INTRODUCCION

&! paludismo un problema de salud pablica.

El paludismo es la enfermedad parasitaria mas impertante en el mundo
transmitida por un vector {OMS 19563). En términos de morbilidad y monalidad
humana, el paludismo @s una de las enfermedades mas importantes dentra de las
cilermedades infecciosas reemergentes (Halstead 1992, Robert st al. 1997, Butler
y Roberts 2000). En muchos paises en vias de desarrollo especialmente en Africa,
ei paludismao provaca aitos costos medicos, una enoime péidida de vidas y de
dias labarables (Fleming 1986, Wortld Heaith Organization 1998).

Ei paludismo se encuentra diseminado en mas de 101 paises en donde
habitan cerca de 2,400 millones de personas (40% de la poblacion del Mundo). Su
prevaiencia ha sido estimada en 300 a 500 millones de casos cada afio. Un poco
mas del 90% de los casos clinicos de paludismo se encuentran localizados en el
area de sub-Sahara Africa. En esla area, la monalidad debido al paiudismo, se
calcula sobre 2 millones de muertes cada afio, presentandose principalmente en
ninas {uno de cada 20 nifios mueren de paludismo antes que cumplan los 5 afos
de edad) que viven en areas [urales en donde no se tiene acceso a los servicios
de saiud. Al Oeste de Camerdn, al mengs 75% de los niflos portan &l parasito en
su sangre. Qtros grupos de humanos no inmunes que presentan alto riesgo de
contraer el paludismo son las mujeres embarazadas, refugiados, personas
desplazadas y personas gue entran a laborar o de turistas a areas endemicas
{World Health Organization 1998).

El paludismo es endémico en un total de 101 paises y termtorios. 45 paises
ubicados en la region de Africa, 21 en la regidn de las Américas, 4 en la regién de
Euiopa, 14 en la region del Mediterraneo, 8 en fa regidn sureste de Asiay 9enla
regidn de] Pacifico (World Health Organization, -1998) {Figura 1). - -



En las Américas, en 1974, la morbilidad fue de 49 por 100.000 habitantes,
mientras que en 1990 en esta misma area vivian alrededor de 278 millones de
gentes en areas endemicas de paludismo, registrando una morbilidad dei
paludismo para este arfiao de 149 por 100,000 personas. £n 1995 se presentaron
1,302,791 casos, con una morbilidad de 168.16 por 100 habitantes, ocupando el

tercer lugar entre las enfermedades de notificacidn obligatoria (OPS 1995).

En Meéxico, en la década de los aios 40s durante los primeros anos de
actividades de la Campara de Erradicacion se observd una disminucion en el
numero de casos. Sin embargo, a partir de 1980, esla tendencia se invirlio
alcanzando cifras alarmantes. Este incremento se presentd a finales de los anos
70s, con un 133,698 casos en 1985, distribuidos en 13.901 iccaidades. tste
aumento representd el 15.6% con relacidn al ang antenor. En 1989, Mexico
registrd aproximadamente el 10% de todos los ¢asos de paludismo en las
Américas (Rodriguez y Loyola, 1989), mientras que en el ano de 1990 sdlo se
reportd el 4.2% de todos 10s casos de paludismo en esla misma area {Pan
American Health Organization 1991), representando una reduccidn del 60% y del
34% de casos y de poblados con casos de paludismo, respectivamente. Respento
al ultimo reporte. Esta reduccion fue el resultado de la implementacién del plan de
acciones intensivas y simuitaneas para el contral de paludismo (ambién conacida
como PAIS) (DGE 1991).

Durante los afios 90s se observé un significativo decremento en los casos
de paludismo hasta llegar a un numero poco mayor a 10,000 casas en 1993, cifra
que en 1997 llegd a ser de solo 4,472 casos, Sin embargo, en of aiio 1998 se
presentd de nueva cuenta un aumento de 14,198 siendo afectados principalmente
los estados de Oaxaca y Chiapas. En 1999, en México, hasta la semana 51 se
reportaron un total de 5,316 casos, de ellos sdlo 1,002 se presentaron en Chiapas.
Sin embargo, para el afio del 2000 en la semana J9 se observd una reduccion de
2,774 de casos en la Republica Mexicana siendo de 1,008 los casos reportados
para el estado de Chiapas.



En México, el drea paludica se divide en tres regiones. Region de la
vertiente del Goffo de México y Peninsula de Yucatan; Regidn de la Vertiente Sur
del Océano Pacifico y Region del Noroeste del Pais (Figura 2). En la actualidad se
considera que la transmisién se ha interrumpido en la Regién del Goifo de México
y se ha focalizado en 1a regidn del Noroeste del Pais pera piincipaimente en ia
region del Océano Paclfico considerada la zona mas endémica del paludismo
(Rodiiguez y Loyola 1989).. En eslas dous ualtimas fegiones viven
aproximadamente 3.5 millones de habitantes 0 sea el 10% del total de area
paludica, pero eitie ciios se repoitaron 11,074 ¢asos, comprendisndo el 75% del
total registrado en el pais en 1978 (OPS/OMS 1981). En la region del Océano
Pacifico los casos de paludismio se encuentran localizados principalmente en {os
estados de Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Michoacan y Sinaloa.

Los paragsitos del paludismo.

Se han descrito mas de 100 especies de Piasmodium
{Microsporidia:Plasmodidae), de los cuales 4 especies causan paludismo en el
Hombre siendo, P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale. En primates y otros
mamiferos se han identificado alrededor de 20 especies, mientras que en aves y

reptiles se han reportado 40 especies (Garnham 1980).

Cicio de vida del Plasmodiun.

El cclo de vida de todas las especies de Plasmodium del paludisma
humano es esencialmente el mismo. Este comprende una fase exdgena sexual
denominada esporogdnica con multiplicacion en algunos mosquitos Anopheles y
una fase endogena asexual denominada esquizogonica con muitipiicacion en el

humano.

Fase sexual del Plasmodium

Esta fase inicia cuando un mosquito hembra ingiere sangre de un
hospedero humanao con parasitos en circulacion. Estos llegan libres al estdmago
del mosquito. Los parasitos asexuales san digeridos juntos con las células de la



sangre mientras las células sexuales (gametocitos) experimentan cambios. En el
gametocito macho el ndcleo se divide hasta 4 u 8 nucleos, cada uno de ellos
forma una larga estructura parecida a una hebra de 20 a 25 u de largo
denominado flagelo los cuales se liberan de la célula original. Este praceso de
exflagelacion toma pocos minutos a una temperatura apropiada y pueden ser
observadas en sangre fresca bajo un microscopio. En el gametocito hembra se
experiinenta un proceso de maduracion y se forma el gameto hembra o

macrogameto; los flagelos o gametos machos son los microgametos.

En el estomago del mosquito un wicrogameto es alraido por un
macrogameto; éste ultimo forma una pequeia proyeccion a través de la cual el
microgameto entra y asi se completa la ferdilizacién. El producto de fusidn de 103
gametos macho y hembra se denomina cigofo. Al momento de su formacion
presenta un cuerpo globular y es inmdévil, pero dentro de 1S a 24 horas de su
formacion se convierte en un cuerpo movil, este estado parecido a un gusano
alcanzando una longitud de 18 a 24 u y es conocido como aocinelo. Después de
cruzar la capa epitelial, el ogcinelo se aloja entre la regidn exterior del epitelio y la
capa e¢lastica del masculo. Ahora el oocineto se vuelve esiérico, secreta una

delgada pared quistica y crece hasta una forma esférica lamada ooquiste.

Los ooquistes gradualmente aumentan de tamaiio, algunos de 40 a 80 g, y
se presentan en el estdmago como cuerpos globosos semitransparentes,
conteniendo granos de pigmentos (la distribucion de los granos y su color son
caracteristicas para las diferentes especies de Flasmodium). En vitud de que los
ooquisies se alargan y el nucleo se divide, el pigmento se obscurece.
Posteriormente l0s ooquistes se rompen y liberar miles de esporozoitos méviles
hasta la cavidad del mosquita (hemocele), desde donde muchaos esporozoitos
llegan a las glandulas salivales en donde a partir de esta fase las hembras
anofelinas se convierten infectivas.



Fase asexual de! Plasmodium.

Cuando las hembras se alimentan de la sangre, después de haber picado la
piel del humano, los esporozeitos son inyectados hasta el tarrente sanguineo del
hospedero humano. Después, los esporozoitos desaparecen de la sangre,
algunos son destiuidos por fagocitosis, pero muchos entran a las celulas
parenquimatosas del higado en donde experimentan un proceso de desarrollo y
multiplicacion conocida Como esquizogonia exoentrocilica primaria {esquizogonia

EE), algunas veces denominada esquizogonfa pre-ertrocitica.

Los esporozoitos que penetran a las céiulas reticuioendoteliaies toman una
forma oval llamada esquizomntes exoentrociticos, y sus nicleos se dividen repetidas
veces. La esquizagonia exoeritrocitica da como resultado ia liberacidon de un gran
nimera de merozoitos excentrociticos ariginados de los  esquizontes
exoeritrociticas. La esquizogonia finaliza cuando los merozoiles exoeritrociticos
han invadido las celulas rojas. Las primeras dos o tres generaciones de
merazoitos exceritrociicos pueden reinvadir las celulas parenquimatosas, pero

esto no ha sido demostrado.

La fase sauguinea esta compuesia principaimente por la esquizogona
eritrocitica asexual. Los esquizontes eritraciticos completamente desarroliados
desintegran a los gidbuios rojos y liberan merozoitos que penetran a los eritrocitos
no parasitados, para continuar el ciclo en la sangre. La ruptura y liberacion de
Merozoitos con las toxinas acompanantes, que ocuifren en penodos tipicos para
las especies de Plfasmodium, ocasionan los ciclos de escalofrios y fiebres que
caracterizan a las malarias humanas (WHO 1963, Bruce-Chwatt 1980, Harwood y
James 1987). (Figura 3). La periodicidad asegura que los gametocitos de corta
vida, maduros y viables en la sangre coincidan con los periodos de actividad de
los mosquitos vectores (Hawking ef al. 1968).
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Caracleristica de la forma infectante del Flasmodium,

El estado infectivo de los parasitos del paludismo, es el esporozoito, estas
estan cubiertos por una capa superficial predominantemente hecha de una simple
proteina (proteina circunsporozoitica CS) (Nussenzweig ef. al 1985). Dos
fenotipos CS de Flasmodium wvivax han sido identificados de acuerdo a la
secuencia de aminoacidos de las unidades repetidas localizadas en la region
central (GDRAA/DGQPA) en e fenolipo VK210 (Amot ef al 1985) y
(ANGAGNQPG) en el fenotipo VK247 (Rasenberg ef al. 1989). Estas variantes se
encuentran distribuidas en tado el Mundo (Cochrane et al. 1990, Qari ef al. 1991)
incluyendo México (Kain et al. 1992a, Kain et al. 1992b). En México, el 98% de los
casos de paludisimo son debidas a las infecciones por Plasmodium vivax, mienfras
que el s0lo 2% es debido a las infecciones por Plasmodium falciparum (Radriguez
y Loyaola 18989). La distribuciGn geografica de los casos de paludismo indica que la
prevaiencia del fenotipo VK210 y VK247 estan directamente asociadas con la
distribucién de los veclores. En Chiapas l0s casos de pailudismo se encuentran
asociados por el fenotipo VK21Q en pacientes que viven en el plano costerg de
Chiapas en donde el principal vector es An. albimanus, mientras que i0S casos
identificados con el fenotipo VK247 fueron asociados en pacientes que viven en
areas de pie de monte en donde el principal vecwr es An. pseudopunct}pennis
(Rodriguez et al. 2000).



El vector del paludismo.

El paludismo es transmitido a los humanos en la naturaleza solamente por
los piquetes de hembras de mosquitos del genero Anopheles ung de los tres
géneros de la subfamilia Anophelinae (Diptera:Culicidae), el cual presenta un
escutelo uniformemente redondeado, ala con el tronco de bifurcacion media (M)
recto. Los otros dos géneros de esta subfamilia son Chagasia el cual presenta un
escutelo ligeramente trilobulado (4 especies en América tropical), y Bironella con
el escutelo uniformemente redondeado, ala con et tronco de la bifurcacion media
ondulado (7 especies en Nueva Guinea y Melanesia). De las especies de Bironeiia

y Chagasia, ninguna tiene importancia médica.

Los mosquitos Ancpheles peitenecen al orden Diplera, sub-orden
Nematocera, familia Culicidae, sub-familia Anophelinae, tribu Angphelini. Dentro
de la tribu Anophelini el género Angpheles presenta diversos sub-génergs;
Anopheles con 120 especies, Cellia=Myzomyia con 151, Lophopodomyia con 6,
Nyssorfiynchus con 24, Kerteszia con 6 y Stethomyia con 5. Las divisiones de los
subgéneros Anopheles han sido propuestos en las siguientes senes: Christyia,
Amibalzagia, Myzarhynchus, Anopheles, Lophoscelomyia, y Cicloleppteron.
(Edward 1932, Reid y Knight 1961, Bruce-Chwatt 1980)

Las veclores def paludisma en el Mundo.

Los Anofelinos son distinguidos de otras subfamilias de Culicidae par la
presencia de palpos usualmente tan largos como la proboscis en ambos sexos
(Fleming 1986, Bruce-Chwatt 1980, Clements 1992). De las aproximadamente 400
especies descritas antes de 1978, su distribucion por regidn geografica fue: 118
especies distribuidas en la region Afrotropical, 118 especies en la region Oriental,
76 especies en la region Neotropical, 39 en la region Paleartica, 42 especies en la
region Australiana y 16 especies en |a region Neartica (Stone et al. 1959; Knight y
Stone 1977, Knight 1978). De eslos solamente 85 han sido incriminadas como
vectores de paludismo (Harwood y James 1979, Wernsdarfer 1980).



La distribucion de los principaies vectores en el Mundo, fue propuesta
dentro de 12 zonas epidemiolégicas de paludismo (Macdonald 1957, Bown y
Nelson 1993). (Figura 4).

Los veclores del paludismo en México.

En México, se han reportado un total de 28 especies de Anopheles (Vargas
y Martinez-Palacios 1856, Vaigas 1976, Wiikerson y Strickman 1990) (Tabla 1).
De este nimero de especies sélo Anopheles albimanus Wiedemann, Anopheles
pseudopunctipennis Theobaid y Anopheles veslitipenrniis Dyar y Knab, han sido
incriminadas como vectores principales de paludismo. En Chiapas, se han
identificados ties areas epidemioldgicamente importantes de paludismo (Figura 5).
1) Area de la Planicie Cosfera del Estado, area comprendida entre los 0 y 200
msnm, en donde el vector primario es An. albimanus, especiaimente a io largo de
esta zona y Ceniro América (Hoffman 1932, Ramsey ef al. 1988, Rodriguez y
Loyola 1889), especie distribuida desde ei sur de Texas hasta Venezuels,
Colombia y Pert, y comunmente ocurre a través del Caribe (Faran 1980); 2) Area
de las zonas montafiosas, comprendida desde los 200 a los 800 msnim, en donde
An. pseudopunctipennis es el principal vector de paludismo (Hoffman 1932,
Vargas 1941, Rodriguez y Loycla 1989). También se ha reportado como vector
principal en otros paises incluyendo Guatemala, Honduras, Ecuador, Pert y
Bolivia (Pan American Heaith Organization 1981). Esta especie, se encuentra
distribuido desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina y esta
asociado con ailtas montafias como la Sierra Madre ein México y los Andes en
América del Sur (Aitkin 1945); 3) Area de la Seiva Lacandona, zona localizada en
el area de la regién de Marqués de Comillas, cerca de la frontera con Guatemala
al noreste de Chiapas, ubicada entre los 40 y 300 msnm. En esta area An.
vestitipennis ha-sida-dnefiminado como al.piinsipal-veetorde-paiudismo.{Layola i
al. 1991).



Importancia médica de An. veslitipennis.

Anopheles (Anophelas) vestitipennis (Diptera:Culidae), pertenece a la serie
Arribalzagia (Reid y Knight 1961, Wilkerson y Peyton 1990) y esta relacionado al
complejo Maculipennis (Chowdaiah et al. 1966, Kitzmiller et al. 1967).

An. vestitipennis fue originalmente descrito por Dyar y Knab en 1906, es un
mosquito neotropical native de Centro América (Lane 1949). Su distribucion
comprende desde San Luis Potosi Meéxico, hasta el Norte de Sudamérica,
incluyendo las dos Islas Antillas (Vargas 1958; Foote y Caok 1959; Belkin of al.
1970; Wilkerson y Strickman 1990) (Figura 6).

Estudios recientes demostraron que An. vestitipeniis es la especie mas
abundante en la region de Marqués de Comillas, Chiapas., sequido de An.
albimanus, An. punctimacula, An. darlingi y An. pseudopunctipennis (Loyola e{ al.
1991, Arredondo-Jiménez 1995). De estos solo An. vestitipennis y An. darlingi
presentaron preferencias por alimentarse sobre hospederos humanos (Layola ef al
1991).

Muestras analizadas de poblaciones de An. vestitipennis colectadas en el
area de la Selva Lacandona resultaron infectados con Plasmadium vivax Grassi y
Feletti y Plasmodium falciparum Welch, estimandose una tasa de infeccion de 4.67
por 1000 mosquitos, con este hallazgo An. vestitipennis se incrimind como el
principal vector de paludismo en dicha area (Loyola et al. 1991, Arredondo-
Jiménez 1995).

