las viviendas, escuelas y fabricas.
Y finalmente, el mecanismo de alimentacién llamado solenofagia; esto es la introduccién
precisa de la proboscis exactamente dentro de los vasos sanguineos, igual que una jeringa
hipodérmica; con elevadas probabilidades de inocular los virus. Indiscutiblemente Aedes
aegypti es uno de los mosquitos con probada capacidad vectorial para transmitir virus, su
abundancia en nuestras viviendas y las epidemias afio tras afio lo ratifican (Fernandez,

1995).

43  Resistencia
43.1. Resistencia a insecticidas

La FAQ (1979) enmarca la resistencia como la capacidad desarrollada por una
poblacién determinada de insectos, al no ser afectada por la aplicacién de insecticidas.
Técnicamente se define a la resistencia como la habilidad complementaria y hereditaria
propia de un individuo o conjunto de ellos, que los capacita fisiologica y etologicamente,
para bloquear la accion toxica de un insecticida por medio de mecanismos metabolicos y no
metabdlicos, y en consecuencia, sobrevivir la exposicion de dosis que para otros seria letal

(Lagunes y Villanueva,1995).

Los insecticidas juegan un papel central en el control de vectores de enfermedades
tales como mosquitos, moscas, pulgas, piojos, chinches, etc. En 1955 la OMS propuso la

ermadicacion global de una de las enfermedades mis prevalecientes transmitidas por
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vectores, la malaria, con el uso de rociados residuales intradomiciliares de DDT. Sin
embargo la euforia por los insecticidas termmé proato y en 1976 la OMS revirtié su
concepto de erradicacibén a control de la malaria. Los cambios en la politica se debieron a Ia
aparicion de la resistencia al DDT en un gran nimero de mosquitos vectores. En 1975 la
OMS reportd que una poblacién de 256 millones de personas vivian en areas donde la
resistencia a DDT y/o los BHC (Bifenil Poli Cloninados) mermaron los esfuerzos para el
control de la malaria. (Esto no incluyé a la region de Africa, en donde ocurren el 90% de
los casos de Malana y donde ya se habia registrado resistencia de Anopheles gambiae al

DDT, el principal vector de malaria.)

Los problemas de resistencia continuaron con la rotacion a nuevos insecticidas, tales
como los organofosforados, carbamatos y piretroides. Opemacionalmente, muchos
programas de control han cambiado de rociado residual dentro de las casas al uso focal de
pabellones impregnados. Esta medida esth limitada para los piretroides debido a su
velocidad de matar y seguridad para la gente. En la actualidad la investigacion se ha _
enfatizado en los mecanismos moleculares de la resistencia y su manejo racional, con la
vision de controlar el desarrollo y la diseminacién de poblaciones de vectores resistentes

(Hemingway y Ranson 2000).

La resistencia se ha desarrollado a cada uno de los grupos toxicolGgicos
insecticidas, incluyendo microbiales y reguladores del desarrollo de los insectos. Una
detallada descripcion prictica de resistencia a insecticidas podria permitir que las

estrategias de control sean ajustadas imperando la excepcién antes que la regla.
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Se espera que la resistencia a insecticidas sea directamente afectada por la
reemergencia de enfermedades infecciosas (Brogdon y McAllister 1998), y donde la
resistencia no ha contribuido a la emergencia de enfermedades se espera que amenace ol
control de la enfermedad (WHO 1992). Sin embargo, un cuidadoso andlisis de la
informacion reciente acerca de resistencia de vectores (por ejemplo, la base de datos de Ia
OMS vy los registros de los programas de control de enfermedades) muestran que el efecto
de la resistencia en los esfuerzos del control son aiin desconocidos. Muchos reportes de
resistencia de especies vectores estin basados en un simple punto geogrifico de un Pais y
ademds informacién por afios 0 décadas no actualizada La investigacién en cada problema
de resistencia y su aplicacion en el control de vectores no es prictica. Las medidas de
control han sido seleccionadas para usarse, con frecuencia en momentos de emergencia.
Aunque las alternativas para el control de vectores con insecticidas estn disponibles, los
problemas de resistencia a drogas (por eje. Malaria) o bien la disponibilidad o el costo de
una vacuna (por eje. Enceﬁliﬁsjapmm)hacq:delconuoldevmmopcién
importante (Krogstad 1996, Rodhain 1996). La reduccién en la disponibilidad de
mnsecticidas como resultado de resistencia se agiava por la eliminacién del mercado de
insecticidas no registrados para su uso en salud pablica. Especialmente en la época pasada,
el costo de mantener ciertos compuestos en el mercado fue més alto que el que se

recuperaba por su uso. En suma a todo esto, el uso de insecticidas es también monitoreado

y restringido por agencias reguladoras.

El nimero de poblaciones de insectos vectores resistentes es dependiente del
volumen y frecuencia de aplicacién de msecticidas utilizados para su control, ademés de las

caracteristicas inherentes de las especies involucradas. La mosca tse tse por ejemplo, fue
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controlada de manera exitosa con rociados de DDT por muchos afios, mas sin embargo,
nunca se desarrolld resistencia a este insecticida. Otro ejemplo de un insecto vector
exhibiendo poca o nula resistencia a insecticidas es la chinche triatomina. En ambos casos
podria explicarse en particular debido al ciclo de vida largo de las chinches y la produccién
de pocos juveniles de mosca tse tsé. En contraste, los mosquitos tienen todas las
caracteristicas requeridas para un ripido desarrollo de resistencia, incluyendo ciclos de vida

corto y alta fecundidad (Hemingway y Ranson 2000).

4.3.2 Mecanismos de Resistencia (Flores ef s/, FASPYN, 2001 en prensa)

Los mecanismos de resistencia a insecticidas tienen una base bioquimica (Fig. 2).

Las dos principales formas de resistencia bioquimica son: resistencia ea el sitio blanco, la
cual ocurre cuando el insecticida no se enlaza al sitio de accién y por otro lado las enzimas
detoxificativas, las cuales ya sea por sus niveles elevados o modificacion (esterasas,
oxidasas o glutation-transferasas (GST)) previenen que el insecticida alcance su sitio de
accion. Un mecanismo adicional estd basado en la respuesta térmica al estrés (Patil ez al

1996), pero aun no se ha determinado su hnportmicia.

Los métodos bioquimicos y moleculares pueden detectar mecanismos de resistencia
en insectos individualmente; por lo tanto, se puede confirmar la resistencia con el uso de
pocos msectos. La identificacién de mecanismos de resistencia ayuda a determinar el
especiro de resistencia cruzada (Fig. 3), de esta manera facilita la eleccion de msecticidas
altemativos, y permite el mapeo de &reas con poblaciones resistentes. Ensayos bioquimicos

especificos se han desarrollado para todos los mecanismos de resistencia conocidos,
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excepto los mecanismos modificados de receptores de sodio y GABA (Brogdon 1989,

Brogdon y McAllister 1997).

§ - ATCAAAAGCTGGAGG - 3'
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Fig. 2. Ejemplos de mecanismos de resistencia a mvel molecular. A. Una simple mutacién en la
region 1IS6 del gene que confiere resistencia en el sitio blanco de accién de piretroides y DDT en Anopheles
gambiae. El mismo codon mutado produce resistencia en insectos adem#s de mosquitos, tales como
cucarachas y moscas. B. Elemento regulatorio conocido como la “Barbie Box™ que permite la induccién de
genes de resistencia que codifican para oxidases y esterasas detoxificativas. C. Amplicon para Esterases A2-
B2. Més de 100 copias de este amplicon podrisn estar presentes en un simple mosquito. Este es un ¢jemplo de
una familia de genes de esterasas amplificados.

CARBAMATES
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Fig. 3. Relaciones de resistencia cruzada de los diferentes grupos toxicolégicos de
insecticidas.
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4.3.3. Mecanismos de resistencia en el sitio blanco

La alteracién de aminodcidos responsables para el anclaje del insecticida en un sitio
especifico ocasiona que sea menos efectivo o aiin que no funcione. Por e¢jemplo, el blanco
para los organofosforados y carbamatos es en sinapsis nerviosas colinérgicas, y el blanco
para el DDT y piretroides sintéticos son los canales de sodio a nivel axénico. La resistencia
cruzada entre DDT y piretroides puede producirse por un simple cambio en algin
aminodcido (uno o ambos de los dos sitios conocidos) en el sitio de anclaje del insecticida
en ¢l canal sodio del axén (Miyazaki et al 1996, Williamson ez al 1996). Esta resistencia
cruzada parece producir un cambio en la curva de activacién del transporte de sodio lo que
ocasiona una baja sensibilidad a piretroides (Vais et al/ 1997). De manera similar, la
resistencia a ciclodienos (dieldrin) es conferida por cambios en un simple nucletido en el
mismo codon del gen para receptores de Ace. Gama-aminobutirico (GABA) (Ffrench-
Constant ef al 1993). Se han identificado al menos cinco sitios mutados en el sitio de accién
de la acetil-colinesterasa. Ademés se sabe que estos ocasionan una gradacion en la

sensibilidad a organcfosforados y carbamatos.

4.3.4. Mecanismos detoxificativos
Las enzimas responsables para la detoxificacion de xenobiéticos en los organismos
son transcritas por miembros de gran nimero de familias multigene de esterasas, oxidasas y
glutation transferasas (GST). Quizis, el mecanismo de resistencia mis comin en nsectos
son diferentes niveles o actividad de esterasas detoxificativas que metabolizan (hidrolizan
enlaces éster) un amplio rango de insecticidas. Estas comprenden seis familias proteicas
pertenecientes a la superfamilia de las alfa/beta hidrolasas (Cygler ef al 1993, Oakeshott er

al 1993).
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Las citocromo oxidasas P450 (también denominadas oxigenasas) metabolizan
insecticidas a través de O-, S- e hidroxilacién N-alquil, hidroxilaciones alifiticas y
epoxidaciones, hidroxilaciones aromaticas, oxidacion éster y oxidacion nitrogeno y tio-éter
(Wilkkinson 1976). Las citocromo P450 pertenecen a una vasta superfamilia De las 62
familias reconocidas de P450 en animales y plantas, al menos cuatro (familias 4, 6, 9,18)
han sido aisladas de insectos. Las insecto-oxidasas P450 responsables de resistencia
pertenecen a la familia 6, la cudl, como las esterasas, estin presentes en Diptera como un
grupo de genes (Maitra ef al 1996). Los miembros del grupo se pueden expresar como
alelos multiples (arriba de S) (Tomita er al 1995). Los niveles de oxidasas en insectos
resistentes resultan de una sobre-expresién constitutiva mas que amplificacion (Tomita y
Scout 1995, Canino ef al 1994). Los mecanismos de sobreproduccion de oxidasas en
resistencia estin bajo investigacion y parecen ser resultado de factores cis- y trans-

asociados al fenomeno de mduccién (Cohen et al 1994, Liu y scout 1997).

La mayoria de los organismos poseen multiples GST de dos o mas clases (Hayes y
Pulford 1995). Por ejemplo, las GST implicadas en la resistencia al DDT estin presentes
como grupos de genes que han sido mezclados a través del genoma por recombinaci6n
(Zhou y Syvanen 1997). Se han caracterizado en vectores un nimero de genes resistentes,

incluyendo multiples formas en el mismo insecto.

43.5 Resistencia a Reguladores de del desarrollo de Insectos

(RDI), lvermectinas y oiros Agentes Microbiales,
Los mecanismos iniciales que confirieron resistencia a los RDI estaban basados en
oxidasas. La resistencia a las ivermectinas se debe a un sinnimero de factores, incluyendo

Ma. Haydeé Loaiza Becerra 14



DETECCION DEL GEN DE RESISTENCIA ACETILCOLINESTERASA (ACEY) ..........

la conjugacion y alteracién en el sitio blanco de accion (Clark 1995). Aunque los vectores

no han demostrado aiin resistencia en el campo.

Los agentes microbiales tales como Bacillus sphaericus y B. thuringiensis se
consideran como insecticidas debido a que su agente activo son cristales toxicos producidos
por la bacteria. Los mecanismo de resistencia a B. sphaericus ain no estan definidos (Rao
et al 1995, Rodcharoen y Mulla 1996), pero parece que estin involucrados multiples
mecanismos (Nielsen-Leroux ef al 1997). La resistencia a B. thuringiensis es debido al
reducido anclaje de la toxina en los peines del lumen del intestino medio de los insectos
(Escriche et al 1995, Tabashnik et al 1996) o bien por la digestion de la toxina por
proteasas (Séller ef al 1996). Las 6 diferentes tipos de toxinas en B.ti. usadas para el
control de vectores se esperaba que retardaran o previnieran el desarrollo de mecanismos de
resistencia, sin embargo, la resistencia a multitoxmas de B.2i ya ha aparecido (Tabashnik

1997, Cheong et al 1997).