En algunas comunidades del plano costero de Chiapas An. veslilipennis €s
una especie prevalente durante todo el afio. Sin embargo, su participacion en la
A transmision de paludismo aun-ro-ha sido-confirmada (Arredondo-Jiménez-1995). r mwwr——

En otros paises la importancia médica de An. veslilipennis ha sido

reportada, en Jamaica An. vestitipennis fue incriminado como vector potencial de



paludismo, debido a su alta preferencia por alimentarse sobre hauspederos
humanos. Sin embargo, debido a su limitada distribucidon y a la ausencia de
mosquitos naturalmente infectados se doscarld a esta especie como puosible
vector de paludismo (Belkin of a/. 1970). En Stann Creek Valley Belice, se reportd
por primera vez la presencia de esporozoitos en glandulas salivales de An.
vestitipennis en forma natural, con un porcentaje de infeccion de 2.4%, sin
mencionar [a especie del Plasmodium (Kumm y Ram 1941). Mientras que en ei
Distrito de Toledo Belice, se encontrd que An. vestitipennis fue la especie con
mayor densidad, picando dentro de las casas, considerandose a este Anofelino
como un vector importante (Roberts et al. 1993). En el norte de Guatemala se
incriming a An. vestifipennis como vector primario al encontrarse un indice de
infeccion de 1.42% y de 6.24% para poblaciones colectadas en la zona de Coban
y Pelén respectivamente. En 1952 en Guatemala, An. albimanus, An. veslitipennis
y An. pseudapuntipennis fueron reportados camo los vectores de paludismo, An.
vestilipennis fue considerado como el segundo vector mas importante debido al
alto grado de indice de infeccidn con esporozoitos, alla densidad, amplia
distribucion geografica y disponibilidad de criaderos (De Leon 1952, Padilia et al.
1992).
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Esiudios en Anopheles vastilipennis.

La bionomia de An. vestitipennis ha sido reportada por Torre-Bueno en
1989, quien definid el concepto de bionomia como los habitos, reproduccidon y
adaptacion de las formas de vida. Entre los estudios de la bionomia de An.
veslitipennis destacan aquellos en las que se describen y caracterizan los sitios
que sirven de criaderos, indicando que An. vestifipennis pueden desarroliarse en
zanjas estancadas con vegetacion abundante y algas, arroyos sombreados y
frescos con corriente lenta, charcas y estanques, margenes de arrozales y
pantanos preferentemente con agua clara, todos estos sitios se han encontiado
abajo de los 50 msnm. (Kumm et a/. 1940; Russell ef al. 1943; Belkin ef af. 1970;
Torre Bueno 1989),

Belkin et al. (1870), encontraron larvas de An. vestitipennis asociadas con
poblaciones de An. grabhamii, Cx. nignpalpus y Cx. pifosus, describiendo las
caracteristicas propias de la larva, pupa, hembra, macho y sistematica. Un estudio
similar fue realizado con poblaciones de An. vestitipennis del sur de Chiapas, en
donde se realizaron colectas de hembras sobre hospederos animaies a las cuales
s@ les abtuvo Ia filial F1 y posteriormente se les describid |a morfologia de larvas
de IV estadio, pupas y adultos (Orozco-Bonilla 1994).

En Guatemala, se estudid la longitud del ciclo gonotréfico y sobrevida de
una paoblacion de An. vestitipennis colectada sobre hospedero humano, en donde
se repontd que la longitud del ciclo gonotréfico fue de 2 dias y la tasa de sobrevida
por ciclo gonotréfico fue de 0.202. Sobre la base de estos resultados, se sugirid
que en la estacion de secas es poco probable que An. vestitipennis que esté

invalucrado en la transmisién de paludismo (Juarez Sandoval 1994).

En la Repuiblica Dominicana, se reportd que la longitud.-dal cicla ganatréfico
de An. vestitipennis fue de 3 dias, resultado que concuerda con el de Arredondo-
Jiménez (19935), quien en Chiapas reportd un ciclo gonotrofico de 3 dias para las
poblaciones nulipara (siendo la estructura de edad de los mosquitos mds



abundantes entre 68-80% de las capiuras totales), mientras que la longitud del
ciclo gonotréfico para mosquitos de la poblacion parida se encontrd un ciclo
gonotrafico de 2 dias (Mekuria et af. 1991).

Evidencias de dos pobiaciones de An. vestitipenriis.

En estudios recientes, relacionados al habito de alimentacion de An.
veslitipeninis se ha observado que dentio de An. veslifipennis existen dos
poblaciones con diferentes preferencias alimenticias, una poblacidn mas
prevalente con evidente preferencia por hospederos humanos (=pobiacian
antropofilica) y que se alimenta en el interior de las casas reposando fuera de las
mismas y otra poblacion pequena que se alimenta preferentemente por
hospederos animales (=poblacidn zoofilica) (Hecht y Hernandez-Corzo 1958, Elliot
y De Zulueta 1985, Loyola ef al. 1991, Arredondo-Jiménez 1985).

Este hallazgo en An. vestilipennis, permitid la formulacién de la siguiente
pregunta ¢tienen una base genética las diferencias conductuales de alimentacion
entre las dos poblacion:es de An. vestitipennis? (Arredondo-Jiménez 1995), este
cuestionamiento fue aborﬁado por dos estudios genéticos mediante la técnica de
electroforesis y RAPD-PCR. En &l primer estudio se usaron tres poblaciones, 2
colectadas en una poblacian de la Selva Lacandona (Benemerito de las Ameéricas-
16°31°08"'N, 890°39°C2"'W), y una pablacion colectada en el plano costero del
Pacifico (Cosalapa-14°37'30°'N, 92°16'54"'W). En ambos estudios fueron
ovidentes la existencia de divergencias genéticas entre las dos’ poblaciones
simpatricas y alopatricas (Arredondo-Jiménez 1995, Murillo et al. 2001). Estos
hallazgos permitieron definir que las diferencias en la preferencia de alimentacion
que demuestran las dos poblaciones tienen una base genética.

En otra serie de estudios hasados en caracteristicas morfométricas, se
encontraron que la longitud y amplitud promedio de los huevos originados de
hembras colectadas en haspederc humano fueron significativamente diferente de
aquellos huevos originados de hembras colectadas en animales, por tanto fue
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posibie separar a las pablaciones de An. vestilipennis en dos grupos de acuerdo a
las caracteristicas morfoldgicas de los huevos (Rodriguez et al. 1999). Por otro
lado, al comparar hembras F1 de ambas poblaciones de An. vestitipennis, se
encontré que la longitud alar y mancha del sector oscuro de mosquitos de la
pobilacidn antropofilica fueron significativamente mas grande que las de hembras
de la poblacion zoofilica (Orozco-Bonilla af al. 2001).

Los resuitados obtenidos hasta la fecha en los diferentes estudios han
sugerido la ocumencia de variaciones biolagicas consistentes entre las dos
supuestas pablaciones de An. veslitipennis, por 10 que se saspecha que dentro del
taxon de An. veslitipennis existe probablemente un proceso de especiacion,
conformando un complejo de especies de al menos 2 especies (While 1977

especies hermanas que presentan diferencias morfoldgicas ocultas).

En especies de Anopheles reconacidas como miembros de un complejo, la
existencia de diferencias en algunas caracteristicas bioldgicas y morfoldgicas
fueron criterios para elevaros a este rango. Por ejemplo, las primeras evidencias
de la existencia de dos grupos dentro An. maculipennis se basaron en las
diferencias en el tamaifio alar, uno con alas grandes y otro con alas chicas y su
asociacion con €l tipo de agua de sus criaderos (Bruce-Chwatt 1985, WHO 1987,
Kettie 1992). En ltalia, en otros esiudios se sugirieron que en An. maculipennis
presentaba diferentes formas y que podian ser separados por el patrén del color
de los huevecillos (Falleroni 1926, Bruce-Chwatt 1985). Posteriormente, estudios
del patron del comportamiento de los diferentes grupos y su compatibilidad
reproductiva, sugirieron que dentra de An. macuffipennis se encuentran al menos §
especies hermanas y dos sub-especies, todas ellas formando el complejo
Maculipennis (, Kitzmiller 1977, Bruce-Chwatt 1985, Kettle 1992)

Qtro ejemplo importante, es el grupo del complejo An. gambiae,

considerada como una sola especie hasta 1956. Sin embargo, a la fecha se ha
propuesto que dentro de An. gambiae es un complejo de al menas seis especies,
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separadas principalmente por su asociacion con el tipo de agua en que se
desarrollan. Cuatro de ellas se desamrollan en agua dulce An. gambige s.s. Giles,
An. arabiensis Patton, An. quadriannulatus Theobald, y An. bwambae, ¥ las otras
dos especies se desarrollan en aguas salobres que son An. melas Theobald, y An.
merus Ddnitz. De estas seis especies las dos primeras son las especies vectores
mas eficientes de paludismo a través de continente Africano (White 1974,
Mattingly 1977, WHQO 1987, Bruce-Chwatt 1985)

La importancia practica de estos hallazgos es la clara evidencia que ias
diferemes especies dentro del complejo An. maculipennis y An. gambiage difieren
en sus habitos alimenticios, asi como en {a habilidad para transmitir et paludismao,
mientras que aquellas especies que no participan en la transmision fueron

ignorados en 10s programas de control (Bruce-Chwatt 1980).
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IMPORTANCIA DEL ESTUDIO.

Los estudios propuestcs con Anopheles veslitipennis aportaran una seric de
evidencias biolbgicas, conductuales y relaciones genéticas, que permitiran definir
el estatus taxondmico de esta especie.

La identificacion de una poblacién antropofilica dentro de la especie An.

vestitipennis permitird implementar medidas de control mas adecuadas, dirigidas a

esta poblacion.
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En esta investigacion desarrollada como tésis docloral, se presentan resuitadas de
4 estudios en las cuales se confima la existencia de dos poblaciones de
Anopheles vestitipennis en el Sur de Chiapas, México.

a) Estimacion del ciclo gonotréfico y sobrevida de dos poblaciones simpatricas
de Anopheles vestitipennis (Diptera:Culicidae).

b) Estudios de seleccidn de hospederos en dos poblaciones de
An. vestitipennis (Diptera:Culicidae).

¢) Estudios de fidelidad innata de hospederos en

An. vestitipennis (Diptera:Culicidae).

d) Compatibilidad reproductiva entre dos poblaciones de

An. veslitipennis (Diptera:Culicidae).

Todos los estudios fueron desarrollados en la comunidad de Nueva independencia
(14°36°86°'N 92°15°69"'W), municipio de Suchiate, Chiapas, comunidad localizada
en I3 planicie costera de Chiapas. Los estudios b y ¢ tambien fueron desarroliados
en una comunidad de la Zona Seiva Lacandona denominada Benemérito de las
Americas (16°31°08° "N 90°39°02°" W) considerada zona endemica del paludismo,
Los registros de los casos de paludismo en esta comunidad se iniciaron desde el
ano de 1993 hasta el ano 1997 sin tener clasificado el tipo de paludismo, a partir
de 1998 el registro de los casos fueron ya especificados por tipo de paludismo
(Figura 7 y Figura 8).
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Tabla 1.- Especies de Anopheies reportadas en Meéxico.

Vargas & Marfinez-Palacios [ 1955]

Vargas (15/9)

Wilkerson et al. (199C) |

An.
Ar.
Ari.
An.
An.
An.
An.
An.
An.

albimanus
apicimacula
argyritarsis
arztecus
barberi
bradieyf
crucians
darfingi
eiseni

An. freeborni

An.
An.
An.

fusti
gavaldorni
hectonis

-An. neivai
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.

rieomaculipalptis

parapunctipennis parapunctipennis
pseudopunctipennis pseudopunctipennis.
pseudopunctipenmis willardi
punctimacula

purictipennis

quadnmaculatus

strodei

An.
An.
An.

veslitipennis
walkeri

xelajuensis

An.
An.
An.
An.

An.
An.
An.
An,
An
An.

An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.

An.

An.
An.

albimanus
apicimaciia
argyntarsis

azfecus

bradieyi
crucians
darfingi
eiseni
evansae

freehorni

gavaidoni

hectoris

intermedius

judithae

neivai

neomaculipalpus
parapunctipennis parap.
pseudopunctipennis ps.
pseudopunctipennis willardi
punctimacula
punctipennis
quadrimagulatus

vestitipennis

xelajuensis

mediopunctatus

An.
A,
An.
An.

An.
An.
An,
An.

An.
An.
An.

albimanus
apicirnaciila
argyritarsis

aztecus

bradleyi
crucians
dariingi
eiseni

freeboriii
franciscanus

fusti

-An. gavaldori

An.

hectoris

An. judithae

An.
An.
An.
An.

An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.

neivai

neomaculipalpus
parapunctipennis parap.
pseudopunctipensis ps.

punctimacula
punctipeniis
guadrimaculatus
strodei
veruslanei
vestitipennis
walken

xelajuensis

L& espacie An. hermsi Na sido sugenda a esta ITsta (COPE 19

9, Runz et ai. T98Y],
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Figura 1.1.- Distribucion del paludismo en el Mundo.
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Region del Noroeste de México

Region del Golfo de Mexico y
Peninsula de Yucatan

Region del Oceano Pacifico

Figura 2 - Tres regiones epidemiologicas de paludismo en México

28



Ciclo en el mosquito
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igura 3.- Ciclo de vida del Plasmodium vivax en el mosquito y en el hospedero humano
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Figura 4.- Zonas epidemioldgicas del paludismo en el Mundo
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Figura 5.- Tres areas epidemioldgicas del paludismo en Chiapas

1) Plano costero,; 2) Pie de Monte; 3) Selva Lacandona,
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Figura 6.- Distribuci¢
Distribucion de Anopheles vestitipannis en las Améri
ricas.
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Figura 7 .- Area de estudio.
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CAPITULQ 1

Estimacidn del ciclo gonotréfico y sobrevida de dos poblaciones

simpatricas de Anopheles vestitipennis (Diptera:Culicidae)
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RESUMEN.

La longitud del ciclo gonotrdfico y sobrevida de 2 poblaciones simpatricas
de An. vestitipennis fueron calculados mediante el método de anélisis de series de
tiempo de autocorrelaciones cruzadas y fodrmula de Davidson respectivamente.
Las estimaciones demostraron diferencias en el ciclo gonotréfico entre las 2
poblaciones estudiadas. Siendo de 3 dias para mosquitos de la poblacion zoofilica
y de 4 dias para mosquitos de la poblacidn antropofilica. Adicionalmente se
encontraran diferencias en la tasa de sobrevida diaria en las dos poblaciones
siendo ligeramente mas alta en la poblacion zoofilica. Por Gilimo, se encontraron
diferencias en el tiempo requerido para el desarrollo gogénico entre las dos
poblaciones, siendo de 54 horas para hembras de la poblacién zoofilica y de 60
horas para hembras de la poblacion antropofilica.
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INTRODUCCION.

Anopheles vestitipennis es el anofelino mas prevaiente y la Gnica especie
infectada con Plasmodium vivax Grassi y Feletti en la Selva Lacandona, Chiapas
(Loyola et ai. 1991, Amredondo-Jiménez 1995). Padilla et al. (1992) reportaron a
An. vestitipennis infectado con Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum Welch
en Alta Verapaz departamenta de Guatemala. En algunas comunidades del plano
costero de Chiapas, se ha reportado que An. vesfiipennis es una especie
prevalente durantg todo el afio. Sin embargo, su participacion en la transmision de

paludismo aun no ha sido confirmada (Arredondo-Jiménez 1995).

Recientemente, se ha sugerido que poblaciones de An. veslitipennis
capturados en hospederos humanas y hospederas animales presentan diferencias
en su conducta de alimentacion, una que prefiere alimentarse de humanos
{poblacion antropofilica) y otra que prefiere alimentarse de animales (poblacidn
zoofilica). Por medio de anslisis isoenzimaticos se demosird la existencia de
diferencias genéticas significativas entre mosquitos capturados con los dos
métodos (Arredando-Jimenez 1986, Murillo 2001). Estas observaciones sugirieron
la posible existencia de dos subpoblaciones genéticamente diferentes con

especifica preferencia de hospederos.

La existencia de subpoblaciones que prefieren alimentarse sobre humanos,
provee una importante implicaci6n1 scbre la participacion de esta especie en la
transmision de paludismo y su control (Mutero y Birley 1987, Rodriguez ef al.
1999).

Estas dos formas conductiales de An. vesfitipennis han puesto en duda su
estatus taxandmico como una sola especie. Histdricamente, la demostracidn de
diferencias bioldgicas, ecoldgicas y etoldgicas entre poblaciones de mosquitos,
proporcianan la base para la identificacion de especies sibilinas en maosquitos
vectores (Apperson y Lanzaro 1991, Chariwood 1998).
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Aungue a la fecha An. vesfitipennis no se incrimina como vector potencial
de paludismo en el drea de la zona del plano costerero de Chiapas, es impartante
evaluar los factores ecologicos y epidemiologicos que pudieran determinan en su
momenta ia transmision local del paludismo. Una evaluacion cuantitativa de

aquelios parametros es crucial para pianificar apropiadas estrategias de control
(Aniedu et al. 1989).
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ANTECEDENTES

Dos de los mas importantes componentes de la capacidad vectorial y
factores en la determinacion de la transmision de paludismo en cualquier
localidad, es el ciclo gonotrofico y tasa de sobrevida de 10s vectores {ocales (Birley
y Boorman 1982, Birey 1984, Mutero y Birdey 1987). El primer factor determina la
frecuencia del contacto vector-hospedera (Rodriguez ef al. 1392), mientras que el
segunda factor determina la estabilidad de las poblaciones de mosquitos y su total
praduccian de huevos (Miller el al. 1973). Este factor también es considerado el
mas importante en el calculo de la esperanza media de vida infectiva del vector
(Macdonald 1957; Bruce-Chwatt 1985).