43.6 Resistencia y Control de Enfermedades

Para comprometer el control de vectores con el uso de insecticidas, el nivel de
resistencia deberia ser suficientemente alto para afectar adversamente la transmision de la
enfermedad. En muchos casos, el conirol de vectores podria no ser afectado por el nivel de
resistencia. Por ejemplo, cierta actividad podria estar controlando solo el 75 % de ia
poblacién del vector. Si, por ejemplo, el nivel de resistencia es més bajo del 10%, no
afectaria los esfuerzos de control de la enfermedad, ante esta sitnacién, debe incrementarse
la vigilancia y el monitoreo de este fendmeno. El oeste de Kenya es un buen ejemplo
operacional de coexistencia entre resistencia y control de enfermedades. La resistencia a
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piretroides apareci6 rapidamente después de que se introdujeron pabellones impregnados
(Rivet et al 1994). Después de dos afios, el nivel de resistencia no habia cambiado
significativamente, posiblemente debido a la introduccién masiva de genes susceptibles
(Vullule ez a/ 1996). Otras razones podrian explicar por que la presencia de genes de
resistencia en vectores en una irea control no significa que se estd logrando un control
efectivo. Por ejemplo, los genes de resistencia podrian no expresarse, o podrian expresarse
en un estado altemnativo de desarrollo del que esta siendo controlado por el insecticida o el
gen detectado podria ser miembro de una subfamilia de genes alternativos al que pudiera

afectar el compuesto que esth siendo usado.

43.7 Manejo de poblaciones de vectores resistentes a

insecticidas
La prictica de utilizar un solo insecticida hasta la aparicibn de resistencia se
convierte en un factor limitante que reduce ripidamente el numero de insecticidas
disponibles para el control de vectores. Rotaciones, mosaicos y mezclas de todos ellos han
sido propuestas como herramientas para el manejo de la resistencia (Curtis 1985, Curtis et
al 1993 y Roush 1989). Se han aplicado numerosos modelos matemdticos para estimar
como estas herramientas podrian usarse de manera éptima (Tabashnik 1989). Sin embargo,
estos modelos raramente se han probado bajo condiciones de campo en especial para
insectos vectores, debido a las dificultades en estimar cambios en frecuencias de genes de
resistencia en grandes muestras de insectos (Hemingway 1997). Con la ventaja de
diferentes técnicas bioquimicas y moleculares para la estimacién de frecuencia de genes de
resistencia, las estrategias de manejo de resistencia en campo han llegado a ser mas

précticas.
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En México se ha hecho un intento a gran escala de usar rotaciones 0 mosaicos de
insecticidas substituyendo el uso simple de DDT ¢ de un piretroide especifico (Hemingway
et al 1997 y Penilla et a!/ 1998). De esta manera se han monitoreado cambios en la
frecuencia de genes de resistencia en Anopheles albimanus por cuatro afios (Peailla ez a/
1998). Estos resultados podrian ayudar a estableces de manera racional estrategias a largo

plazo del uso de nsecticidas en los programas de control de enfermedades.

438 Perspectivas para ¢l manejo de la resistencia

La resistencia a los insecticidas en msectos vectores de enfermedades, ain a los
piretroides, es generalizada. Con la disponibilidad de técnicas de monitoreo mas ficiles y
sensibles (Brogdon y McAllister 1998, Brogdon y Barber 1990, Brogdon y Barber 1990) el
manejo de la resistencia estaria al alcance. Uno de los retos en el manejo de la resistencia es
que los esfuerzos por controlar las enfermedades transmitidas por vectores estin siendo més
divessificados. El caso de la malaria es un ejemplo. En los afios 50’s, la OMS mont6 un
esfuerzo global por ermadicar la Malaria. La falla principal de esto fue causada por muchos
factores, incluyendo resistencia del vector. Ahom el mejor prospecto de una estrategia
global para el control de la malaria parece ser el uso de pabellones impregnados, debido a
que Son menos Costosos que rociar paredes completas con un insecticida residual, son
efectivos en reduccién de monalidad infantil y pueden ser manejados a través de un
programa comunitario horizontal (Lengeler y Show 1996). Este tipo de control significa

que el monitoreo de resistencia podria ser manejado e interpretado localmente.
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439 Prioridades para el futuro

El incremento en la diversidad de medidas de control de vectores podria requerir de
desarrollo de métodos simples y continuos, Ahora bien, las preguntas que surgirian aqui
serian; 1) ;Como podrian los métodos bioquimicos y moleculares equipararse con las
simples técnicas de bioensayo?, 2. ;Como podrian simplificarse estos métodos para el
personal poco entrenado que intente usarlos? Inicialmente la deteccion de la resistencia y el
monitoreo en el campo podria continuarse basado en simples bioensayos y posteriormente
con pruebas bioquimicas y herramientas moleculares. El entendimiento mas profundo de
odmo la resistencia se eleva y se mantiene por si misma en poblaciones requiere

definitivamente de estudios genético-moleculares.

El conocimiento mas completo de los mecanismos de resistencia a insecticidas en
vectores de enfermedades procede de estudios con mosquitos. En el caso de otros vectores
tales como triatominos, piojos, pulgas, gamapatas, etc., poco ha sido el seguimiento y
vigilancia que se les ha dado. Lo més importante es que la deteccidén de resistencia debe ser
una parte integral de todos los programas de control. Los recursos para el control de
vectores, ain bajo situaciones de emergencia son muy limitados en muchos Paises, por lo

que deben ser usados de la manera mas efectiva como sea posible.

44  Resistencia en Mosquitos
Los principales géneros son Culex vector de filanasis y Encefalitis Japonesa, Aedes

de Dengue y Dengue hemorrigico y Anopheles de malaria. El rango de distribucion de
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malation, pirifos metil y clorpirifos ; y al carbamato propoxur en 3 poblaciones de Aedes
aegypii de los estados de Falcon y Aragua, Venezuela. En estos estados la resistencia fue
baja (< 5 veces) para los anteriores excepto para clorpirifos el cual presentd una resistencia
moderada (7 veces) y las pruebas bioquimicas demostraron la presencia elevada de
esterasas a pesar de que la acetilcolinesterasa insensible no estaba involucrada en la

resistencia de estos insecticidas.