&l parametio que normalmente se usa para estimar la tasa de sobrevida en
el curso de cada ciclo gonotréfico en una poblacién con una estructura de edad
estable es la tasa de paridad {mosquitos con al menos un evento de oviposicion
en su vida), (Davidson 1954, Macdonald 1957). Mientras, que la longitud del ciclo
gonotrofico puede ser estimada mediante la longevidad fisiologica del vector
(Detinova 1962, Rodriguez et af. 1992).
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HIPOTESIS

Diferencias en aigunos parametros entomoldgicos entre jas dos paobiaciones
propuestas de Anopheles vestitipennis serd una evidencia de una posible

formacion de un compiejo de ai menos dos especies, con diierenies preferencias

alimenticias.

OBJETIVO GENERAL

Comparar ia iongitud del ciclo gonotrdfico y sobrevida de las dos

poblaciones de An. veskitipennis como una evidencia de la existencia de

divergencias biologicas entre las dos poblaciones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar el tiempo de desarrollio de la vitelogénesis de hembras de An.

veslitipenmis colectadas sobre hospedero humano y animal.

Determinar la tasa de pregravidez en hembras de An. vesfitipennis

colectadas sobre hospederos y animal.
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METODOLOGIA

Descripcion del area de ssiudio.

Los estudios de campo fueron realizados en una comunidad cercana a la
Ciudad de Tapachula, denominada Nueva independencia municipio de Suchiate, a
una altitud de 0-50 msnm vy latitud de 14°37°30"" N 92 ° 16°14""W (Figura 1.1).
Nueva Independencia tiene una poblacion de 107 personas viviendo en 23 casas
(63% de las personas adultas y 47% de las personas menores de 18 afios), €s un
poblado que no cuenta con luz eléctiica. Las casas estan construidas con material
de ia region, techo de palma y paredes de otate. Es un clima calido subhimedo
con una temperatura media anual de 27 °C, con una precipitacion de 2100 mm y
humedad relativa de 61-100%. Los estudios de laboratorio se realizaron en el
insectario del Centro de investigacién de Paludismo, ubicado en {a Ciudad de
Tapachula, Chiapas.

Estimacion de la longitud del ciclo gonotréfico.

Se realizaron colectas de mosquitos usando dos trampas modificadas tipo
Magoon colocadas a 5 i Ge distancia entre cada una (Service 1993, Fernandez-
Salas et al. 1993). En una de ellas se expuso a un caballo y en la otra se expuso a
dos hospederos humanos {la diferencia en el nGimero de humanos fue para iguaiar
el area corporal del animal). Cada trampa estaba levantada aproximadamente 30
cm del suelo para permitir la entrada de los mosquitos. Las colecciones de
mosquitos en las trampas cebadas con el hospedero animal y humanos, fueron
realizadas por voluntarios, quienes colectaron a todas las hembras de An.
vestitipennis sin alimentar, que se encontraban reposando sobre la pared interna
de {a trampa, con la ayuda de aspiradores bucales (World Health Organization
1975, Bown ef al_1987). En las trampas con e! animal las capturas fuercn
realizadas durante los Gitimos 15 minutos de cada hora. Mientras que en las
trampas con humanos las capturas fueron realizadas durante 45 minutos de cada

hora, ambas colectas fueron realizadas por periodos de 6 horas (18:00-24:00 h).
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En cada dia se colectaron un maximo de 50 hembras sin alimentar, los cuales
fueron transportados al Centro de Investigacion de Paludismo (CIP), en donde
fueron disectados para observar la condicion de las traqueolas ovaricas mediante
la técnica de Detinova (1962). Al término de los quince dias de colecta se
determinaron los cambios diarios en la estructura de edad (paridos-nuliparos).

Can ios datos de paridad diaria abtenida en ambas pablaciones se estimd la
longitud del dcla gonotréfico mediante el andlisis de correlaciones cruzadas {Birley
y Rajagopalan 1981) descrita con la formula M, =P T4 donde M es el ndmero de
mosquitos paridos capturados en el dia t; Ty €5 el numero total de hembras
(nuliparos y pandos) capturados en el dia t-u; u es la longitud del ciclo gonatréfico;
y P es la tasa de saobrevida por ciclo gonotréfico, calculada de la pendients de un
modelo de regresion. Los datos fueron filfrados para elimnar correlaciones
cruzadas significativas falsas por usar un proceso autoregresivo con un tiempo de
retraso de un dia (log u) con zt = xt- a.xt-1, donde xt es la sene de ttempo a ser
fitrada y a es el parametro autaregresive estimado (Holmes y Birley 1987). Una
correiacion cruzada entre 2 series de tiempo filtrados My y Xy CON Una correlacion
r significativa, correspondid a un log u equivalente al ciclo gonotrofica, con pico

regular en el inicio de cada ciclo.

Estimacién de la sobrevida.

Se estimd la tasa de sobrevida diaria de Anopfieles vestitipennis de cada
poblacién con la férmula de Davidson (1954), la raiz de la tasa de paridad elevada
al valor de la longitud del ciclo gonotréfico (ch ). Para la poblacion
zoofilca se tomd 1a raiz clbica del promedio de paridad (82) debido a que el ciclo
gonotrdfico fue completado en 3 dias. Mientras que para la poblacion antropofilica
se tomo la ralz cuarta del promedic de paridad (64) debido a que el ciclo

= gonotrdfico de asta poblacidén se completo en 4 dias. : - T e B
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Estimacién del tiempo del desarrolio de la vilelogénesis.

La duracion del desarrollo cogénico fue obtenida en mosquitos que fueron
colectados en campo. Se reailizaron colecias de mosquitos usando dos trampas
modificadas tipo Magoon colocadas a 5 m de distancia entre cada una (Service
1893, Fernandez-Salas ef al. 1893). En una de eilas se expuso a un caballo y en
la otra se expuso a dos hospederos humanos (la diferencia en el nimero de
humanos fue para igualar €l area corporal del animal). Cada trampa estaba
levantada aproximadamente 30 cm del suelo para permitir la entrada de los

mosquitos.

Las colecciones de mosquitos en ias trampas cebadas con el hospedero
animal y humanos, fueron realizadas por voluntarios, quienes colectaron con la
ayuda de aspiradores bucales a todas las hembras de An. vestifipennis sin
alimentar, que se encontraban reposando sobre la pared interna de la trampa,
{(World Heaith Organization 1975, Bown ef al. 1887). En las trampas con el animal
las capturas fueron realizadas durante los uUltimos 15 minutos de cada hora.
Mientras que en ias trampas con humanos las capturas fueron realizadas durante
45 minutos de cada hora, ambas colectas fueron realizadas por periodos de 6
noras {18:00-24:00 h). Los mosquitos colectados en cada trampa fueron colocados
por separados en contenedores individuales. Al término del periodo de colecta los
mosquitos de cada lole fueron alimentados simultaneamente con sangre del
hospedero respectivo y fueron transportados del centro de investigacion de
paludismo, en donde se colocaron bajo condiciones de inseclario con una
temperatura promedio de 23.5°C (rango=22-25 °C) y humedad promedio de 79%
(rango=78-80%). A cada iote de mosquitos se les proveyd una solucion de
sacarosa al 10% a través de un algodén hiumedo.

Anles de iniciar el experimentc {correspondiente a la.hara cero),-se disecto .
una muestra de 10 hembras no alimentadas de cada poblacién para conocer la
condicion del desarrolio de los huevos (Estados de Christopher) (Detinova 1962).

Posteriormente, a partir de las 12 horas después de la alimentacion y continuando
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par periodos de 6 horas, una muestra de 10 mosquitos fueron examinados
visualimente registrando la fase de fa digestion sanguinea mediante la técnica de
Sella (OMS 1975). Despues los mismos mosquitos se le disecté para registrar los
estados de Chunstopher (Christopher 1960, Detinova 1962), el proceso de
examinacion y diseccion se desarrolid hasta que las hembras presentaron estados
de Sella 6 y Christopher 5 (estado gravido).

Para determinar el efecto de la fuente sanguinea sobre el tiempo de
desarrollo oogénico, se realizd un experimento por separado en donde a los
mosquitos de cada pablacidn se les cambid la fuente sanguinea, es decir, a los
mosquitos colectados en humanos se les proporciond sangre animal y a los
colectados en animal sangre humana, el seguimiento de desarrolld oogénico fue
con la metodologia antes descrita.

Cafculo de fa tasa de pregravidez.

De las muestras de mosquitos que se disectaron durante la determinacion
de la cogénesis, se registraron aquellas hembras que no se desarrollaron mas alla
de los estados de Christopher 2 6 2" después de las 18 horas, a estos mosquitos

se les reportd como mosquitas pregravidas (Gillies 1954).

Analisis de dalos

Ei ciclo gonotréfico fue estimado mediante el analisis de series de tiempo de
autocorrelaciones (Birley y Rajaéopalan 1981), mientras que la tasa de sobrevida
diana se estimd mediante el método vertical de Davidson (1954). Diferencias en
las proporciones de capturas fueron analizadas mediante una prueba de Chi
cuadrada con cormreccion (Zar 1999).



RESULTADOS

Tasa de paridad.

Las tasas de paridad diaria de An. vestitipennis en las dos poblaciones
estudiadas se exponen en {a tabla 1.1 y figura 1.2. En ia poblacion zoofiiica, la
tasa de paridad mas baja fue de 47% registrada en el Glimo dia de colecta siendo
sighificativamenie diferente a la mas alta de 97% reportada en el dia once de
colecta (X? = 57.282 P = 0.0001). En la poblacién antropofifica también hubo
diferencias significativas entre la tasa de paridad mas baja de 28% registrada en el
ultimo dia de colecfa y la tasa de paridad mas alta de 89% presentada en el dia
ocho de colecta (X? = 74.143 P = 0.0001)

Durante el estudio, la tasa de paridad promedio para la poblacién zoofilica
fue de 82 + 13.52 %; rango 47-97%, mientras que para la poblacién antropofilica
fue de 64 + 19.82%:; rango 28-89%, encontrandose diferencias significativas (X2 =
7.331 P =0.0068).

Longitud del cicto gonotréfico. )

En la tabla 1.2, se presentan los coeficientes de correlacion que estimaron
los ciclos gonotrdficos y tasa de sobrevida en cada poblacion. Para la poblacién
zoofilica se observé un coeficiente de correlacion de 0.167 en el dia 3, pero éste
no fue estadisticamente significativo. Al someter los datos originales a un proceso
de filtracion mediante la incorporacion de una regresién lineal (Holmes y Birley
1987), el coeficiente de correlacién se incrementé a 0.292 pero sin ser
estadisticamente significativo. Sin embargo, los coeficientes de comelacion
presentaron un incremento cada tercer dia, por lo que la duracion del ciclo
gonotréfico fue estimado en 3 dias (Figura 1.3). En el analisis de correlacién con
datos originales sin filfrar de la poblacion antropafilica, ningin. coeficienie resulié
ser significativo. Sin embargo, cuando los datos fueron filtrados, los nuevos
valores de los coeficientes fueron mas altos, de los cuales el valor obtenido al dia

4 fue el mas alto y mas significativo(0.918), repitiéendose esta observacién a los
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siguientes 4 dias. Por tanto, esta observacion sugiridé que ia longitud del ciclo

gonoftrofico para la poblacién antropofilica fue de 4 dias (Figura 1.3).

Tasa de sobrevida.

Los resultados de las disecciones diarias de An. vestitipennis de las dos
poblaciones se exponen en las tablas 1.3 y 1.4 respectivamente. En la tabla 1.3 y
figura 2.5 se observa que hembras nuliparas de la pablacién zoofilica presentaron
fluctuaciones minimas indicando poca pero constante retroalimentacion de
mosquitos jovenes hacia esta poblacion. Mientras que en la tabla 1.4 y figura 1.6
se observd que las fluctuaciones de la estructura de edad de las hembras
nuliparas en la poblacion antropofilicas fueron mas elevadas indicando una mayor
y constante retroalimentacion de hembras recién emergidas hacia esta poblacion.
La estimacion de la sobrevida para mosquitos de [a poblacion zoofilica se calculd
en 0.93. Mientras que para mosquilos de la pobiacion antropofilica fue calculada
en 0.88, sin gbservarse diferencias significativas (>0.05) (Tabla 1.5).

Vitelogenesis.

Un total de 120 hembras de cada poblacion fueron mantenidas en
condiciones de laboraiorio y examinadas en intejvaios de 6 horas para registiar ia
progresion del desarroillo ocogénico. El desarrollo oogénico en la poblacion
antropofilica generaimente tomé mas tiempo que la poblacion zoofilica. En ia
pablacién zoofilica el 70% de las hembras fueron clasificadas en Christopher 5 a
las 54 horas posalimentacion, completandose el 100% a las 60 horas (Tabla 1.6).
Mientras que en la poblacion antropofilica, sélo el 20% de las hembras fueron
clasificadas en Christopher 5 a las 60 horas, incrementandose a 30%, 90% y
100% a las 66, 72 y 78 horas, respectivamente

tl desarrolio cogénico con mosquitos alimentados con sangre diferente,
presentaron los mismos tiempos minimos reportados en poblaciones alimentadas
con sangre del hospedero en donde fuejon colectados. Sin embargo, las

proporciones de mosquitos que complementaron la oogénesis fueron variables. En
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mosquitos zoofilicos alimentados con sangre humana, solo el 10% de las hembras
fueron clasificadas en Christopher 5 a las 54 horas posalimentacion,
completandose el 100% hasta las 78 horas (Tabla 1.8). Mieniras, que en
mosquitos antropofilicos alimentadas con sangre animal, el 30% fueron
clasificadas en Christopher 5, a las 60 horas, completandose el 100% a las 72
haras (Tablas 1.9).

Tasa de pregravidez.

En el seguimiento del desarrollo oogénico de las hembras zocfilicas se
abservd que sus gvariolas avanzaron mas aila del estado de Christopher 2, por io
que de los 120 mosquitos usados, ninguno presentd astado de pregravidez (Tabla
1.6). Sin embargo, en tas hembras de la poblacion antropolilica después de las 18
horas y hasta las 72 horas, 19 mosquitos no avanzaron después de Christapher 2
a 27, por lo que la tasa de pregravidez fue calculada en 16% (19/120) para esta
pablacion (Tabla 1.7). Este mismo evento fue abservado en mosquitos de cada
poblacidn alimentadas con sangre diferente, la poblacion zoofilica no presentd
pregravidez (Tabla 1.8), mientras que la poblacion antropofilica presentd el 19%
(23/120) de pregravidez (Tabla 1.9).
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DISCUSION

Las dos poblaciones de An. veslitipennis con diferentes preferencias
alimenticias, demostraron heterogeneidad en la estructura de edad (tasa de
paridad). En Tailandia, en estudios con la especie An. minimus se encontraron que
dos poblaciones con diferentes preferencias alimenticias presentaron
heterogeneidad en la estructura de edad, con este criterio se sugirid gue deniro de
esta especie, existe una mezcla de dos o mas especies cripticas (Suthas et al.
1986 a,b). Esta heterogeneidad puede ser resultado de la exisiencia de un
polimorfismo genético asociado a la seleccion de hospederos (Suthas ef al. 1986
b).

En el calculo del ciclo gonotréfico de la poblacion zoofilica, se observé que
en ningun coeficiente de comelacidn resultd ser significativo con datos sin filtrar y
datos filtrados (Mutero y Birley 1987). En estas circunstancias, el criterio de
Bockarie et al. (1995), considera que la evidencia mas clara de la duracion de la
longitud deil ciclo gonotrdfico es la existencia de picos pronunciados (altos
coeficientes de cormelacién) seguidos de otros picos en el mismo intervalo de
liempo en que se presentd el primero. Por lo que siguiendo este criterio el ciclo
gonotrofico de la poblacidon zoofilica fue sugerido en 3 dias. El calculo del ciclo
gonotrofico de la pobiacion antropofilica se ajusté perfectamente al criterio de
Mutero y Birley (1987), en el que sugiere que la longitud del ciclo gonotréfico es el
valor mas alto y significativo del coeficiente de cofrelacion, sugiriéndose asi que la

longitud del ciclo gonotréfico en la poblacién antropofilica fue de 4 dias.

El ciclo gonotréfico y tasa de sobrevida diaria fueron previamente
estudiados en An. veslitipennis mediante el método de series de tiempo, cuando
-esta especie.sa-consideraba como una poblacién uniforme:- En-estoes-estudios, el
ciclo gonotréfico fue reportado en 3 dias para una poblacién nulipara colectada en
animales (Arredondo-Jiménez 1998). Lo mismo en ia Repdblica Dominicana,
Mekuria et al. (1991) reportaron un ciclo gonotréfico de 3 dias para una poblacién
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zoofilica de An. vestitipennis. Eslos resultados son similares a los que se reportan
en este estudio, pero para una poblacion parida, que fue la mas prevalente en este
estudio (84%). .

La tasa de sobrevida de los mosquitos vectores se considera ¢como uno de
los factores mas importantes en la determinacion de la transmision del paludismo
(Mutero y Birley 1987}, la cual estima la estabilidad de una poblacidon de mosquitos
y su produccion total de huevas (Miller ef al. 1973). E! método vertical (Davidson
1954), se basa en la tasa de paridad de la poblacion y la duracién del ciclo
gonotrdfico. La suposicién basica de este método es que la poblacion tiene una
distribucidn de edad estacionaria y que la mortalidad es constante con la edad
(McHugh 1989). En este estudio la poblacidn zoofilica registré una tasa de
sobrevida ligeramente mas alta (0.93) que la poblacion antropofilica (0.88), sin ser
significativamente diferentes (P > 0.05). Las diferencias encontradas en la paridad
y ciclo gonolrdfico en cada poblacion influyeron directamente en el calculo de (a
sobrevida. En la poblacion zoofilica una alta tasa de paridad tue afectada por un
bajo ciclo gonotrofico, mientras que en la poblacidn antropofilica una baja tasa de
paridad fue favorecida por un <icko gonatrofico mas alto.

Adicionalmente se encontraron diferencias en el tiempo de desarmollo
oogenico entre las dos poblaciones. En la poblacion zoofilica se registrd un
desarrolio oogénico de 54 horas, mientras que para la poblacién antropcfilica el
desarrollo cogénico se registrd 6 horas mas tarde (hasta las 60 horas), en
comparacion al tiempo de desarrollo de la poblacion zoofilica. Mekuria ef af. (1991)
sugirieron gue el ciclo gonotrofico de mosquitos vectores puede ser calculado
indirectamente, adicionando al tiempo de desarrolio oogenico un tiempo de 24
horas considerado como el tiempo requerido para localizar un sitio de oviposicion,
puesta de huevos y obtencion de otra alimentacion sanguinea. Al aplicar este
criteric a nuestros datos, la estimacion de la longitud del ciclo gonotréfico fueron
de 3.25 dias y 350 dias para la poblacion zoofilica y antropofilica
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respectivamente, estimaciones muy similares a los obtenidos aqui con los
métodos de Mutero y Birley (1987) y Bockarie et al. (1999).

Al cambiar la fuente sanguinea a cada poblacidn de mosquitos, se
demostré que las diferencias en el tiempo de desarrollo oogénico encontradas en
cada una de las dos poblaciones no fueron debido a la fuente sanguinea ingerida
por los mosquitos, sino a caracteristicas inherentes de cada paoblacién de
mosquitos. Sugirienduse tambien que las diferencias entre la longitud del ciclo
gonotréfico de cada peoblacion de An. veslitipennis, puede sear debido al tiempo
que dura la digestion sanguinea. De aqui que (a pablacion zoofilica demuestre un
ciclo mas corto debido a que presentan una digestion sanguinea mas rapida, lo
que hace que 105 mosquitos retornen por una nueva alimentacion sanguinea en
menor lapso de tiempo. Esta cbservacidn fue reportada también por Arredondo-
Jiménez et al. (1998), quienes encontraron que el tiempo de duracidn del
desarrolld oogénico en una poblacion zaofilica de An. vestitipennis fue 42 horas

Solamente hembras de la pablacian antropaofilica presentaran el estado de
pregravidez, este evento fue observado en masquitos que se alimentaron de
sangre humana, asi coma cuando se les cambio el tipo de fuente sanguinea. Esta
observacion también sugind que la pregravidez se debe a factores inherentes de
la poblacion antropofilica. Desde el punto de vista de ttansmision, los mosquitos
que presentan el estado de pregravidez proveen mas de una vez la oportunidad
infectarse durante el primer ciclo gonotréfico, incrementdndose de esta manera su
capacidad vectorial (Boreham y Garrett-Jones 1973).

30



CONCLUSION

Ue acuerdo a nuestros resultados tas dos poblaciones de An. vestitipennis
presentan divergencias consistentes en todos los parametros biolégicos
estudiados. Eslos hallazgos apoyan aun mas las evidencias hasta ahora
encontradas que sugieren la existencia de dos pablaciones con diferencias
alimenticias dentro de An. vestitipermis,
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Tabla 1.1.- Paridad diania de las dos poblaciones de An. vestitipennis

Poblacidn Zaofilica Paoblacién antropofilica

Lhas lotal Harndos o Total Pandos Yo
disectados pandad. disectadas paridad.

1 28 V. 34 40 29 60

2 34 30 ) 88 45 28 62

3 26 24 92 48 29 60

4 54 34 62 43 26 60

5 50 35 70 50 43 86

6 52 49 94 45 39 84

7 49 43 87 44 37 84

8 50 43 86 47 42 89

9 50 47 94 50 N 62

10 30 23 77 28 22 78

11 34 33 97 30 19 63

12 50 45 80 48 37 77

13 50 40 80 50 18 36

14 50 40 80 48 15 31

15 a6 17 47 40 11 28
Media + DS 82 £ 13.52 64 = 19.82
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Tabla 1.2.- Valores de lgs coeficientes de correlacion (r) que estimaron el ciclo ganotréfico de
dos poblaciones simpatricas de Anopheles vastitipennis en Nueva Independencia, Chiapas,

usando correlaciones cruzadas de series de tiempo.

Dias Poblacién zaofilica Pgblacién antropcfilica
Sin fittrar Filtrados Sin filtrar Filtrados
0 0.827 0.792 0.383 0.427
1 0223 0.015 0.087 0.293
2 0.149 0.021 0.011 0.519
3 a.167 0.292 0.675 0.820
4 0.036 0.019 0.372 0.918
5 0.023 0.415 0.481 0.478
6 0.564 0.581 0.115 0.267
7 0.044 0.248 0.497 0.706
8 0.024 0.371 0.681 0.512
9 0.072 0.439 0.178 0.193

10 0.365 0.191 0.024 0.77




Tabla 1.3.- Tasa promedio de paridad diana de An.vestitipannis en la poblacion zoofllica

Dias NO. Nul. Par. %o L M* Tasa media
Disec. Paridad (MM

1 26 4 22 84 26 22 84
2 34 4 30 88 GO 52 87
3 26 2 24 92 86 76 88
4 54 20 34 62 140 110 78
5 50 15 35 70 190 145 76
6 52 3 49 94 242 194 80
7 49 6 43 87 291 237 81
3 80 7 43 86 341 280 82
9 50 3 47 94 391 327 94
10 30 7 23 77 421 350 83
1 34 1 33 97 455 383 84
12 50 5 45 90 505 428 85
13 50 10 40 80 555 4658 84
14 50 10 40 80 605 508 84
15 36 19 17 . 47 641 525 82

S [ ] WU No.nullparos; Par= No. pardcs,

T*= Total disectacdos acumulados; M*= Tolal paridos acumulados
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Tabla 1.4.- Tasa promedio de paridad diaria de An.vestitipennis en |a pablacidn antropofilica,

Dias No. Nul. Par. Yo L M* tasa media
Disec. Paridad (W)
1 46 18 28 60 46 28 60
2 45 17 28 62 91 56 61
3 43 19 29 60 139 85 61
4 43 17 26 60 1892 M 81
5 50 7 43 86 232 154 66
g 46 7 3¢ &4 278 193 69
7 44 7 37 B4 322 230 71
3] 47 ) 42 89 369 272 74
9 50 19 31 62 419 303 72
14 28 6 22 78 447 325 73
11 a0 . 1 19 63 A7 7 344 72
12 48 11 37 77 525 381 72
13 50 32 18 36 575 399 69
14 48 33 15 31 623 414 65
15 4Q 29 11 28 663 425 G4

o RSg oRd| HpecIRd 0, M SO TRNDEOR, M= No._ p OO,

Te Total dizsectado acumulados; M*=Totl paridos acrmpados.



Tabla 1.5. Tasa de sobrevida de la poblacion zoofilica y antropofilica de An. vestitipennis,

calculada con la formula de Davidson (1954).

Poblacion Tasa de LIcio TASA DE
paridad gonotréfico SOBREVIDA
Zaoofilica 082 3 dias 0.93
Antrapofilica 0.64 4 dias 0.88
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Tabila 1.6. Desarrollo de la viteiogénesis de mosquitos colectados en |a pablacion zoofilica de

An. vestifipeanis.

Estadosde Sella Estados de Chrslopher
Hora. n 1 2 3 4 5 6 | ] vV vV
Posalimentacion

0 10 100 100

12 10 100 100

18 10 100 100

24 10 10 90 100

30 10 20 40 40 50 50

36 10 20 70 10 100

42 10 60 40 100

48 10 100 100

54* 10 100 30 70

60 10 100 100

66 10 100 100

72 10 100 100

78 10 100 100

¥ Tiemps MIATMG 8 CANGEpIer V.
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Tabla 1.7.- Desarmrolio de Ia vitelogénesis de masquitos colectados en la poblacion antropofilica
dae Arn. vestitipennis.

Estados de Seila Eslados de Christopher
Hora. n T i 3 T 5 8§ J — W v v
Fosalimentacion
- 0 07 100 190
12 10 100 1Q0
18 10 €0 10 100
24 10 40 40 20 80* 20
30 10 30 60 10 60* 40
36 10 100 70 30
42 10 60 40 10 60 30
48 10 60 K1) 10 20 80
54 10 10 30 50 10* 20
60** 10 20 80 80 20
66 10 20 20 60 20* 50 30
72 10 10 90 10* 90
78 10 100 100

To3quiios pregravwdos.
“Trempy minimg a Christopher V.
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Tabla 1.8.- Desarrgllo de |a vitelogénesis de mosquitos colectados en |la poblacion zoofilica de

An. veslitipennis alimentados con sangre humana

~Estadosde T ella Estadas de Chrisiopher
Fora. n T Z 3 4 5 B m ™ v
Posalimentacian

) 10 100

12 10 100

18 10 50 50 30

24 10 80 10 100

K1 10 40 60 40 60

36 10 10 10 80 10 a0

42 10 10 20 40 30 100

48 10 10 20 70 100

54* 10 10 40 20 30 90 10

60 10 100 90 10

66 10 100 60 40

72 10 100 20 80

78 10 100 100

FFTEpP0 T 8 Chnstopher v,



Jabla 1.9.- Desarolio de la vitelogenesis de masquitos colectados en Ia pablacion
antropdtilica de An. vestitipennis alimentados con sangre animal.

Estadosde Sella Estados de Christopher
Hora n T P 3 4 5 §] | L m \Y) \Y
Pgsalimentacion

U Y wo ™

12 10 20 a0 100

18 10 100 90 10

24 10 40 60 40" 60

30 10 30 70 200 30 50

36 10 70 30 10 100 20 60

42 10 30 30 40 40" 60

48 10 10 40 20 aa 10 40* 60

654 10 30 30 10 3 30 10 860

60 10 20 80 10* 20 40 30

66 10 100 ' 90 10

72 10 100 100

78 10 100 100
RSquitss prqravidos.
“Tiempo minimg a Christopher V.
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Figura 1.1.- Area de estudio, describe algunas caracteristicas
fisiograficas de la comunidad y la posicién de las trampas cortinas.
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Figura 1.2.- Fluctuacion de la paridad en las dos poblaciones de

An. vestitipennis
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Valores de correlacidn

0.9 -
0.8 4
0.7 -
0.6 4
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

6o 1 2 3 4 § 6 7 8 8 10
Dias estimados

Higura 1.3.- Valores de los coeficientes de comrelacion que estimaron
el ciclo gonotrdfico en |la poblacidn zoofilica
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Valorea de corralacidn

0.9 4
0.8
0.7 |
0.6 -
0.5 -
0.4
0.3 -
0.2 A
0.1 A

Dias estimados

Fgura 1.4.- Valores de los coeficientes de correlacion que estimaron
&l ciclo gonotréfico en la poblacion antropofilica.
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Figura 1.6.- Dinamica de la estructura de edad (pandos-nhuliparos) en 1os
mosquitos colectados en la poblacidn antropofilica
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CAPITULO 2

Estudios de seleccion de hospederos en dos poblaciones de

Anopheles vestitipennis (Diptera:Culicidae)
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RESUMEN.

Una serie de experimentos fueron realizados con Anopheles vestitipennis
en dos areas del Estado de Chiapas: Zona Costa y Zona Selva Lacandona. En
ambas zonas, se realizaron una serie de estudios de seleccion de hospederos
mediante coleclas directas en diferenies tipos de hospederos (humanos, cabailo,
vaca y cerdos) expuestos en trampas cortinas tipo Magoon. Adicionalmente, se
realizaron experimentos de marcaje y recaptura para determinar si la seleccion de
hospederos es una conducta repetitiva en ambas poblaciones de An. vestitipennis.
Los resuliados oblenidos sugieren gue en ambas zonas existen dos poblaciones
de An. vestitipennis, siendo la poblacién antropofilica la mas prevalente. Mientras
que los estudios de marcaje y recaptura demosiraron que mas del 50% de los
mosquitos liberados retorhan a su hospedero original en donde fueron colectados,
por una nueva alimentacion sanguinea. En este estudio se presenta la primera
evidencia conductual entre las dos poblaciones de An. vestitipennis, coincidiendo
con resultados de estudios previos en la que se demostraron diferencias genéticas
por isoenzimas y RAPD-PCR, diferencias morfologicas de huevos y longitud alar,
entre las dos poblaciones propuestas de An.vestitipennis.
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INTRODUCCION

Anopheles vestitipennis Dyar y Knab, es uno de los principales vectores de
paludismo en la Selva Lacandona (Loyola ef al. 1891). Estudios recientes con An.
veslitipennis han demostrado la posible existencia de dos poblaciones simpatricas
con diferentes preferencias alimenticias. Una poblacion que se alimenta en
humanos (pablacién antropofilica) y otra poblacidon que se alimenta en animales
(poblacién zoofilica). Al comparar estas dos poblaciones con diferentes
preferencias alimenticias se demosfraron también diferencias genéticas y
diferencias morfolégicas en huevos y alas (Amedondo-liménez et al. 1996,
Rodriguez ef al. 1989, Murilio ef al. 2001, Orozco-Bonilla et af. 2001). Sin
embargo, a pesar de estos hallazgus se desconoce cual es el grado de seleccion y
especificidad de hospederos de cada una de las poblaciones propuesta de An.

vestitipennis.

Paoblaciones de mosquitos con un atto grado de seleccion por hospederos
humanas presentan una impartante implicacion en la dinamica de transmision del
paludismo {(Rodriguez ef al. 1999), puesto que [a eficiencia y dinamica con la cual
los mosquitos vectores transmiten el paludismo esta directamente relacionada con
la existencia de un alto grado de contacto con el humano (Hess ef al. 1968,
Femandez-Salas et al. 1993, Bown y Nelson 1993, Rodriguez et al. 1999). La
capacidad vectorial de dos especies de anofelinos puede ser determinada por
tener diferencias en el grado de la preferencia por humanos o por el grado de la
preferencia por alimentarse dentro o fuera de las casas (Gibson 1996, Koella
1999).
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ANTECEDENTES

En investigaciones de campo se ha observado que un vector presenta una
conducta de discriminacion entre un tipo de hospedere y otra. El entendimiento de
este tipo de conducta se complica cuando se cobserva que algunas especies
exponen un amplio range de hospederos cuandc estos se presentan par
separado. Pero cuando un nimero de ellos se encuentran iguaimente disponibles,
los vectores demuestran una tendencia de concentracion sobre un sdlo tipo de
hospedero (Gillies 1972, Lehane 1996). Las conductas de discriminacion entre un
tipo de hospedero y oiro, parecen estar directamente relacionadas con tactores
como el tamaiio y disponibilidad de hospederos, existencia de una preferencia
innata por hospederos y habitos y ecologia del hospedero (Gillies 1972).

En otros estudios de campo se han usado una serie de técnicas que
intentan dar respuestas a aquellas conductas de seleccidon de haospederos en
mosquitos vectores (Fernandez-Salas 1993). La seleccion de hospederos ha sido
cuantificada mediante la determinacion de la fuente sanguinea en muestras de
mosquitos aimentadas en un lugar. {localidad o biotopo) y tiempo (diferentes
estaciones del afio) (Boreham y Garrett-Jones 1973). Ung de los métodos que
estima la frecuencia relativa de la fuente sanguinea es el indice de forcajeo (Hess
et al. 1968). Este método cuantifica la proporcion de mosquitos alimentados con
patrones de alimentaciones oportunistas sobre un tipo de hospedero, relacionando
el porcentaje de mosquitos alimentados sobre un tipo de hospedero dividido por el
porcentaje del total de la poblacion de hospederos disponibles en el area o habitat
de los mosquitos, para ello se requiere un censo de los hospederos existentes en
un area determinada (Hess 1968). Con esta informacidn, cuando el valor de la
tasa de forrajeo es de 1.0 o0 aproximadamente de 1.0, se sugiere que los

- mosquitas-no- tiehen—preferencia © evasion por cualquiera-de los hospederos. -

{(alimentacién opartunista), cuando el valor es mayor de 1.0 se sugiere una
preferencia selectiva par un haspedero; y un valor menor de 1.0 indica evasion a
favor de otros hospederos (Hess 1968). A pesar de que este metodo puede
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detectar los cambios esltacionales en los patranes de alimentacidn en las
poblaciones de mosquitos (Hayes eof al 1973), este presonta algunos
inconvenientes en su uso, puesto que no considera las diferencias conductuales y
ecologicas de los vectores y hospederos, la disponibilidad de hospedercs y la
accesibilidad a los mosquitos. Otra de las desventajas de esta técnica es que
requiere un censo numérico de la poblacién animal io cual con frecuencia es muy
dificil o a veces impaosible. (Edman 1971). Uno de los indices propuestos que no
estan sujetos a esos requenmientos, es el indice de alimentaciin que se obtiene
de la proporcion de mosquitos alimentados sobre un hospedero con respecto a
otro, dividido por la proporcion esperada de mosquitos alimentados sobre 2
hospederos, basados sobre factores que afectan la alimentacidn (Kay ot al. 1979).
Entre estos factores se incluyen la abundancia y tamarfio del hospedero, la
ocurrencia del hospedero en el tiempo y espacio con el mosquito. Cuando el
indice de alimentacion es de 1.0 se sugiere una alimentacion iguai sobre los dos
hospederas comparados, mientras un valor menor o mayor de 1.0 indica una
reduccion o aumemnto en la alimentacion sobre el primer hospedero con relacidon al
segundo (Kay et al. 1979). Una de las apiicaciones mas directas de este método
es la identificacion de mosquitos alimentadas con sangre humana estimado
miediante el indice de sangre humana (World Health Qrganization 1963, Garreft-
Jones 1964, Garrett-Jones y Shidrawi 1969, Kay ef af. 1979). Este indice es un
componente importante en la capacidad vectorial (Garrett-Jones y Shidrawi 1969)
y es usado para el manejo epidemiclogico de los programas de control de
paludismo (Garrett-Jones 1864). La técnica consiste en la coleccion de mosquitos
alimentados reposando sobre paredes intemas de las casas o en sitios
peridomiciliares. La fuente sanguinea en los mosquitos es identificada en ensayos
de laboratorio con la técnica de ELISA (Washino y Tempelis 1983). Sin embargo,
uno de los problemas en el uso de esta técnica es la dificultad de obtener una
muestra adecuada de maosquitos en reposo, especialmente en areas donde los
inseclicklas son aplicadas continuamente para el coniral de paludismo
(Fernandez-Salas ef al. 1993). Esta condicion ha ejercido un dramatico cambio en

la conducta de reposo de los mosquitos, buscando sitios mas protegidos donde no
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sean afectados por los insecticidas (Martinez-Palacios 1858, Nutsathapana et al.
1986, Loyola of al. 1990, Fermandez-Salas et al. 1993). El area de estudio en que
se desarrolld este estudio ha estado influenciada por el uso indiscriminado de
insecticidas 0 en su caso de plaguicidas agricolas, en virtud a los frecuentes
cambios en el uso del sueio. Para evitar aquellas desventajas de los métodos, en
este estudio se investigd el grado de seleccion de hospederos de las dos
poblacianes de An. veslilipernis mediante experimentos de maicaje y recapluras
de masquitos usando trampas cortinas tipo Magoon {Service 1993, Fernandez-
Salas e!f al. 1993). El grado de seleccidn de hospederos de cada poblacion fue
registrado con las recapturas de mosquitos que retornaron por una segunda
alimentacion a su hospedero original (fidelidad a hospederos). Con esta
metodologia de marcaje y recaptura se pudo demostrar que Anopheles minimus
Theobald y An. maculipennis Meigen pertenecen a una mezgla de dos o0 mas
especies cripticas moarfoldgicamente similares que difieren al menos en la
preferancia por hospederos (Nutsathapana ef al. 1986, Joshi 1988).
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HIPOTESIS

Si las dos poblaciones propuestas de An. vestilipennis presentan diferentes
preferencias alimenticias, entances hembras de cada poblacidn demastraran un
grado especifico de seleccidn hacia un tipa de haspedera a ke largo de diferentes
ciclas gonotroéficos.