Interesantemente, Wirth y Georghiou (1999), quienes reportaron resistencia a
malatién en Ae. aegypti en las Islas Virgenes, también encontraron altos niveles de
resistencia a piretroides. Esto 1lama la atencién debido a que en el aiio 2001, el programa
Nacional de Control de vectores en México, en su nueva regulacién establece el reemplazo

de malatién por piretroides tales como permetrina, cyflutrina y bifentrina,

Una historia similar para ¢l control de Ae. aegypi se encuentra en las islas
Canbeifias de Trinidad y Tobago donde Ae. aegypfi posee una atencion especial en el érea ,
de Salud y donde el dengue 1, 2 y 4 son endémicos (Nathan y Knudsen 1991). El control de
Ae. aegypri esth basado en participacién comunitaria, en la eliminacion de contenedores de
agua que sirven de sitios de cria, esto con un éxito variable, En Trinidad, grinulos de
temefos al 1% son aplicados para el control de larvas en contenedores donde se almacena
agua, mientras que el malation se usa en aplicaciones ULV en periodos de alta prevalencia
del mosquito y/o de casos de dengue. La resistencia a organofosforados ha sido detectada a
bajos niveles en poblaciones de Trinidad, afectando tanto a estadios larvales como adultos
(Rawlings y Wang 1995). En Santiago de Cuba mediante pruebas bioquimicas para la

deteccion de los mecanismos de resistencia mediado por enzimas esterasas, glutatién-s-
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transferasas (GST) y acetilcolinesterasas, (AchE) en Aedes aegypti se demostré que las
enzimas esterasas y GST mtervienen en la resistencia a insecticidas, no resultando asi para

la AchE (Rodriguez et al 1999).

Poblaciones del mosquito Culex pipiens también se ha reconocido como resistentes
al temefos en Africa a través de producir esterasas A2-B2 y A4-B4 (Ben Chiek y Pasteur,
1993). En la india, Raghavendra y cols. (1992) reportaron resistencia diferencial contra el
malation en 2 subespecies de Anopheles culicifacies, vector de malaria Esto fue
investigado para explicar porque las densidades de estos vectores se incrementaban a pesar
de los rociados con malation. En relacién con estudios de resistencia utilizando métodos
moleculares, estos son escasos y se ha escogido el modelo de Culex pipiens, mosquito
comun de las casas, como indicador de genes de resistencia. Asi, Severni y cols. (1994)
logr identificar con RFLP’s (Restriction Fragment Length Polymorphism) un gen que
codific para esterasas B en un locus de DNA de C:flexplpiemenlmlia. Y otro grupo, en
Africa occidental (Chandre y cols., 1997) mapeo la distribucién geogrifica de un gen
(Ace®) de resistencia con el papel de hacer el vector inscasible a Ia acetilcolinesterasa. En
Cuba se presmne. que por primera vez en Aedes aegypti se encontrd la presencia del gen
AchE, aunque a baja frecuencis, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida se
observd una banda fuertemente tefiida con un valor de movilidad relativa de 0.779, la cual
se nombro A4 (Rodriguez et al 1999) , Bisset y cols (1999) determinaron la presencia de 3
fenotipos de esterasas Bl, A6 y B6 las cuales aparecen como mecanismo de resistencia a
Culex quinquefasciatus en Cubs. Evidentemente, no existe a la fecha un estudio que
muestre la frecuencia y distribucién de genes de resistencia con potencial como marcadores

moleculares para insecticidas, se tiene referencia del disefio de técnicas pama determinar
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de mecanismos de detoxificacion por enzimas esterasas elevadas y AchE modificada donde

al parecer, la AchE alterada confiere un mayor valor adaptativo (Dieguez et al, 1999).

La resistencia a piretroides estd surgiendo a pesar del optimismo que causd debido a
su accion tOxica ripida y por ser uno de los grupos insecticidas mis nuevos, por estas
razones, se pensaba que no produciria resistencia en un lapso corto de tiempo (Malcom
1988). La resistencia a piretroides no se estd presentando a través de un mecanismo unico;
en Guatemala, la resistencia a piretroides fue primeramente reportada en poblaciones de
Anopheles albimanus resistentes a fenitrotion. Cuando se utilizd la deltametrina, las
esterysas involuciadas; enl fesistaptia & fonitrotibn fueron estimuladas por presin de
seleccion a producir resistencia cruzada a deltametrina (Brogdon y Barber 1990). En suma,
se ha encontrado que la resistencia cruzada a DDT-permetrina es debida a oxidasas en el
mismo mosquito. Un patron similar de resistencia cruzada ha sido documentado para Cx.
pipiens en Ohio. En un estudio de seleccién de una cepa de Culex gquinquefasciatus
resistente a lambdacialotrina en Santiago,Cuba se observéd baja o ninguna resistencia
cruzada a otros piretroides (deltametrina y cipermetrina), a un carbamato (propoxur) y a los
insecticidas organofosforados (clorpirifos y metil-pirifos), sin embargo, se observé una alta
resistencia cruzada a malation (Rodriguez et al 1998);, en otra localidad de Cuba
(Camaguey) se estudiaron los niveles de resistencia a insecticidas organofosforados,
carbamatos y piretroides y se observo que después de 6 afios de haber sido suspendida la
aplicacion de malation, ain se mantiene la resistencia a este quimico, a la vez que hay
resistencia cruzada a propoxur y el comienzo del desarrollo de mecanismos de
detoxificacién para deltametrina (Dieguez, et al 1999). Mecanismos de resistencia miltiple

(dos 0 mas mecanismos de resistencia en el mismo mosquito) estd siendo utilizado en los
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programas de control de vectores, haciendo una rotacion secuencial de un quimico de cierto

grupo toxicolégico altemado con otro de otro grupo.

El mecanismo mis comin de resistencia & piretroides es en el sitio blanco
resistencia knockdown). Este mecanismo ha sido detectado para Ae. aegypti en Puerto
Rico e Indonesia ademis para el vector de encefalitis equina Cx. quinquefasciatus en
Louisiana. Investigadores Franceses han detectado este mecanismo en An. gambiae,
principal vector de malaria en Affrica, esto en algunos paises del oeste de Africa (Elissa et
al 1993, Martinez Torres et al 1998). Este mecanismo de resistencia esth relacionado con la

similaridad en el sitio de accién de piretroides y DDT,
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5. METODOLOGIA

5.1  Area de estudio.

5.1.1 Localizacién

El Estado de Veracruz, México, se encuentra localizado en el Golfo de México; sus

coordenadas geograficas extremas son: al norte 22°28', al sur 17°09 de latitud norte; al

este 93°36°, al oeste 98°39' de longitud oeste. El estado de Veracruz representa el 3.7% de

la superficie del pais. Este estado colinda al norte con Tamaulipas y el Golfo de México; al

este con el Golfo de México, Tabasco y Chiapas; al sur con Chiapas y Oaxaca; al oeste con

Puebla, Hidalgo y San Luis Potosi (Fig.4).

5.1.2 Caracteristicas

5.1.2.1 Demogréficas.

El estado de Veracruz cuenta con una poblacién de 6,901,111 habitantes, de los

cuales el 33.9 % son menores de 15 afios y el 59.9 % son de 15- 64 afios de edad.
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TAMAULIPAS
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Fig.4 . Mapa del Estado de Vemacruz, donde se ilustran las localidades de colecta.

5.1.2.2 Fisiografia

El Estado de Veracruz abarca éreas que corresponden a siete provincias o regiones
fisiogrificas del pais: Provincia de la Llanura Costera del Golfo, Provincia de la Sierra
Madre Oriental, Provincias del Eje Neovolcanico, Provincia de la Sierra Madre del Sur,
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Provincia de la Llanura Costera del Golfo Sur, Provincia de la Cordillera Centroamericana
y Provincias de las Sierras de Chiapas y Guatemala (Fig. S).
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<
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Figura 5. Fisiografia del Estado de Veracruz

5.1.2.3 Climas

La ubicacién geogréfica de Veracruz le confiere caracteristicas tropicales, pero éstas

son modificadas en parte por la influencia de las serranias, fundamentalments en el centro-
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oeste. Como consecuencia de lo anterior, los climas se distribuyen paralelos a la costa, en
direccién noroeste-sureste, de la siguiente manema: célidos, semicélidos, templados,
semifrios, frios y semisecos, en los cuales predominan las lluvias de verano (Fig. 6)

''''''

Linite W anicipa!
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1000 ol 3ho

-------
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p—
Figura 6. Zonas climaticas del Estado de Veracruz

$.123.1 Climas cdlidos hiimedos y sublnimedos

Son los que comprenden una mayor érea, aproximadamente un 80% de territorio
veracruzano, se distribuyen en las Llanuras Costeras del Golfo Norte y del Golfo Sur, a una
altitud méxima de 1,000 m. En estas regiones, la temperatura del mes més frio es superior a
18° C y la media anual mayor de 22°C.
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51.23.2 Climas semicalidos hamedos

La zona mis extensa con este clima, cuyas lluvias se distribuyen durante todo el
ailo, abarca de Zontecomatlin (en la Huasteca) y algunas &reas del estado de Hidalgo, a
Tlapacoya, Jalapa y Orizaba. Este clima constituye la transicién de los célidos a los

templados.

51233 Climas Templados

Se registran en las zonas con altitud entre 1,600 y 2,800 m. Las zonas con estas
caracteristicas se ubican al occidente de las semicélidas himedas, por Huayacocotla, Villa
Aldama y Ayahualulco. La temperatura media anual oscila de 12 a 18°C y la precipitacién

total anual de 500 a 2,500 mm.

51234 Climas semifrio y frio

Se distribuye entre los 2 800 y3 800 m.s.n.m. en el Cofre de Perote y el Pico de Orizaba. La.
temperatura media y la precipitacién total anual fluctiian de S a 12°C y de 600 a 1,200 mm,

respectivamente.
5.1235 Clima semiseco

La presencia de dreas con clima semiseco templado con lluvias en verano en los
alrededores de la ciudad de Perote y al oeste de la Huasteca, obedece al obsticulo que
forman las elevaciones del Eje Neovolcanico y la Sierra Madre Ornental, las cuales no

permiten la llegada de los vientos humedos con igual intensidad, provocando con esto que
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la precipitacion total anual sea entre 400 y 500 mm, cantidad mucho menor que la que cae

en los volcanes de los Tuxtlas. En dichas zonas la temperatura media anual es de 14°C.

5.1.2 4 Hidrologia

Todas las corrientes que surcan el ferritorio de Veracruz, con excepcién de los
pequedios arroyos localizados en la ladera occidental del Cofre de Perote, perienecen a la
vertiente del Golfo de México.Por lo que respecta a los almacenamientos superficiales de
agua dulce s6lo la Laguna de Catemaco es importante.El potencial acuifero subterrineo de
Veracruz esta intimamente relacionado con la porosidad y permeabilidad de los suelos y

rocas presentes (Fig. 7).
5.124.1 Aguas Superficiales
5.1.24.1.1 ' Regiéon Hidrolbgica "Rio Pénuco"

Por la extension que abarca es una de las méas importantes del pais, ocupa el cuarto lugar.
La parte que le corresponde a Veracruz se localiza en el norte e incluye una amplia zona del
distrito de riego "Rio Pinuco-Las Animas-Chicayan-Pujol Coy". Asimismo, dentro del

estado comprende parte de las cuencas "Rio Panuco", "Rio Tamesi" y "Rio Moctezuma",

Mo. Haydeé Loaiza Becerra 30



DETECCION DEL GEN DE RESISTENCIA ACETILCOLINESTERASA (ACEM) ..........

Figura 7. Regiones hidrolégicas del Estado de Veracruz

5124.12 Regién Hidrolégica
"Tuxpan-Nautia®

Ocupa la porcién noreste del territorio veracruzano y estd integrada por las cuencas
de los rios Nautla, Tecolutla , Cazones y Tuxpan, ademis de la laguna de Tamiahua. Los
rios seflalados desembocan en el Golfo de México y tienen su origen en mayor niimero
fuera de la entidad.
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La laguna de Tamiahua, una de las mas grandes de la Republica Mexicana, se une
con el rio Panuco a través de los canales Chijol, Calabozo, Wilson y laguna de Tampico
Alto.

5.1.24.13 Regién Hidrologica

“P.pa' o’p.n"

Esta regiém abarca gran parte de la porcion centro-sur de Veracruz, las corrientes que la
integran tienen una disposicién radial y paralela, controlada por algunas elevaciones de la
Sierra Madre Oriental y el Eje Neovolcénico (el Cofre del Perote y el Pico de Orizaba). Las

cuencas que la conforman son: "Papaloapan” y "Jamapa”.

51.24.14 Regifn Hidrolégica

"Coatzacoalcos"

Corresponde a lo que geograficamente podria |lamarse vertiente del golfo de la zona

istmica, parte de la cual comprende el sur de Vericruz.

La regioén comprende parte de las cuencas "Tonali-Lagunas del Carmen-Machona”

y "Coatzacoalcos".