OBJETIVO GENERAL

Investigar si hembras de An. vestitipennis seieccionan hospederos

especificos y si esta seleccidn es una conducta repetitiva (fidelidad a hospederos).
OBJETIVOS SPECIFICOS

Determinar si An, vesltilipennis presenta una conducta de discriminacion
entre un tipo de hospedero y otro, mediante la exposicidén de hospederos dentro
de trampas cortinas

Determinar si hembras de An. veslifipennis con canocida historia afimenticia

retorman por una segunda alimentacion al mismo tipo de hospedero en donde se

alimentaron por primera vez, mediante expenmentos de marcaje y recaptura.
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METODOLOGIA

Descripcion del area de estudio.

Para el desarrollo de este estudio se seleccionaron dos comurnidades con
alta abundancia de An. vestitipennis siendo 1) Nueva Independencia municipio de
Suchiate ubicado en el Plano Castera del Pacifico de Chiapas, México (14°37°30”
N, 92°16°14"VV, 50 msnm), es una localidad con una poblacion de 112 habitantes
viviendo en 23 casas. En general, las casas en esta poblacion se encuentran bien
ventiladas, con techo de palma y pared discontinua hecha con madera o palo de
bambd. EIl ¢lima en esta area es caliente subhimedo (Garcia, 1973), con 2
estaciones bien definidas: Una estacion de lluvias que se extieride a partir def mes
de mayo hasta octubre, y el resto de |os meses con una estacion de secas bien
definida. El promedio anual de lluvias en el drea es 2,100 mm, con un promedio
mensual de temperatura de 27°C y con un rango de humedad de 61 a 100%
(Arredondo-diménez 1990). Aunque la vegetacion primaria alrededor de Nueva
independencia ha sido reemplazada en su mayor parte por cultivos (mango,
banano y maiz) y pastura para ganado, varios manchones de bosques y
formaciones de pastos inundados favarecen la abundancia de poblaciones
larvarias y adultos de An. veslitipennis (Rejmankova et al. 1998, Arredondo-
Jiménez et al. datos no publicados). 2) Benemérito de las Américas (16°31°08"N,
90°39°02"W, 150 msnm) localizada en {a Selva Lacandona con una poblacion de
2142 personas viviendo en 870 casas localizadas frente a la frontera con
Guatemala. Esta zona se considera un area de alta transmision de paludismo por
P. vivax y P. falciparum influenciada por la migracion de personas enfermas desde
Guatemaia (Arredondo-Jimeénez ef al. 1986). La vegetacion primaria alrededor de
Beneménto de las Ameéricas esta siendo reemplazada en su mayor parte por
pastura para ganado y cultivos (Chile y Maiz). Estas dos comunidades se
encuentran separadas por aproximadamente 280 kilémetros (Figura 2.1).
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Caleccion de masquilas.

Para definir si las poblaciones de campo de ambas zonas de estudia,
seleccionan hospederos especificas para alimeniarse, se fealizaron tres
experimentos separados de 20 dias cada uno (en la estacion de liuvias y de
secas), usando trampas modificadas tipo Magoon (Service 1993, Fernandez-Salas
et al. 1993), colocadas una frente a otra (separadas § m de distancia). Durante el
primer y segundo experimento, hembras de An. vestitipennis fueron colectadas
cada noche por periodos de 12 horas (1800-0600 h) en cebos estacionarios, un
tipo en cada trampa (Dos hombres y un cabalio; Dos hombres y das cerdos en el
pimer y segundo experimento, respectivamente). El tercer experimenio fue
realizado exponiendo los cebos solamente por periadas de § hioras (1800-2400 h),
esta vez con 2 series de trampas, un par coiocada en la esquina norte del pablado
y ia otra colocada al sur, en cada par de trampas se compararon 2 hombres contra

una vaca.

En las trampas cebadas con humanos las capturas de mosquitos fueron
realizadas durante 45 minutos de cada hora, colectando mosquitas que llegaban a
picar sobre los hospederos voluntarios, usando aspiradores bucales y colocados
en contenedores individuales (World Health Organization 1975, Bown ef al. 1987).
En tas trampas con cebo animal, las colecciones de mosquitos fueron realizadas
durante los Uitimos 15 minutos de cada hora por los mismos hombres, colectando
hembras alimentadas de sangre. Los mosquitos fueron colocados en dos
contenedares de plasticas (uno para cada poblacion) cubiertos interiormente con
papel dextrasa polvoreado previamente con polvo flucrescente, un color para cada
poblacion (Day-Glo® Bast New Holland MI), lo que permitié que los mosquitas al
ser depositados en el interior del recipiente se marcaran por si solos al reposar
sobre las paredes internas del recipiente,

Expenmentos de marcaje y recapiura.

£n cada trampa se colectaron mosquitos alimentados y no alimentados,
posteriormente fueron marcados y liberados por 16 noches consecutivas vy
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recapturados hasta los 20 dias. Los mosquitos recapturados segin el color fueron
identificados camo “fieles” o “infieles”, los primeros fueron aquellos mosquitos
recapturados retornando a la trampa y hospedero donde originaimemte fueron
colectados, mientras los infieles fueron aqueilos mosquitos recapturados
retornando en la trampa y hospedero diferente de donde fueron originaimente
colectados. La tasa de recaptura de cada poblacion fue reportada como la

sumatoria de fieles e infieles

El tercer expenmento fue diseniado para evaluar [a dispersion de mosquitos
dentro de la comunidad y determinar si la fidelidad pudiese ser observada
recapturando mosquitos que retarnaron al mismo tipo de hospedero en trampas
colocadas en otros sitios del poblado.

Andlisis de dalos.

Diferencias entre colecciones de mosquitos en cada experimento fueron
analizadas usando una prueba t no parametrica de Wilcoxon. Las diferencias en
proporciones de mosquitos recapturados fueron examinadas usando una prueba
de Chi-cuadrada (Zar 1999).
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RESULTADOS

Coleccicnes de mosquitos en la estacion de lluvia, zona cosia.

Durante los 20 dias de estudio An. veslitipennis Dyar y Knab fue ia especie
predominante capturada en trampas conteniendo cebo humano (76.63%,
n=14,833), seguido de An albimanus Wiedemann (21.56%, n=4,170} y An.
punctimacuia Dyar y Knab (1.73%, n=336), mieniras que en trampas con cebo
animal, An. albimanus fue la especie predominante (50.00%, n=10.962), seguido
por An. veslitipennis (44.59%, n=8,775) y An. punciimacula (5.39%, n=1,183).
(Tabla 2.1 y figura 2.2).

Las propoiciones de capturas en hospedero humano respecto a capturas
en hospedero animal fueron 1.51:1 (n = 24,608), 1:2.62 (n = 15,132),y 1:3.52 (n =
1,519) para An. vesiitipennis, An. albimanus y An. punctimacula, respectivamente
(Tabla 2.1).

Seleccion ge hospederos por Anopheles veslitipennis en la estacion de

lluvia, zona cosla: .

En el primer experimento, 1,663 An. vestifipennis seleccionaron a
hospederos humanos, mientras 1,351 seleccionaron al hospedero animal. La
proporciones de captura humano:cabalio fue 1.23:1, sin observarse diferencias
significativas en la preferencia por cualquier hospedero (t = -1.88, df =1, P =
.0591) (Tabla 3.2}. En el segundo experimento 5,170 mosquitos fueron colectados
en la frampa cebada con humano, mientras solamente 1,487 seleccionaron la
trampa cebada con hospedero animal (cerdo}), la proporcidn humano: cerdo fue
3.48.1 (t = -3.5185, df = 1, P = 0.0004). Durante el tercer experimento 1,160
mosquitos seleccionaron a humanos y 1,000 al cebo animal (vaca) en la trampa
ubicado en la-pafte-norte de.la cominidad, la preporeicn human-vaca fue 4.15:1; &
=-1.411, df =1, P =0.1579, mientras en la trampa ubicada en la parte sur de la
comunidad un total de 4,034 mosquitos seleccionaron a humano y 3,045 a
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hospedera vaca (proporcion de captura = 1.32:1; t = -0.568, d.f. = 1, P = 0.5701).
(Tabla 2.2).

Al agrupar los dalos, se observé que mas mosquitos An. veslitipennis
seleccionaran hospederas humanos (12,027) que haspedergs animales (6,888), la
proporcion de captura fue de 1.74:1, observandose diferencias significativas ({ =
0.6040 gf=1 P = 0.003). (Tabla 2.2).

Colecciones de mosquitos en [a estacion de secas, zona costa.

Durante los 20 dias de estudia An vestitipennis fue la especie
predominante capturada en trampas conteniendo cebo humano (62%, n = 391),
seguido de An. punclimacula (32%, n=201) y An. albimanus (6%, n=39), mientras
gue en trampas ¢on cebo animal, An. punclimacula fue la especie predonminante
(82%, n=1,752) seguido por An. vestitipennis (11%, n=240) y An. albimanus (7%,
n=161) (Tabla 3.3). Las proporciones de capturas en cebo humano respecto a
capturas en cebo animal fueron 1.62:1 (n=631), 1:4.12 (n=200), y 1:8.71 (n=1,953)
para An. vestilipenmis, An. albimanus y An. punctimacula, respectivamente (Tabla
2.3).

Seleccion de fiospederos por Angpheles vestiipennis en la estacion de

secas, zona cosfta.

En el primer experimento, un total de 246 mosquitos An. veslilipennis
seletcionaron a humanos, mientras que 129 seleccionaron a hospedero caballo.
La proporcion de captura humano-animal fue de 1.90:1, estas proporciones o
fueron significativamente diferentes (t = -2.0922 P = 0.0364) (Tabla 2.3).

En el segundo experimento, un total de 145 mosquitos fueron colectados en
-3 trampas .conteniendo.humanos, mientras. que.un tatal de. 111 fueroncolecitados . . . ..
' en trampas conteniendo vaca, las proparciones de captura humana: animal fue
1.30:1, sin presentarse diferencias significativas (¢ =-1.763 P = 0.077).
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Al agrupar las colectas por tipo de hospedero se observé mayor seieccion
por cebos humanos (391) que por cebos animales (240), resultando proporciones
de humano:animal de 1.62:1, relacidn significativamenie diferentes { = -2.560 P =
0.0.0104. (Tabla 2.3).

Colecciones de mosquitos en la estacion de Huvias, zona Selva Lacandona.

Durante los 20 dias de estudio An. vesfitipennis fue la especie
predominainte capturada en trampas conteniendo cebo humano (80.81%,
n=4,035), seguido de An. albimanus (6.90%, n=307) y An. punctimacula (1.52%,
n=101), mientras que en trampas con cebo animal también An. vestitipennis fue la
predominante especie (72.85%, n=2,926) seguido por An. albimanus (17.90%,
n=718}, y An. punctimacula (9.23% n=371) (Tabla 3.4). Las proporciones de
capturas en cebo humano respectc a capturas en cebo animal fueron 1.71:1
(n=4,035), 1234 (n=1,026), y 1:3.67 (n=472) para An. veslitipennis, An.

albimanus y An. punctimacula, respectivamente.

Seleccion de hospederos por Anopheles vestitipennis en la estacion de

lluvia, zona Selva Lacandona: )

cn esta zona y esta estacion sdlo un experimento fue desarroliado, en
donde se compararon dos humanos confra un hospedero animal (caballo), en este
un total de 4,035 mosquitos An. vestitipennis seileccionaron a humanos, mientras
que 2,926 seleccionaron a hospedero caballo. La proporcién de captura en
humano versus cabailio fue de 1.37:1, estas proporciones fueron significativamente
diferentes (t =-3.723 P = 0.0002) (Tabla 2.4).

Colecciones de mosquitos en la estacion de secas, zona Selva Lacandona.

Durante los 20 dias de estudio An. albimanus (81.28%, n=682) fue la
ssipecie predominante-captuwrada en-frampas conteniendo.cebo.humano seguide
de An. vestitipennis (10.25%, n=88); An. daringi (8.10% n=68); An.
pseudopunctipennis (0.35%, n=3). En las colectas con las trampas conteniendo al
cebo animal, An. albimanus (94%, n=2,819) siguié siendo la especie predominante
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- - fecaptura fueron.1.38%. y.0.29% sobre.cebas humanas, mieatras 1.62%y 0.06% . .

seguido por An. vestitipennis (3.563%%, n=106), An. darfingi (2.09% n=63); An.
pseudopunctipennis {(0.29% n=9); An. punctimacula (0.16% n=5) (Tabla 2.5). Las
praporciones de capturas en cebo humano respecto a capturas en cebo animal
fueron, 1:1.19 (=192}, 1:4.13 (n=3,501), 0:1 (n=5), 1.07:1 (n=71), 1:3 (n=12) para
An. vestitipennis, An. albimanus, An. punctimacula, An. daringi y An,
pseudopunciipennis, respectivamente,

Seieccion de hospederos par Anopheies veslitipennis en la estacion de

seca, zona Selva Lacandona:

Las colecciones directas demwstiaran que en el primer experimento, un
total de 64 mosquitos An. vestilipennis seleccionaron a cebos humanos, mientras
que 79 seleccionaron a cebo animal. La proporcion de captura en humang
respecto a capturas en animalfue de 1:1.21, estas proporciones no fueron
significativamente diferentes (¢ =-0.351 P=0.7253) (Tabla 2.5).

En el segundo experimento, un lotal de 22 mosquitos fueron colectados en
fas trampas conteniendo humanas, mientras que un total de 28 fueron colectados
en trampas conteniendo vaca, las diferencias entre las proparciones de captura
humano-vaca (1:1.27) no fueron significativas (f = 0.355 P= 0.722). Al agrupar las
colectas por tipo de hospedero se abservd mayaor seleccion por hospedero animai
(106) que por hospedero humano (86); 1.23:1, observandose na diferencias
significativas t =-0.487 P=0.625. (Tabla 2.5).

Estudios de marcaje y recaptura zona costa.

La fidelidad de mosquitas fue determinada, a través de las recapturas de
mosquitos marcados sobre el mismo lipe de hospedero en donde originalmente
fueron colectados. Durante el primero y segundo experimente las tasas de

de mosquitos fueron recapturados sobre cebo cabalio y/o cerdo, respectivamente.
En el tercer experimento las tasas de recapturas en las trampas norte y sur fueron

85

]



0.34% y 0.40% sobre cebos humanos y 0% y 047% sobre animal,
respectivamente (Tabla 2.6)

Ourante el primer experimento, el 66% (23/35) de mosquitos colectados
sobre humanos retornaron a este mismo tipo de hospedero, mientras el 85%
{22/26) de mosquitos colectados sobre el hospedero animal (caballo) retornaron al
mismo hospedero. Al comparar ambas tasas de fidelidad no se observaron
diferencias significativas (€ = 1.86, P = 0.172). En el segundo experimento, el
60% (15/25) de mosquitos demastraron fidelidad al haspedero humano, mientras
gue el 33% (1/3) fueron fieles al hospedero animal {cerdo). Estas tasas de
fidelidad no fueron significativamente diferentes (X° = 0.07 P = 0.791). Durante el
tercer experimento, en la trampa noite el 100% (4/4) demostraron fidelidad a
humanos, sin reportarse retomo (0/2) en aquellos mosquitos colectados
originalmente en hospedero animal (X2 = 2.34 P = 0.126). En la trampa sur el 50%
(714) de los mosquitos demostraron fidelidad a humanos, y el 100% (10/10) at
hospedera animal (vaca) (X? = 4.85 P = 0.027). (Tabla 2.6).

Uespues de agrupar los datos de fidelidad, se observd qie ios mosquitos
colectados originalmente en hospederos animales fueron mas fieles (80.48%;
33/41) que mosquitos colectados en hospederos humanos (63%; 49/78),
observandose diferencias significativas entre las tasas de fidelidad (X = 4.90, P =
0.027) (Tabla 2.6).