5.1.24.15. Regién Hidrolégica "Rio

Balsas"

Ocupa una superficie minima de la cuenca Atoyac, por el rumbo del Cofre de
Perote.
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51242 Aguas Subterrianeas

Las unidades de roca con posibilidades altas de almacenar agua subterrinea
susceptible de aprovecharse, estin ubicadas al occidente del puerto de Veracruz e integrada
en mayor proporcion por conglomerados medianamente consolidados del Terciano. No
obstante, el recurso ha sido utilizado de manera constante, provocando una

sobreexplotacion del acuifero.

51243 Zonas de Veda

Desde 1976 opera en diversos lugares de Veracruz la veda elistica o parcial para la
explotacién de las aguas del subsuelo. Por ejemplo: las zonas de Alvarado, Oriental,

Cuenca del Rio Guayalejo, Minatitlan, Pueblo Viejo, entre otras

5.1.2.5 Vegetacion

Dentro de los tipos de vegetacién que se desarrollan en el estado, en orden
decreciente de abundancia, se encuentran: selvas alta perennifolia, baja caducifolia y
mediana subperennifolia; bosque meséfilo, manglar, sabana, bosques de pino-encino, de
encino-pino y de pino; tular, palmar, popal, vegetacién de dunas costeras y matorral con

izotes (Fig. 8)
51251  Selvas

En su conjunto, son las comunidades vegetales mas abundantes en el estado. La
selva alta perennifolia se localiza en partes de las sierras y de las planicies. Los suelos sobre
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los que crece esta comunidad son diversos, pero en general sus horizontes superiores son

ricos en materia organica.

Las comunidades primarias alcanzan una altura de 25 hasta 40 metro, estin

constituidas predominantemente por arboles siempre verdes.

Otra caracteristica de estas selvas es la gran variedad de formas vegetales, ya que
son frecuentes las epifitas, trepadoras lefiosas, liquenes y palmas de diferentes tipos y

herbéceas de grandes hojas.

La selva mediana subperennifolia se localiza en dos zonas del estado: una al norte
de Tamiahua y sur de Tuxpan, conformada por vegetaciéon secundana; y la otra al sur de
Cordoba, en los limites con Oaxaca. Se encuentra en climas semicilido himedo con lluvias
todo el afio y semicalido himedo con abundantes lhuvias en verano. Los suelos que

sostienen esta selva son los acrisoles.

La selva baja caducifolia se localiza en el centro del estado, entre Jalapa y Alvarado
y de las cercanias de Cérdoba hasta la ciudad de Veracruz. Se desamrollan bajo clima cilido
subhimedo con lluvias en verano. Los suelos que la sostienen son de varios tipos,

predominando los arcillosos, como vertisoles o feozems, y de poca profundidad.
§.1.25.2 Bosques

Los bosques, tanto de coniferas como mesdfilo de montafia y algunos encinares, se
localizan en dos porciones del estado: una en los limites con Hidalgo, en la subprovincia
del Carso Huasteco; y la otra, mayor, en la parte central del estado, dentro de la provincia

del Eje Neovolcénico.
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El bosque mesofilo de montafia se encuentra en climas semicalido subhumedo y
templado himedo con lluvias de verano, cuya precipitacién total anual fluctiia entre 1 500 y
2 000 mm. Los suelos que la sustentan son los andosoles, derivados de cenizas volcénicas,

de color negro; y los luvisoles, rojos y arcillosos.

Su composicién floristica es diversa, pero existen especies que son frecuentes, y en
varios lugares tienden a dominar, como ocozote, mano de leén, entre otras; y algunas

especies de pino.

En la zona de los Tuxtlas hay comunidades muy particulares como los bosques de

baja estatura (de 8 a 12 m) en las cimas del volcan San Martin y del Santa Marta.

Otro tipo de bosques de menor complejidad estructural y floristica son los mixtos,
en su mayoria de pino-encino, con alturas de 10 a 25 metros. También existen algunas areas

de bosque de pino y de oyamel en el Pico de Orizaba y el Cofre de Perote.

51253 Otros tipos de vegetacién

El manglar es una vegetacion caracteristica de las costas cilidas de México, se
localiza en forma de manchones a todo lo largo de la costa veracruzana, sobre suelos
inundables, generalmente salinos, anaerobios y muy ricos en materia organica. Alcanza de

3 a 8 m de alto.

La sabana es una comunidad formada por extensos pastizales con algunos drboles

dispersos. Se desarrolla sobre terrenos planos con drenaje deficiente, por lo que en cierta
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época del afio se inunda. Se encuentra en forma de manchones dispersos entre el puerto de

Veracruz y Lerdo de Tejada y al sureste de Acayucan, cerca del poblado Santa Isabel.

Otros tipos de vegetacion son el tular, vegetacién acuética dominada por plantas de
1 8 3 m de alto, de hojas angostas y alargadas, que se desarrollan en las cercanias de
Coatzacoalcos sobre 1a llanura de inundacion; el palmar, constituido por palma real o palma
redonda, y el popal, también vegetacién acudtica.

5.1.256 Agricultura

Veracruz es uno de los estados que mayor aporte hace al sector agropecuario del
pais. Su produccibn es alta y variada, ligada principalmente al temporal. Ocupa un lugar
destacado por el nimero que genera de productos basicos, entre ellos arroz, chile verde,
haba y papa; de frutales, naranja, plitano y mango; y de productos industrializables como

caiia de azicar y tabaco.

La agricultura de temporal es la dominante, su produccién se consigue al sembrar en
ciclos cortos (especialmente el de primavera-verano). Los cultivos principales en este tipo
agricola son: maiz, frijol, sorgo, arroz palay, café oro, naranja, mango, platano, pifia, limén
agrio, mandanna, papaya, toronja, ciruela de almendra y coco fruta, ademas de tabaco, hule

hevea, vainilla, chile verde, papa y sandia.

La alta productividad de la agricultura de temporal se debe, primeramente, a la
buena precipitacion y a que los suelos en llanuras, lomerios y valles cuentan con las

condiciones apropiadas para el buen desarrollo de los cultivos. Los suelos, en su mayoria,
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tienen buena profundidad y carecen de obstrucciones superficiales. La fertilidad de los

mismos es de moderada a alta.

La agricultura de riego no ha alcanzado una importancia significativa en el estado,
debido primordialmente a las buenas condiciones del temporal, que permiten obtener altas
producciones con inversiones bajas. Esta se concentra en los distritos de riego rio Blanco,
Actopan, rio Pinuco y la Antigua, ubicados en las provincias fisiogrificas denominadas
Llanura Costera del Golfo Norte y del Golfo Sur; asi como en pequefias unidades dispersas

por todo el estado.

Los suelos en que se realiza son profundos, sin limitantes superficiales o intemas
que obstruyan el laboreo con maquinaria agricola. La fertilidad es buena. La variedad de

cultivos es poca: cafia de aziicar, maiz, arroz palay y papaya.

El pastizal cultivado se desarrolla por todo el temitorio, pero fundamentalmente en
la Llanura Costera del Golfo Norte. Las especies que se siembran frecuentemente son:

estrella africana, guinea o privilegio, pangola y jaragua.
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Figura 8. Principales tipos de vegetacién del Estado de Veracruz

5.1.3 Localidades de colecta

Las localidades muestreadas en este estado fueron las siguientes: Coatzacoalcos,
Minatitldn, Cosoleacaque, Acayucan, Alvarado, Cempoala, Martinez de la Torre, Poza
Rica, Tantoyuca y Panuco (Cuadro 1, Fig4)
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Cuadro 1. Coordenadas geograficas y altitud de las localidades a muestrear en el estado de

Veracruz, México.
LOCALIDAD ~ LATITUD LONGITUD | msnm
Coatzacoalcos 18°0.7683’N 94°27.018°W 52
Minatitlin 18°00.265'N 94°32.820°'W 11
Cosoleacaque 18°00276’'N 94°36.863’'W 49
Acayucan 17°57.068’N 94 °53.888°W 90
Alvarado 18°46.491°'N 95°45.795'W 20
Cempoala 19°26.104’'N 96° 16.876’'W 34
Martinez de la Tomre 20°03.947°'N 97°03.622'W 65
Poza Rica 20°31.102’N 97°26.898°W 79
Tantoyuca 21°20.276’'N 98° 13.230°’W 149
Panuco 22°02.507°’N 98°10.937°'W 22

- _ _ _______________-——= __ ____________——— === =

52  Obtenciéon de material biolégico

Se seleccionaron 10 localidades del norte al sur del Estado de Veracruz.,.

Las larvas se obtuvieron en criaderos conocidos donde el vector se reproduce: tambos de

200 litros, floreros de tumbas de pante6n, llantas usadas en vulcanizadoras y cacharros en

general. El material colectado fue llevado al laboratorio de Entomologia Médica de la FCB-

UANL, para su reproduccion en el insectario (Fig. 9).
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Fig.9. Sitios de colecta de larvas de Ae. aegypti en diferentes localidades del Estado

de Veracruz.

53. Manejo de material bioligico

Las larvas se colocaron en charolas plisticas de 30X10cm, éstas fueron alimentadas
con alimento balanceado para perros y Agar cerebro- Corazon en una mezcla finamente
molida. Las pupas eran transferidas en vasos de 250 ml de capacidad y eran colocados en
Jjaulas de cria de 30X30 cm. Los mosquitos adultos se alimentaron con agua y 10% de miel
en algodones impregnados. Se ofrecié a las hembras Aedes sangre de conejo pars la
produccién de huevecillos. Se mantuvo una colonia representativa para cada una de las

Ma. Haydeé Loaiza Becerra 40



DETECCION DEL GEN DE RESISTENCIA ACETILCOLINESTERASA (ACEY) ..........

localidades muestreadas. Las colonias se mantuvieron bajo condiciones de temperatura y
humedad controladas (24+2 °C y 70% HR) (Fig. 10).

Fig. 10. Cria y mantenimiento de colonias de Ae. aegypti en insectario

54 Extraccién de DNA

Se extrajo el DNA de 100 mosquitos adultos hembras (de forma individual) pam
cada una de las localidades utilizando el método de extraccién de sales de Cohen et a/
(1982). Este método consiste en lo siguiente: se coloca un mosquito en cada tubo eppendorf
de 1.5 ml, se le agrega 25 pl de buffer de maceramiento (buffer de maceramiento: NaCl
0.1, Sacarosa 0.2M, Tris HC1 0.1 M pH 9.1, EDTA 0.05M, SDS 0.05%). Se macera cada
mosquito con un pistilo estéril hasta que no se vean partes den insecto. Se lava el pistilo
con 25ul de buffer de maceramiento sobre la muestra en el tubo (el pistilo usado se coloca
en una solucién de HCI 1 M para lavar esterilizar). Se homogeniza brevemente en un vortex
(1 minuto aproximadamente), después de esto se incuban los tubos conteniendo el
homogenato a 65°C por 30 minutos para desnaturalizar las proteinas, pasado este tiempo se
adiciona a cada tubo ain caliente, 7il de KAc 8M mezclando con golpes suaves. Enseguida
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se incuba en hielo por un minimo de 30 minutos para que el SDS precipite. Se centrifuga
inmediatamente por 15 minutos a 14000-16000 xg y se transfiere el sobrenadante a un tubo
eppendorf de 1.5 ml estéril cuidando de que no lleve particulas de SDS. A este
sobrenadante se le agregan 100 pl de etanol al 100% y se incuba en hielo durante 5 minutos
para precipitar los 4cidos nucleicos pasado este tiempo se colocan en la microcentrifuga y
se centrifugan a 14000-16000 xg por 15 minutos. El paso siguiente es remover
cuidadosamente el etanol y afiadir 100 pul de etanol al 70 %, se centrifuga nuevamente por
15minutos y se vuelve a remover el etanol una vez finalizado esto el pellet de DNA
permanece en el tubo. El pellet se deja secar a temperatura ambiente y se resuspende en 100

ul de TE (Tris-HC1 1 M pH 7.5, 0.5 M EDTA pH 8.0) (Black y Detau, 1997).

SA.1 Calidad del DNA aislado

Se mezclan 5 ul de DNA con 5 pl de Loading buffer para DNA (TBE 1X, azul de
bromofenol y xylanocianol), ya mezclado se coloca en la ranura de un gel de agarosa (0.4 -
g de agarosa en 50 ml de TBE 1X) y se deja correr a un voltaje constante de 100 volts hasta

que el azul de bromofenol corra hasta el final del gel.

55 Técnica de PCR

Los iniciadores o primers para los genes de resistencia que se monitorearon fueron
donados por University of Colorado State, USA; estos ya estin secuenciados y van

dirigidos a localizar locus de acetil-colinesterasa mutada, siendo este un mecanismo de
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resistencia para organofosforados y carbamatos. Para la reaccion de PCR se utilizd un
templado de DNA donde se agregaran los primers para cada uno de los genes de resistencia
especificados. Para Ia amplificacién del DNA por PCR se empleari el método descrito por
Gorrochotegui y cols (2000), el cual consisti6 en lo siguiente se prepara la mezcla de
reaccién (ANTPs 20 mM, Buffer 10X, 500 p mol de cada primer, ddH,0) se colocan 48 pl
de esta mezcla en un tubo de 0.5 ml, se exponen los tubos conteniendo la mezcla a luz
ultravioleta por 10 minutos, después de esto se le adicionan 2 pl de DNA a cada tubo y se
colocan en el termociclador. Se corre el programa para ACE, al finalizar el primer paso del
programa se le afiade 0.5 pl de Taq polimerasa a cada uno de los tubos y se continua con
el programa (Fig. 11)La secuencia de bases paa ACE®* + Seq 53"
TCGGAGGATTGCCTGTAT y ACE® + 5°-3’ :CGCTGCTTGCTTCTATGTATAATGC.