Los mavimientos de mosquitos entre las trampas norte y sur fueron
observados solamente en 12 mosquitos, de los cuales 10 retommaron y
seleccionaron al mismo tipo de hospedero (fueron fieles). Colecciones simuitaneas
alrededor del poblado de estudio, revelaron que 2 mosquitos colectados en
humanos y marcados fueron colectados en el mismo tipo de hospederos a 0.8y 2
Km. respectivamente.
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Estudios de marcaje y recaptura zona Selva Lacandona.
En la estacién de lluvia se liberaron un total de 4,035 y 2,926 mosquitos
colectados en la trampa con hospedero humano y animal respectivamente. De

estos no se reporté ninglin mosquito marcado en ninguno de los dos tipos de
hospederos..

En la estacion de secas solo se liberaron un total de 86 y 106 mosquitos

colectados en la trampa con hospedero humano y animal respectivamente. Sin
reportarse ningln mosquito marcado.
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DISCUSION

Las anofelinos colectados mostraron una dinamica poblacional de acuerdo
al tipo de hospedero, estacion y area de muestreg, En las colectas con
hospederos humanos realizadas en la estacion de lluvia en ia zona costa, An,
vestitipennis fue el anofelino prevalente, seguido por An. albimanus y An.
punclimacula, mientras que en hospederos animaies se colectaron mas mosquitos
An. albimanus, seguido por An. vestitipennis y An. punctimacula.

En las colectas con cebos humanos realizadas en la estacion de seca en la
zona costa, también se demostrd que An. vestitipennis fue la especie mas
prevaiente, seguida de An. punctimacula y An. albimanus. Mientras que en las
colectas con cebo animal la especie mas prevalente fue An. punctimacula el cual
se incrementd 7 veces mas que An. vesfiipennis y 11 veces mas que An.
albimanus segunda y tercera especie mas prevalente respecltivamente.

En la Selva Lacandona un sdlo experimento fue desarrollado en la estacian
de lluvias, las precipitaciones inundaron el area seleccionada para el estudio lo
cual fue necesario sacar todo animal domestico y, por tanto, no fue posible el
accesc al sitio en donde se habia seleccionado para realizar los expermentes. En
el Gnico experimento se observd que An. veslitipennis fue la especie mas
prevalente sequido de An. albimanus y An. punctimacula. Esta dinamica
. poblacional fue muy similar a lo reportado para la zona costa en esta estacion.

En los expernimentos desarrollados en fa misma area de la Selva y en la
estacion de secas. £n hospederos humanaos, se colectaron un fotal de 4 especies
siendo An. albimanus la especie mas abundante, seguida de An. vestitipennis, An,
darlingi y An. pseudopunctipennis, en colectas con hospedero animal se observd
ia misma dinamica poblacional de las mismas especies de anofelinos sdlo que en
estas colectas se reportd otra especie que fue An. punctimacula,
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En ambas zonas de estudio y para ambas estaciones, las proporciones de
capturas humano-animal entre los anofelinos colectades sugirieron la ocurrencia
de diferencias en las preferencias de hospederas, reportandose en Am.
vestitipennis un allo grado de antropofagia, mientras que An. albimanus y An.
punctimacula demostraron un alto grado de zoofagia. De las dos especies
colectadas en la Selva Lacandona An. dariingi presentd una conducta mas
anlropofagica, mientras An. pseudopuncilipennis presentd una tendencia mas

zoofagica.

Estos diferentes habitos de alimentacion de las especies de anofelinos
encantrados han sido previamente reportados en otros estudios, para An.
vesliipenms (Loyola 1991, Arredondo-Jimenez 1995, 1996), para An. albimanus
(Breeland 1972, Loyola et al. 1991, 1993; Arredondo-Jimenez 1995, Ulloa et af.
1997), para An. punctimacula (Levi-Castillo 1949, Aredondo-Jiménez 1995, Ulloa
el al. 1999), para An. darlingi (Rozendaal 1987, Loyola et al. 1991, Arredondo-
Jiménez 1995). Los resultados de la preferencia por animaies observadas en An.
pseudopunctipennis no concuerdan con la aita antropofilia reportada previamente
en el sur de Méxica (Fernandez-Salas 1992, Casas-Martinez 1994, Amrredonda-
Jiménez 1995). Sin embargo, en esta zana esta especie solo ha sido colectada en
muy bajas proparciones lo cual pudiera indicar que esta preferencia es el resultado

de una conducta oportunista de alimentacion.

Respecto a An. vestilipennis la aparente segregacidn-de la conducta de
alimentacidén entre las dos supuestas poblaciones, fue sugerida también en los
experimentos de marcaje y recaptura, indicando que mas del 50% de los
mosquitos de cada poblacion demuestran fidelidad al hospedero original,
significando una tendencia de especificidad de hospedero en An. vestitipenis.

&n olrgs estudias con especies Anofelinas, se han observado diferencias en

las preferencias de almentacidn y han sido relacionadas a la existencia de
diversas especies bioldgicas dentro de especies similares morfoldgicamente
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{(Hacket 1837, Joshi 1888). Por ejempio en An. gambiae s.s. Giles y An. arabiensis
Patton, dos miembros del complejo An. gambiae s.|. fueron reportados con
diferencias en sus indices antropofagicos; An. gambiae s.s. demositré una aito
grado de antropofagia (Coluzzi ef al. 1975, Mollineaux y Gramiccia 1980, Githeko
1896, Shililu et al. 1998), las mismas diferencias fueron reportadas entre especies
Ay B de An. culicifacies Giles, donde la especie A fue mas antropofagica (Sugana
ef al. 18983).

Estas conductias de alimentacion han sido manejadas en otros estudios
como una evidencia de la existencia de factores de orientacion localizadas en
algunas partes del insecto, algunas formas de conducta de aprendizaje yfo bases
genéticas (Chapman 1982, Charlwood et al. 1988, Hii et al. 1991, Arredondo-
Jiménez et al. 1992).

En ofros esiudios se ha sugerido la posible asociacion de genes con la
seleccion de hospederos (animales o0 humanos), se ha pensado que proteinas y
genes estan involucrados en el reconocimiento del olor humano, y por elio su
importancia comao factores de bisqueda de hospederos. En An. gambiae Giles, se
ha iniciado la caracterizacion y la posibilidad de clonar aigunos genes olfatorios
(Catteruccia 2000).

Dentro de los factores importantes relacionados a la capacidad de un
mosquito para transmitir el paludismo, se encuentran 1) abundancié; 2) nivel de
antropofagia; 3) susceptibilidad a la infeccion y 4) longevidad (Gillies 1983, Kettlie
1992, Gibson 1996). De estos factores las poblaciones An. veslitipennis
presentaron un alto nivel de antropofagia y densidades altas, por tanto, esia
especie podria ser importante en ia dinamica de transmision de paludismo junto
con An. albimanus_en la zona costa del estade. Sin embargo, se.requieren-de
estudios de incriminacion de vectores en el area, con el fin de establecer el papel
gue juega esta espacie como vector de paludismo. Otros vectores como An.
albimanus a pesar de su marcada preferencia por animales (Breeland 1972,
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Rodriguez y Loyola 1989), baja taza de esparozoitos (Ramsey 1994), bajas
densidades en época de secas y transmision especifica del fenctipo VK210 de
Plasmodium vivax (Gonzalez-Ceron ef al. 1993), continia siendo un serio
problema de salud publica en ambos litorales de nuestro pais. Se sospecha que
esta eficiencia de An. albimanus puede ser debido a la posible existencia de
subpoblaciones con diferentes preferencia alimenticia (Arredanda-Jiménez, et al
1990), o a las altas densidades poblaciones que alcanzan durante la estacion de
lluvias (Bown et al. 1991, Ulioa et al. 1997).

La técnica de marcaje y recaptura fue un buen estimador para determinar la
seleccion de hospederos en An.vesiitipennis. En todos los experimentos
realizados en la zona costa, la tasa de recaptura fue muy baja, debido a la pérdida
de mosquitos por la existencia de dispersidn dentro y fuera de ella. La evidencia
de este evento fue demostrada con el disefio del tercer experimento, en donde se
colectaron mosquitos a 800 m y 2 kitdmetros del sitio de liberacion. Las tasas de
recapturas en todos los experimentos sugirieron la existencia de heterogeneidad
conductual entre las dos poblaciones de An. vesfitipennis, demostrandose que
mas del 50 % de los mosquitos de cada poblacion retornaron por una segunda
alimentacién sanguinea sobre el mismo hospedero {fidelidad de hospederos) de
donde fueron ariginatmente colectados, sugiriéndose una cierta tendencia de
especificidad de seleccibn de hospederas en An. veslifipennis. Resultados

similares fueron obtenidos con An. balabalencis (Hii y Vun 1987).

En la zona Lacandona en la estacion de secas no se recapturé ningan
mosquito, quizas debido a la paca cantidad de mosquitos liberados y a una
dispersion a otros sitios de la zona. En la estacion de lluvias no hubo recapturas a
pesar de la liberacién de una cantidad mayor de mosquitos, esto fue influido a una
mayor disponibilidad de hospederos animales que fueron trasladados a ia

comunidad por la inundacion de las zonas de pastoreo.
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CONCLUSION

€n nuestro estudio se demostrd heterogeneidad conductual enfre Ias dos
poblaciones de An. vestitipennis, es decir, que poblaciones de An. vestifioennis
que seleccionan a humanos ¢ en su caso a animales para alimentarse por primera
vez presentan una conducta de retorno al mismo tipo de hospedero para un

segunda eventa de alimentacion.

Los resultados oblenidos en ei presente estudioc sugieren la primera
evidencia conductual de la existencia de dous poblaciones con preferencias
especificas de hospederos en An. vestitivennis, siendo consistente con otros
hallazgos encontrados en otros estudios, sugiriendo la posible formacion de un
complejo en An. vestitipennis de al mengs dos especies.
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Tabla 2.1.- Especies de Anofelinos colectados durante veinte dias consecutives en cada

experimento, durante |2 estacidn de lluvia en la zona costa.

- 1ipa de haspedera Al Al An. lotal
vestitipennis albimanus punctimacula
Humano 2,088 557 41 2,686
(77.73%) {20.73%) (1.52%)
vS§
Caballo 1,712 1.577 163 3.442
(49.73%) (45.81%) (4.44%)
Humano 6,634 869 113 7616
(87.10%) (11.41%) (1.48%)
Vs
Cerdos 1,709 692 12 2413
{70.82%) (28.67%) (0.49%)
Humano 4,332 1,351 133 5,816
{74.48%) (23.22%) (2.28%)
VS
Vaca 4,840 5,719 680 11,239
{43.06%) (50.88%) (6.05%)
Humanao 1,779 1,393 49 3.221
(55.23%) (43.24%) (1.52%)
v§
Vaca 1,514 2974 338 4,826
{31.37%) (61.62%) (7.00%)
Total en humanos 14,833 4,170 336 19,339
{76.69%) (21.56%) {1.73%)
Total en animaies 9.775 10,962 1,183 21,920
(44.59%) (50.00%) {5.39%)
{humana:animal) 1.51:1 1:2.62 1:3.52
Total global 24,608 15,132 1,519 41,259
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Tabla 2.2.- Seleccidn de hospederos en Anopheles vesiitipennis colectados en Nueva
Independencia, Chiapas.

Tipo de hospedero ¥ Mosquitos =
calectados
Humano 1,663
Vs 0.0591
Caballo 1,351
Humano 5,170
VS 0.0004
Cerdos 1.487
Humano 4034
Vs 0.5701
Vaca 3,045
Humano 1,160
Vs 0.1579
Vaca 1,005
Total en humanas 12027
4.003
Total el animales 6,888
(humano:animal 1.51:1 1:2.62
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Tabla 2.3.- Especies de Anofelinos colectados durante veinte dias consecutivos en

cada
expenmento, durante la estacion de secas, en la zona costa.
An. An. An. lotal
Hospedero vestitipennis albimanus punchimacula
Humano 246 (68%) 24 {T%) 90 {(25%) 360
v§
Caballo 129 (22%) 55 (9%]) 403 (69%) 587
Humanso 145 (53%) 15 (6%) 111 (41%) 271
VS
Vaca 111 (7%) 106 (7%) 1,349 (86%) 1,566
Total humanos 391 (62%) 39 (6%) 201{32%) 631
Total animales 240{11%) 161 (7%) 1,752 (82%) 2,153
(humano-animal) 1.62:1 1:412 1:8.71
Total 631 200 1,953 2,784

103



Tabla 2.4.- Especies de Anofelinos colectados durante veinte dias consecutivos en

un sdlo experimento, durante 1a estacion de lluvia, en la zona Sefva Lacandona

Hospedearo An. An. An. {otal
vestitipennis albimanus punctimacula
Humano 4,035 (90.81%) 307 (6.90%) 101 (1.52%) 4,443
Vs
Caballo 2,926 (72.85%) 719 (17.90%) 371 (9.23%) 4016
Total 6,961 1,026 472 8,459
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Tabla 2.5 - Especies de Anofelinos colectados durante veinte dias consecutivos en

en cada expermento, durante la estacidn de secas, en (a zona Selva Lacandona

Hospedero An, An, An. An An. Total
vestitipennis  albimanus puncfimacuwla  darfingi  pseudopunchipenilis
THumana B4 45 ] &1 [} 670
(9.55%) (81.34%) (9.10%)
VS
Caballo 78 1,706 1 45 0 1,830
(4.26%) (93.22%) (0.054%) (2.45%)
Humano 22 137 0 7 3 169
{13.01%) (81.06%) {4.14%) {1.77%)
VS
Vaca 28 1,113 4 18 g 1,172
(2.38%) (95%) (0.34%) (1.53%) (0.76%)
Tatal 86 682 0 68 3 839
Humano {10.25%) (81.28%) (8.10%) (0.35%)
VS
Total 106 2,819 5 63 9 3,002
Animal
maes  (3.53%) (94%) (6.16%) (2.09%) {0.29%)
(H:A) 1.23:1 1:4.13 - 1.07:1 1.3
Tatal 192 3,501 8 131 12 3.841
glabal
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Tabla 2.6.- Fidelidad de hospederos en Anopheles veslitipennis determinado con la

técnica de marcaje-recaptura.

~ 1ipo de hospederg ¥ Mosquitos | asas de Fidelidad de
liberados recapturas” hospederg™ F=
(%) (%)
Humanos 1,663 1.38 66 (23/35)
vs Q.1722
Caballo 1,351 1.62 85 (22/26)
Humanos 5,170 0.29 60 (15/25)
Vs 0.7913
Cerdos 1,487 0.06 33 (173)
Humanos 4,034 017 50 (7114)
Vs 0.0277
Vaca (sur) 3,045 032 100 (10M0)
Humanas 1,160 0.34 100 (4/4)
VS 0.1258
Vaca (norte) 1,005 0.0 0 (0/2)
Total humano 12,027 0.40 63 (49/78)
0.0269
Tatal animal 6,888 0.47 80.5(33/41)

“Resaptun total catee bas dor borpederos.
"0, de W dor en sy bosp

-t
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Henemenio de ias Amencas

(16<31°08"N, 90=39°02"W .

Nugva Indepencencia
(142, 37° 30"N, 92167 14™"W

Figura 2.1.- Area de Estudio
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45%

Trampa con
Hospeders Humano

Trampa con
Hospedero Animat

Figura 2.2 - Prevalencia de A) An. vestitipenms; B) An. albimanus y
C) An. punctimacula colectadas en la estacion de lluvia, zoha costa
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Trampa con
Hospedero Animal

82%

Figura 2.3.- Prevalencia de A) An. vestitipennis; B) An. albimanus y
C) An. punctimacula colectadas en la estacion de seca, zona costa

1
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Trampa con
Hospedern Humano

73%

Figura 2.4.- Prevalencia de A) An. vestitipennis; B) An. albimanus y

C) An. punctimacula colectadas en la estacién de lluvia, zona Selva Lacandona

v
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Trampa con
Haspedero Humano

Trampa con
Hospedero Animal

94%

Figura 2.5.- Prevalencia de A) An. vestitipennis; B) An. albimanus,C) An. punchmacula,
D) An. darlingi, E) An. pseudopunctipennis colectadas en la estacion de seca,

zona Selva Lacandona
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CAPITULO 3

Estudios de fidelidad a hospederos por

Anopheles vestitipennis (Diptera:Culicidae)
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RESUMEN

El estudio fue realizado en una comurnidad ubicada en el plano costero del
pacifico de Chiapas, México, denominada Nueva Independencia y otra comunidad
ubicada en la Selva Lacandana denominada Benemérito de las Américas. El
objetivo fue manejar si el proceso conductual de la fidelidad a hospederos en
ambas poblaciones es determinada par una preferencia innata o condicionante,
Para ello en cada una de las zonas, se consttuyd una casa experimental. En
donde se realizaron tres experimentos en la zona costa {en la zona Selva se
realizaron los experimentos dos y tres). 1. Seleccion de hospederos con hembras
colectadas en campo y liberadas en una casa sin compartimiento. 2. Seleccién de
hospederos con hembras colectadas en campo y liberadas en la casa
experimental con compartimiento. 3. Seleccién de hospederos con hembras F1
fiheradas en fa casa con compartimiento. En la zona cosla, la prueba de ELISA
detectd el 30% y el 73% de mosquitos con sangre de humano y animal
respectivamente, en donde originalmente fueron coiectados. En el segundo
experimento, se encontraron similares resuitados 76% de los mosquitas
seleccianaron nuevamente al animat y solo el 24% seleccionaron a humanos. En
el tercer experimento las tasas de fidelidad por humanos se incrementaron hasta
un 34% rientras que satamente 5% de incremento fue observado en animales. En
la Selva Lacandona, en el expenmenta en donde se colectaron hembras de campo
y liberadas en la casa expenimental con compartimiento, se encontrd que el 38% y
71% seleccionaron a humanos y animaies respectivamente, en donde fueron
originalmente colectados. En el experimento en donde se usaron mosquitas de
originados de la poblacion humana F1, se observd un incremento del 28% con
respecta a los mosquitos parentales, mientras un 18% de incrementa fue
observado en la fidelidad en masquitos de origen animal F1. Nuestros resultados
demostraron la existencia de un componente hereditario en ambas poblaciones,
demostrando un incremento de fidelidad en la progenie F1 respecto a las
poblaciones progenitoras.
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INTRODUCCION

Anophieles (Anopheles) vestiipennis Dyar y Knab (1900) es considerado el
principal vector de paludismo en la Selva bLacandona (Layola et al. 1991,
Arredondo-Jdimenez 1995). Es un mosquito nectropical distribuido desde el norte
de México a través de Centro América, al norte de Colombia y Venezuela. En el
Caribe ha sido reportado en Cuba, Jamaica, Puerto Rico y las Antillas menores
(Vargas 1958, Foote y Cooke 1959, Belkin ef al. 1970, Wilkerson y Strickman
1990).