Se utiliz6 un marcador de peso HyperlLadderV (200 lineas) marca Bioline.

56  Electroforesis (geles de agarosa)

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa
visualizando los fragmentos de DNA por tincién con bromuro de etidio para corroborar la
amplificacién (Fig 12). Se detecté la presencia del gen ACE® por comparacion con el

marcador a 190 pares de bases.
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Fig 12, Preparacién de geles de agarosa para detectar presencia del gen ACE®
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6. RESULTADOS

Solo se detectd la presencia del gen para la localidad de Coatzacoalcos con 19
mosquitos positivos. En ninguna de las localidades se detectd la presencia de la banda
ACE? . La mayoria del DNA pam cada localidad se extrajo de hembras y machos de Ae.
aegypti sin alimentar ya que cuando se realiz6 en hembras alimentadas no se obtuvieron las
bandas de DNA. Mayormente se amplificé6 el DNA de hembras pero en los casos en que
no habia suficiente nimero, este se obtuvo de machos. Los 1( casos positivos para
Coatzacoalcos fueron en machos de Ae. aegypti (Fig. 13). Este es un punto interesante a
discutir, pues, en la mayoria de los procedimientos estandares como los de la OMS (1981)
para deteccién de resistencia en mosquitos mediante la técnica de bioensayo, se establece

que deban realizarse en hembras e incluso recién alimentadas (Cuadro 2).

Como lo establece Patil et al (1996) existen dos principales formas de resistencia
bioquimica, resistencia en el sitio blanco, y enzimas detoxificativas. La determinacién de
ACE corresponde al primer tipo, que algunos autores lo clasifican dentro de mecanismo de

resistencia no metabolico (Cuadro 3) (Lagunes y Villanueva 1994).

Se han identificado al menos cinco sitics mutades en el sitio de accion de la acetil-
colinesterasa. Ademas se sabe que estos ocasionan una gradacion en la sensibilidad a

organofosforados y carbamatos.

La deteccion de gene ACE® podria explicar en primer instancia la variacién de la

susceptibilidad en Ia poblacién de Ae. aegypti en la zona de Coatzacoalcos, aunque su
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presencia no explica el nivel de resistencia en la poblacion, debido a que estos genes
podrian no expresarse 0 podrian expresarse en un estado alternative de desarrollo del que
estd siendo controlado por el imsecticida o el gen detectado podria ser miembro de una
subfamilia de genes altemativos al que pudiera afectar el compuesio que esti siendo usado
(Vullule et al 1996). En el caso de Veracruz, como en todo el Pais, la presion de seleccién
por organofosforados tales como malatién y temefos ha sido continua en por lo menos los
ultimos 20 afios. Esto indicaria que al menos uno de los mecanismos (una de las
mutaciones) para ACE insensible debiera ser comim. Los resultados obtenidos indican una

baja frecuencia en genotipos resistentes, especificamente pama una mutacién del gen ACE.

Cuadro 2. Presencia del gen ACE® en 10 localidades del Estado de Veracruz

LOCALIDAD |NUM. DE MOSQUITOS
POSITIVOS

Coatzacoalcos 19
Minatitlan 0
Cosoleacaque 0
Acayucan 0
Alvarado 0
Cempoala 0
Martinez de la Torre 0
Poza Rica 0
Tantoyuca 0
Panuco 0
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190 bp

Figura.13. Banda de ACE en geles de agarosa en mosquitos macho de Coatzacoalcos,

Veracruz.
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Cuadro 3. Clasificacién de mecanismos de resistencia en insectos

MECANISMOS DE RESISTENCIA METABOLICA

MECANISMO INSECTICIDAS REFERENCIA
FOM Todos Wilkinson, 1983
Esterasas Organofosforados Yasutomi, 1983
Carboxiesterasas Malatién y Fentoato Yasutomi, 1983
GHS-transferasas Organofosforados y otros Dauterman, 1983
DDTasas Clorados del gruo OC-DDT | Metcalf, 1989
Hidrolasas Fosforados y otros Dauterman, 1983

MECANISMOS DE RESISTENCIA NO METABOLICOS
Kdr DDT y piretroides Plapp, 1978
ACE insensible Carbamatos y fosforados Hama, 1983
Insensibilidad en el sitio de | Carbamatos, clorados del Narahashi, 1983
accién grupo del benceno y

ciclodienos

Penetracion reducida Todos Matsumura, 1983
Mayor excrecion Todo Georghiou, 1972
Mayor almacenamiento Todos Georghiou. 1972

Bobadilla-Utrera (2001) al evaluar el estado de susceptibilidad de poblaciones
larvarias de Ae. aegypti en 10 localidades del Estado de Vemacruz para insecticidas
organofosforados y piretroides no encontrd diferencia significativa en los valores de Clso y
CLgs entre las localidades, las cuales estaban comprendidas entre Martinez de la Torre
(centro) hasta Minatitlan (Sur). Aunque no se incluyd Coatzacoalcos especificamente,
Bobadilla establece para temefos un aumento en la susceptibilidad de las poblaciona

larvarias de Ae. aegypti hacia el sur, no siendo el caso para malatién. Si analizamos lo
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establecido por (Ffrench-Constant et al 1993) podriamos confirmar que la presencia de un
sitio mutado en la acetil-colinesterasa produce una gradacion en la sensibilidad al

organofosforado.
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7. CONCLUSIONES

Se detecta por primera vez en Adedes aegypti la presencia del gen ACE® para
Coatzacoalcos, Veracruz aunque a baja frecuencia, mediante electroforesis en gel de

agarosa se observé una banda fuertemente correspondiendo a 190 pares de bases.

Debido a que solo se procesan un nimero de muestras limitado (100 mosquitos por
localidad), ademés de la baja frecuencia de la presencia del gen ACE®? no se presentan
evidencias suficientes para establecer la migracion del gen en poblaciones de Ae. aegypti en

el Estado de Veracruz .
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