Existen razones importantes para investigar las bases genéticas y
conductuales de la preferencia por hospederas en mosquitos vectores. Una razén
es la de proveer evidencias de la existencia de subpoblaciones fas cuales pueden
diferir en la conducta de btisqueda de hospederos, este aspecto es de particular
interés en las estrategias de control. Una segunda razdén y que ha estado en
continuo debate es aquella gue busca la posibilidad de alterar la capacidad
vectorial de mgsquitos mediante la manipulacion geneética, integrando genes con
extremada zoofilia a mosquitos con un alto grado de antropofilia con el abjetivo de
que los mosquitos puedan desviarse del contacto con el humano (Cateruccia
2000). Otra razdn importante es el andlisis de la evolucidn de la preferencia de
hospederos, con el cual se podrian complementar diversas investigaciones en
curso sobre la evolucion de la ecologia y conducta de especies vectaras (Gibson
1996, Catteruccia 2000). "
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ANTECEDENTES

En general las especies de mosquitos vectores son categorizadas come
antropofagicos/zocofagicos o endofagicos/esofagicas. Estos términos describen al
menos un complejo de patrones conductuales y estan basados sobre la evidencia
del origen de la alimentacidn sanguinea y al numero de mosquitos colectados
dentro o fuera de las casas (Gibson 1996, Eiliot 1972). Estas conductas de os
mosquitos vectares se encuentran relacionadas a una serie de factores evolutivos
de las estrafegias de alimentacién (Gibson 1896), asi comx a {a frecuencia de fa
interaccidn mosquito-hospedero en & tiempo y e espacio. Por ejemplo, en las
Americas e hombre ha estado presente desde hace 40,000 arngs (Bruce-Chwatt
1988), por tanto las poblaciones antropofilicas de mosquitos son de mas reciente
origen que las poblaciones zoofilicas {(Armedondo-Jiménez 1995). Entre las
estrategias de alimentacidn de las poblaciones de mosquitos estan aquellas que
les permita responder a los diferentes estimulos de atraccion de los hospederos
como el olor, color y tamafio corporal. Segin el grado de respuesta a los
diferentes estimulos los mosquitos pueden también categorizarse como
alimentadores generalistas y/o especificos, los primeros demuestran tener un
amplio rango de hospederos, mientras que los segundos demuestran una
especificidlad hacia un tipo de hospedero, ya sean humano o animail.

En estudios recientes con An. vesliipennis se han identificado dos
poblaciones con diferentes preferencias alimenticias, una antropofilica y otra
zoofilica. Al comparar estas dos poblaciones también s€ han sugerndo la existencia
de diferencias genéticas, morfoldgicas y ecoldgicas entre ambas poblaciones
(Arredondo-Jiménez of al. 1996, Rodriguez et al. 1999, Murillo ef al. 2001). Este
tipo de hallazgos observados en otras_especies de-anofelinos morfolégicamente
idénticas han sido razones importantes para sugernir la posible existencia de
diversas especies biologicas (Hackett 1937, Coluzzi et al. 1975, Mollineaux y
Gramiccia 1980).
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Sin embargo, en An. veslitipennis se rtequieren aportar mas datos
comparativos de la existencia de divergencias bioldgicas entre las dos supuestas
paoblaciones. En un estudio de marcaje y recaptura, enconiramos que mas del
50% de An veslitipennis tienen contacto con hospederos humanos y animales
(=paoblacion antropofilica y zoofilica) demostrando fidelidad para retormar al mismo
hospedero para alimentarse. Sin embargo, desde que los mosquitos fueron
colectados, marcados, liberados y recapturados en el campo, no fue possible
establecer en que hospedero (s) se habia alimentado el mosquito previamente o
cuanlos contactos tuvieron con estos hospederos. Por ello, no fue posible
presentar una conclusion acerca del grado de especificidad de las poblaciones
antropofilicas y zoofilicas que tienen por un tipo de hospédero en particular y si la
especificidad hacia un tipe de hospedero es modificada.
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HIPOTESIS

Si la seleccion de hospederos en An. vestifipennis presenta una base
genética, entonces hembras de esta especie podrian presentar una conducta
innata hacia un tipo de hospedero ya sea humano o animal.

OBJETIVQO GENERAL.

Investigar si el proceso conductual de la fidelidad por hospederos humanos
0 animales en ambas poblaciones, es determinada por una conducta innata o si
esta es aprendida.

QBJETIVOS ESPECIFICOS.
Determinar si hembras de campo sin alimentar presentan una conducta de
fidelidad al mismo tipo de hospedero en que originalmente fueron colectados,

despues de ser liberados en una casa expenmental.

Determinar el grado de fidelidad de las hembras F1 criadas en labaratorio

originadas de hembras fieles a humanos o animales.
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METODOLOGIA

Descripcion del area de estudio.

El estudio fue realizado en el plano costero del Océano Pacifico de
Chiapas, México, en Nueva Independencia (14°37°30"'N, 92°18714"'W, elevacion
50 m), una localidad con una poblacién de 112 habitantes viviendo ep 23 casas
(Figura 4.1). En general, las casas en esta poblacidn se encuentran bien
ventiladas, construidas con techo de palma y pared discontinua hecha de madera
o palo de bambu. El clima en esta area es caliente subhimedo (Garcia, 1973),
con 2 estaciones bien definidas: una estacion de lluvias que se extiende a partir
del mes de mayo hasta octubre, y el resto de los meses con una estacién de
secas. El promedio anual de lluvias en el area es 2,100 mm, con un promedio
mensual de temperatura de 27°C y con un rango de humedad de 61 a 100%
{(Verhoef 1986, Arredondo-Jiménez 1990). La seleccion de la localidad obedecid a
la existencia de una alta abundancia de mosquitos. Aunque [a vegetacion primaria
alrededor del Nueva Independencia ha sido reemplazada en su mayor parte por
cultivos de mango, banano maiz y pastura para ganado, existen aun varios
manchones de bosques y formaciones de pastos altos inundados que favorecen la
abundancia de poblaciones larvarias y aduitos de An. vestitipennis (Rejmankova et
al. 1998, Arredondo-Jiménez et al. Datos no publicados). 2) Benemérito de las
Américas (16°31°08”N, 90°39°02"W, 150 msnm) localizado en la Selva Lacandona
con una poblacidn de 2142 personas viviendo en 670 casas localizadas frente a la
frontera con Guatemala, esta zona se considera un area de alta transmisidn de
paludismo por Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum influenciada por la
migracion de personas enfermas desde Guatemala (Arredondo-Jiménez ef al.
1996). La vegetacion primaria alrededor de Benemérito de las Américas esta
- siendo reemplazada en su mayor parte por pastura para ganado y cultivos(Chite y .
Maiz). Estas dos comunidades se encuentran separadas por aproximadamente
280 kilometros (Figura 3.1).
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Expenmentos de fidelidad a hospederas par hembras de An. veslitipennis.

En cada una de las zonas, se construyd una casa experimental (6 x 4 m)
con techo de paima y paredes discontinuas con palo de palma o bambu
(caracteristicas de las casas de la regidn) ubicada a 800 m fuera de la comunidad,
a ésta se le cubrid interiormente (techo y paredes) con una malla tricot de las
mismas dimensiones de [a casa para evitar que [0S mosquitos al ser liberados

dentro de la casa pudieran escaparse.

Una vez construida la casa experimental, se realizaron tres experimentos
en la zona costa (en {a zona selva se realizaron los experimentos dos y tres}).

1. Fidelidad a hospederos por hembras colectadss en campo y liberadas en
una casa sin compartimienfto: Se colectaron mosquitos sin alimentar sobre
volunfarios humanos y sobre un hospedero animal (cabailg) entre las 18:00 y
22:00 horas. Los mosquitos fueron marcados con polvo flucrescente (Day-Glo®
Bast New Holland MI) de diferentes colores de acuerdo al silic de coleccion y
posteriormente fueron liberados dentro de la casa experimental {conteniendao 2
voluntarios humanos y un caballo amarrado) a las 22:30 horas y recapturados por
los mismos voluntarios humanos a las 05:00 horas. Los mosquitos recapturados
fueron identificados por el calor fluorescente y aplastados sobre papel filtro
Whatman No. 2, posteriormente fueron analizados con una prueba indirecta de
ELISA para identificar (@ fuente de alimentacidn sanguinea. Fara ello, ias muestras
fueroﬁ eluidas durante toda la neche a 4°C con 200 ml de una solucién salina de
buffer de fosfato (pH 7.2 PBS). De cada muestra eluida fueron colocadas en un
bafo con 50 mi de buffer bloqueador (bicarbonato de sodio de 35 mM, pH 9.6) en
seis pozos de una placa de polietieno (Dynatech Laboratories, Inc., Alexandria
Virginia) e incubada por 1 hora a temperatura ambiente. Después de bloquear

- sitios -sin- reaccionar con -2.5% de leche-en-pola-8a.#BS de pH 7.2, 105-P0OZ0S ~ v waen

fueron tamizadeos ¢ontra un banco de anticuerpos (Sigma Chemical Co., St. Louis
Missouri) para identificar sangre de humanos y caballo, y este fue seguido de un
conjugado de peroxidasa de rabano de suerc de camero anti~conejo IgG. El color
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fue desarrollado usando 2,2°azino-bis (3 etilbenzeno, {iazoline, 6 acido suifonico
ABTS) (Sigma Co.) como un sustrato. Muestras de sangre de las especies
hospederos fueron secados sobre papel y usados durante pruebas del control
positivo. {Jna prueba fue positiva cuando su valor de absorbancia fue mas alta que
dos veces la media de 5 controles negativos (consistiendo de machos y hembras
de mosquitos de An. vestitipennis. Las alimentaciones mixtas representaron 2 o
mas hospederos diferentes (Loyola ef al. 1990)

2. Fidelidad a hospederos por hembras colectadas en campo y liberadas en
la casa experimental con compartimiento. Se colectaron mosquitos sin alimentar
sobre voluntarios humanos y diferentes cebos animales, caballo, vaca y cerdo
segun el caso, entre las 18:00 y 22:00 horas. Los mosquitos fueron marcados con
polvo fluorescente (Day-Glo® Holland New DI} de diferentes colores de acuerdo al
cebo de coleccion y posteriormente se liberaron dentro de una casa experimental.
En este experimento, la casa fue dividida con una malla fina hasta ftres
compartimientos (Gillies 1967, Amedondo-Jiménez ef al. 1992). (Figura 3.2). En
experimentos separados, los compaitimientos de ios lados fueron ocupados por
voluntarios humanos o en su caso por un caballo, una vaca o dos cerdos. Los
compartimientos de los lados fueron conectados a la parte central de la casa
donde los mosquitos fueron liberados, con una abertura de 2 cm de didmetro,
desde el piso hasta la parte superior de la cortina. El pequefo tamafio de la
abertura evitdé que los mosquitos retornaran a la camara central después de

seleccionar al cualquier hospedero.

En cada experimento, el hospedero fue ubicado en la casa experimental a
las 19:00 horas, y los mosquitos fueron liberados a las 22:30 horas en la parte
central de la casa. La recaptura de los mosquitos en cada compartimiento se
realizé a-las 05:00-horas por{os-mismos voluntarios: |-es mesguitos recapturados:
que fueron fieles a humanos o animales fueron transportados al insectario del CIP

para obtener mosquitos de {a progenie F1.
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3. Fidelidad a hospederos por hembras F1 fiberadas en la casa con
compartimiento. De los mosquitos recapturados con conocida fidelidad, resuftaron
hembras gravidas, a las que se les permitid ovipositar mediante la técnica de
oviposicion forzada, consistente en la inmovilizacion de los8 mosquitos
exponiéndolos a una temperatura de 4°C par 1 minuto. A cada maosquito
inmovilizado se le cortd una de las alas con la ayuda de una aguja de diseccion y
posteriormente los mosquitos recuperados fueron colocados en pequenias
camaras de oviposicion consistente en vasitos de plastico de 40 ml de capacidad,
los cuales en cada uno fue colocado un anillo de papel filtro Watman #2 y 20 mil de
agua como soporte de avipasicion. Al cuarto dia de oviposicidn a los huevecillos
se les indujo a eclosionar mediante lavados con agua filtrada a presién. Para elio
los huevecillos se colocaran sobre un embudo conteniendo un papel filtro y con
una pisela se les rocid agua a presion para estimular la eclosion, al término de los
lavados los huevecillos se colocaron en charolas de plastica contenienda el agua
que sirvid en el filtrado en donde finalizaba €| proceso de eclosidn. Las larvas
fueron distribuidas en lotes de 500 en otras charolas de plastico. A partir de las 24
horas de eclosion las larvas fueron alimentadas con alimento esteril para raton
hasta la obtencidn de adultos F1. Los mosquitos machos y hembras fueron
colocados en jaulas de 30 x 30 x 30 cm y se les proveyd solucion de sacarosa al
10% mediante algodanes impregnadaos. Despues de 4 dias de edad, las hembras
de cada paoblacion fueron cofocadas en contenederos de plastico cubiertos con
papel dextrasa previamente polvareados con polvo fluorescente, para que los
mosquitos al posarse soﬁre la pared intema del recipiente se colorearan por si

salos, y poder asi identificarlos.

Los mosquitos F1 fueron transpartados a la comunidad en donde fueron
marcados con polvo fluorescente segun el origen de los mosquitos y asi pader
---identificados al ser recapturados en la casa experimental.- Al teémino .de las. .« = v -
recapturas se Obtuvo el parcentaje de fidelidad de mosquitos F1.

121



Analisis de datos.

Diferencias entre ias proporciones de mosquitos recapturados fueron

analizados usando una prueba de Chi cuadrada con correccion de continuidad
(Zar 1999).
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RESULTADQOS

Fidelidad a hospederos por hembras colectadas en campo y liberadas en
una casa sin compartimiento. Un total de 247 y 158 hembras de An. vesfiitipennis
colectadas originaimente sabre cebos humanas y cebo animal, fueran liberados
respectivamente. De acuerdo al analisis de sangre con |a prueba de ELISA, el
30% (73/247) de los mosquitos colectados criginalmente de cebo humano fueron
identificados con sangre humana. Mientras que el 73% (116/158) de las mosquitos
originados de cebo cabailo fueron identificados con sangre de éste animal. Por lo

que, las hembras colectadas originalmente sobre cebo animal demostraron 2.43

veces mas de fidelidad que hembras colectadas sobre humanas (X2 = 72.737, df =
1, P=0.0001). (Tabla 3.1).

De los mosquitos analizados se detectaron hembras con alimentaciones
mixtas (caballo y humango), 3 en masquitos colectados originalmente en caballa y 4

masquites colectados ariginalmente en humanos.

Fidelidad a hospederos por hembras colectadas en campa y liberadas en la
casa experimental con compartimiento. En el primer experirnentd. se liberaron un
total de 259 y 273 hembras de An. vestitipennis colectadas originaimente sobre
cebos humanos y cebo caballo, respectivamente. De los mosquitos de origen
humana, se recapturd el 25% (65/259) en el compartimiento con cebos humanas.
Mientras que de los mosquitos de origen animal se r;acapturé el 70% (189/273) en
el compartimiento con cebo caballo. Por lo que, las hembras colectadas

originalmente sobre cebo animal demostraron 2.80 veces mas de fidelidad que

hembras colectadas sobre humanos ()(‘2 =102.003 4df =1 P=0.0001).

En el segundo experimento en donde se liberaron mosquitos colectados
originaimente en humanos y en una vaca, el 156% (35/228) y 84% (399/476) fueron
recaplurados en humancs y en la vaca respectivamente. Por lo que, las hembras

colectadas ariginalmente sobre cebo animal demostraron 5.6 veces mas de
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fidelidad que hembras colectadas sobre humanos ()(2 = 30281, df =1 P =
0.0001).

En el tercer experimento en donde se liberaron mosquitos colectados
originaimente de humanos y un cerdo, la fidelidad a humanaos fue del 34%
{66/261), mientras que la fidelidad a cerdos fue del 658% (131/194). Par lo que, las

hembras colectadas originalmente sabre cebo animal demostraron 2 veces mas

de fidelidad que hembras colectadas sobre humanos (X‘? =79158 df =1 P =
0.0001).

Entre todos ios experimentos se liberaron un tatal de 748 y 943 hembras de
An. vestitipennis colectadas originalmente sobre cebos humanos y cebos
animales, respectivamente. De 105 mosquitos de origen humano, se recapturQ el
25% (187/748) en el compartimiento con cebos humanos. Mientras que de los
mosquitos de origen animal se recapturd el 76% {719/943) en ¢l compartimiento
con cebos animales. Por lo que, las hembras colectadas originalmente sobre

cebos animales demostraron 3.04 veces mas de fidelidad que hembras colectadas

sobre humanos (X2 =102.003 d.f. = 1 #=0.0001). (Tabla 3.2).

Fidelidad de hospederos c¢con hembras F1 liberadas en la casa con
compartimiento. Durante el primer expernimento, se abservé un incremento de mas
del 40% en la fidelidad por humanos con respecto a las hembras parentales (X% =
89.69, df = 1, P < 0.0001), mientras que solamente el 16% de incremento se
observd en la fidelidad por el cabalio con respecto a las hembras parentales (X% =
1479, df = 1, P = 0.0001) (Tabla 3.2). De igual manera, en el segundo
experimento, se observg un incremento del 40% en la fidelidad en mosquitos F1
con respecto a los mosquitos parentales colectados sobre humano (X¢ = 88.83, df
=1, P <0.0001); en contraste se observd un decremento del 5% en la fidelidad
hacia la vaca respecto a los masquitos parentales, sin embargo este decremento

no fue estadisticamente significativo (X? = 2.28 df = 1, P = 0.13). Durante el tercer
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expetimento, se obseivg un 20% de incremento en la fidelidad de los mosquiitos
F1 con respecto a los mosquitos parentales originados de humanos (X? = 17.40, df
= 1, P < 0.0001), mientras que no se cbservé incremento de ia fidelidad de los
mosquitos F1 con respecto a los mosquitos parentales originados de cerdos (X2 =
0.62, df =1, P = 0.597).

En generai se observd que ias hembras F1 presentaron un incremento de
34% de la fidelidad con respecto a los mosquitos parentales originados de cebos
humanos, este incremento fue significativo (X°= 178.59, df =1, P < 0.0001),
mientras que las hembras F1 solamente demostraron un incremento del 4% de la
fidelidad con respecto a ios mosquilos parentaies originados de cebos animales,
este incremento fue marginalmente significativo (X?= 4.145, df =1, P = 0.041).

Fidelidad a hospederos por heimbras colectadas en campo y liberadas en fa
casa experimental con compattimiento zona Selva Lacandona. En el uUnico
experimento, se liberaron un total de 405 y 156 hembras de An. veslitipennis
colectadas originalmente sobre cebos humanos y cebo caballo, respectivamente.
De los mosquitos de otigen humano, se recgpturé el 38% (154/405) en el
compartimiento con cebos humanos. Mientras que de los imosquitos de origen
animal se recapturdé el 71% (111/156) en el compartimiento con cebo caballo. Por

lo que, las hembras colectadas originalmente sobre cebo animal demostraron 1.86

veces mas de fidelidad que hembras colectadas sobre humanos (X2 =48273 df=
1, P<0.0001) (Tabla 3.3).

Fidelidad a hospederos por hembras F1 liberadas en la casa con
compartimiento en la Selva Lacandona. En el Unico experimento, se observé un
incremento de mas del 28% en la fidelidad por humanos con respecto a las
hembras-parentales (X? = 48.245, df = i, F < (.0001), mientras gue solamente el
18% de incremento se observd en la fidelidad por el caballo con respecto a las
hembras parentales (X2 = 15.69, df = 1, P=0.0001) (Tabla 3.3)
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DISCUSION

La fidelidad a hospederos de mosquitos de campo y de hembras de la
progenie F1 fueron evaluadas reportando el nimero de mosquitos recapturados
exponiendo fidelidad o retorno ai mismo hospedera para un nuevo evento de

alimentacion sanguinea.

Los experimentos de fidelidad con mosquitos de campo analizados con la
prueba de ELISA en la casa sin compartimiento y en los experimentos de
liberacion y recaptura en la casa con compartimiento, se observé que las
poblaciones colectadas originalmente sobre animales presentan un grada de
retono o fhdelidad mayor con respecto a aquellus mosquitos colectadus
originalmente sobre humanas, Estas tendencias tambien fueron abservadas en el
tercer experimento con mosquitos F1 colectadas en animales, las cuales
presentan el grado de fidelidad es mayor en las poblaciones originadas de
animales. Sin embarga, se observd que el rango de incremento de la fidelidad en
las hembras F1 con respecto a sus progenitores fue mayaor en las poblaciones
originadas de cebas humanos (>40%), mientras que el incremento de la fidelidad
en Ia poblacidn originada de cebo animal fue de solo un % en las hembras F1
con respecto a la generacion parental. Los resultadas del grado de retorno o
fidelidad fueron también observadas en los experimentos de liberacién y
recaptura, usando trampas tipo Magoon en la misma area, en donde la poblacion
animal mostr6 mayor grado de retorna con respecto de aquellos masquitos
colectados en humanos (ver capilulo 2). kstas diferencias en | grado de fidelidad
a hospederos, puede ser un criterio de separacion de ambas poblaciones de An.
vestitipennis, las cuales podrian estar asociadas a las diferencias genéticas
encontradas previamente en estas dos poblaciones. El incremento de |a fidelidad
maostrada por cada-poblacion puede ser una evidencia de la existencia de un .
componente hereditario en la seleccion de hospederos (Gilles 1972). Este tipo de
conducta, ha sida reportado en An. albimanus, especie que demuestra preferencia
por alimentarse de animales (Breeland 1972, Garret-Jones ef al. 1980). Cuando
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mosquitos de esfa especie se colectaron socbre animales y fueron alimentados con
sangre de humanos y viceversa, se ctiaron y se liberaron, demostraron preferencia
por el mismo tipo de hospederos en donde tueron colectados (Arredondo-Jiménez
et al 1992). Se ha reportado que cuando una especie presenta una conducta de
alimentacion sobre un sdlo tipo de hospedero es un reflejo de una preferencia
innata por ese tipo de hospedero (Shalaby 1969a, b). Mientras que poblaciones de
mosquitos que muestran un rango amplio de hospederos es un refiejo de una

conducta oportunista de |la especie (Gillies 1988).

La existencia de un componente hereditario en An. vestitipennis para
seleccionar a hospederos ya sea humanos o animaies, podria dar ia posibilidad de
oblener una seleccion en el laboratorio de una pobiacion con un alto grado de
preferencia por humanos o animales en pocas generaciones, esta alternativa fue
demostrada en An. gambiae Giles, donde en muy pocas generaciones de
labaratorio fue posible seleccionar una cepa que diferia significativamente en la
preferencia por un hospedero, alimentandose mas de humanos que por animales
(Gillies 1964).

Epidemiclagicamente, las poblaciones de mosquitos que presentan una
fidelidad innata por alimentarse de hospederos humanos podrian tener un
potencial mas allo en su capacidad veciorial, mientras que aquellos que presentan
una fidelidad innata para alimentarse de animales podrian tener un alto valor
zooprofilactica contra mosquitos vectores de paludismo (Hess y Hayes 1970).

Modeios tedricos han indicado que mosquitos con seleccion dirigida (no ai
azar) de hospederos, pueden tener un importante efecto cuantitativo y cualitativo
sobre la dinamica de infeccidn de paludismo (Kingsolver 1987), mas que aquellos

que presentan una seleccidn aportunistica de hospederos (Hess y Hayes 1970).

Los resultados demostraron que en An. veslifipennis existen dos
poblaciones separadas con un grado especifico de fidelidad a hospedero. Aquellas
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diferencias conductuales entre las poblaciones podrian sugerir una mezcla de dos
0 mas especies morfologicamente cripticas (Nutsathapana 1986). Una posible
explicacion de aquelias divergencias puede ser la existencia de un componente

hereditario en la fidelidad de hospedero evidenciado por el incremento de la
fidelidad a hospederos (Hii et al. 1991).
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CONCLUSION.
Ambas poblaciones de Anopheles vsslitipennis demostraron una conducta

innata de fidelidad a hospederos, evidenciados por un incremento de la fidelidad
de las hembras F1 respecto a la fidelidad de las hembras progenitoras.

129



LITERATURA CITADA

Aitkin THG. 1945. Studies an the anopneline complex of western America. Univ.
Calif. Publ. Entomol. 7:273-364.

Arredondo-Jiménez JI, Bown DN, Rodriguez MH, Villarreal C, Loyola £G,
Frederickson CE. 1992. Test for the existence of genetic determination or
conditioning in host selection by Anapheles alhimanus (Diptera:Culicidae).
J. of Medical Entornology. 29:894-897.

Arredondo-Jimenez  JI. 1990, Larval ecology of Anopheles albimanus
(Diptera;Culicidae) in southem Chiapas, México. M. S. Thesis. Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza. N. L., Meéxico. 70 p.

Arredondo-Jiménez Ji. 1995. Comparative ecology of allopatric populations of
Anopheles {Anopheles) wvestitipennis (Diptera:Culicidae). Ph. D.
Dissertation, University of California, Davis, CA.

Arredondo-Jiménez JI. Gimnig J, Rodriguez MH, Washino RK. 1996. Genetic
differences among Anopheles vestitipennis subpopulations collected using
different methods in Chiapas State, Southern México. J. of the American
Mosquito Canirol association. 12:396-401.

Bekin JN, Heinemann SJ, Page WA. 1970. The Culicidae of Jamaica.
Contributions of the American Entomological Institute 6, 1-458.

Breeland §. 1972. Studies on the diurnal resting habits of Anopheles albimanus
and An. pseudopunctipennis in El Salvadar.. Masquito News 32, 99-108.

Bruce-Chwatt LJ. 1988. History of malana from prehistory to eradication. In:
Wemsdorfer WH, McGregor |. (eds) Malaria. Principles and practice of

130



maiariology, Vol. 1:1-59. Churchill-Livingstone, Edinburgh, London,

Melbourne and New York.

Catteruccia F. 2000. Transformation of the malaria mosquito Anopheles stephens:.
Nature 409:959-962,

Coluzzi M, Sabatini A, Petrarca V. 1975. Chromosomal investigations on species A
and B of the Anopheles gambiae complex in the Garki District (Kano State,
Nigeria). Resuits of species identifications from 1971-1974, MPD/TN79.1
WHO Tech. Note 24:16-25.

Edman JD, Webber & Kale HW. 1972. Host-feeding patterns of Florida
mosquitoes. |l. Culisefa. J. Med. Entomol. 9:429-434.

Elfiot R. 1972. The influence of vector behavior on malara transmission. The
Amencarn J. of Tropical Medicing and Hygrene 21.755-763.

Foote RH, Cook DR. 1958. Mosquitoes of medical importance. Agriculture
Handbook 152, United States Department of Agriculture, Washington.

Garcia E. 1973. Madificaciones al sistema de clasificacion climatlica de Koppen.
instituto de Geografia, Universidad Nacional Autonoma de Mexico (UNAM,
Mexico, '"

Garret-Jones CP, Borehan FL, Pant CP.1980. Feeding habits of anophelines
(Oiptera:Culicidae) in 1971-78, with reference to the human blood index: A
review. Bull. Ent. Res.70:165-180.

Gibsen G. 1996. Genetics, ecology and behavior of anophelines. Ciba Found
Symp. 200:22-37.

131



Gillies MT. 1964. Seiection for host preference in Anopheles gambiae. Nature,
Lond. 203:852.

Gilliss MT. 1967. Experimeants on host selection in the Anopheiss gambiae
complex. Ann, Trop. Med. Parasit. 61.68-75.

Gillies MT.1988. Anopheline mosquitoes: vectar behavior and bichomics. In:
Wersdorfer WH, McGregor |. (eds). Malaria: principles and practice of
malariology, volume 1. pp. 453-485. Churchill Livingstone, Edinburgh,
London, Meibourne and New York.

Hackett LW. 1937. Anophelism without malaria, pp. 47-84. In: Malaria in Europe:
An ecological study. Oxford University Press, Londan.

Hess AD, Hayes RO. 1970. Relative potentials of domestic animals for
zooprophylaxis against mosquito vectars of encephalitis. The American J. of
Tropical Medicine and Hygiene. 19:327-334.

Hii JLK, Chew M, Sang VY, Munstermmann LE, Tan SG, Panyim 8, &
Yasothomsnkul S. 1991. Population genetic analysis and hast seeking and
resting behavior in the wmalaria vector, Anopheles balabencis.
{(Diptera.Culicidae). J. Med. Entornology. 28:675-684.

Kingsolver KG. 1987. Mosquito host choice and the epidemiclogy of malaria. Am.
Nat. 130:811-827.

Loyola GE, Arredondo-dimeénez JI, Rodriguez MiH, Bown DN, Vaca-Marnn MA.
1991. Anopheles vestitipennis, the probable vector of Plasmodium vivax in
the Lacandon forest of Chiapas, Mexico. Transaction of the Royal Sociely of
Tropical Medicine and Hygiene 85:171-174,

132



the Lacandon forest of Chiapas, México. Transaction of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene 85:171-174.

Loyola EG, Gonzalez-Ceron L, Rodriguez MH, Arredondao JI, Bennett S, and Bown
DN. 1993. Anopheles albimanus (Diptera:Culicidae)} Host Selection Patterns
in Three Ecological Areas of the Coastal Plains of Chiapas, Southern
México. J. Medical Entomology. 30: 518-523.

Mollineaux L, Gramiccia G. 1980. The Garki Project: Research on epidemioiogy
and control of malaria in Sudan Savanna of West Africa. Geneva: World
Heaith Organization.

Murillo-Sanchez MH 2001. Variabilidad genética de subpoblaciones de Anopheles
vestitipennis (Qiptera:Culicidae) mediante el uso de RAPD-PCR. Tesis.
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. 100 p.

Nutsathapana SP, Sawasdiwongphorn U, Chitprarop & Cullen JR. 1986. The
behavior of Anopheles minimus Theobald (Diptera:Culicidae) subjected to
differing levels of DDT selection pressure in northern Thailand. Bull. Ent.
Res. 76: 303-312.

Orozco-Bonilla A, Ullca A, Amedondo-Jiménez JI, Rodriguez MH. 2001.
Morphological differences among Anopheles vestitipennis populations, The
67th Annual Meeting of the AMCA, Dallas, Texas.

Rejmankova E, Pope KO, Raoberts DR, Lege MG, Andre R, Greico J, Alonzo Y.
1998. Characterization and detection of Anopheles vestitipennis and
Anapheles punctimacula (Diptera:Culicidae). Larval habitats in Belize with
field survey and SPOT Satellite Imagery. J. of Vector Ecology :74-87.

133



Rodriguez MH, Chavez B, Hernandez-Avila JE, Orozco A, Arredondo-Jiménez Ji.
1999. Description and momphometric analysis of the eggs of Anopheles
(Anopheles) vestitipennis (Diptera.Culicidae) from Southern México. J. Med.
Entomal. 36:78-87.

Shalaby AM. 1968a. Host-preference observation on Amnopheles culicifacies
{Diptera:Culicifacies} in Gujarat State, India. Ann. Entomol. Soc. Amer.
62:1270-1273.

Shalaby AM. 1969b. Observation on the blood feeding pattern of three Anopheles
species in Gujarat State, India. Mosquito News 29.:626-634.

Vargas L. 1958. Nuevos datos de la distribucion de anofelinos mexicanos. Bol.
Epidemiol. (Mex) 32:33-56.

Verhoef JCM. 1986. Ecology of mosquito breeding during the transition from dry to
wel season in & rural coastal area of Chiapas, Mexico, with special
reference to Anopheles afbimanus (Diptera:Culicidae). Centro de
Investigacion de Paludismo, Tapachula, Chiapas México.

Wilkerson RC, Strickman D. 19890. [llustrated key to the female anophelinae
mosquitoes of Central America and Mexico. J. of the American Mosquita

Control Association 6:7-34.

Zar JH. 1999, Bioestatistical analysis. Prentice-Hall, Englewood Cliffs, NJ.

134



Tabta 3.1. Fidelidad a hospedero de hembras de An. vestitipennis colectadas en campo y
liberadas en una casa experimental sin compartimientos, ka fuente sanguinea fue determinada

por una prueba de Elisa en Nueva Independencia, Chiapas.

Hospedero  Mosquiios oo T inficles®  Fidelidad (%) X
original liverados
Humano 247 73 174 30 72.737
Caballo 158 116 42 73 P =0.001

1 f . N
Fieles: mosquitos alimentados sobre su hospederg original

2
Infredes: mosguitos alimentados en un hospedero altemativo
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Tabla 3.2.- Fidelidad a hospederus de hembras de An. vestilipennis colectadas en campo y
hembras F1 resultantes, liberadas en la casa experimental en donde hospederos humanos y

animales penmanecieran en los compartimientos en Nueva Independencia, Chiapas.

Tipo de Hembras Hembras Tipo de Hembras Hembras F1
hospedero parentales F1 hospedero Parentales (%)
(%) (%) (%)

Humanos 25a 676 Cabalio 70 86b
(n=259) (n=260) (n=273) (n=180)
Humanos 15a 55b Vaca 84 79c¢
(n=228) (n=320) {(n=476) {n=240)
Humanaos 34 a 54 b Cerdo 68 720
(n=261) (n=193) (n=194) (n=102)
Humanos 25a 59 b Arimales 74 79b
{n=748) (773) (n=943) (n=522)

humanes can respecto a hembras parentales colectagas sobre anmales.

b indica significativaments mas ale fidglidad a hospedems an mosquitos hembras F1 con respecto a la fidelidad de
hospedero de hembras parentales.

< indica decremento no significativo de fidelidad en F1con respecto a mosquitos parentales colectados en animals.

136



Tabla 3.3.- Fidelidad a hospederos de hembras de An. vesiitipennis colectadas en campo y
hembras F1 resultantes, liberadas en la casa expenmental en donde hospederos humanos y

animales permanecieron en los compartimientos en la Selva Lacandén, Chiapas.

Tipo de Hembras Hembras Tipo de Hembras Hembras
hospedero parentales F1 hospedero parentales 1
(%) (%) (%) (%)
Humano 38a 66D Caballg 53 71b
(n=405) {n=261) {n=586) {n=1586)

3 indica significativarmente mas baja fidelidad a hospadares en hambras parentales originalmente colectadas en humanos
can respactq a bembras parentates cotectadas sobre animales.

b indica significativamente més aka fidelidad a hospederos (P < 0.05) en masquitos hembras F1 con respecto a lo fidekdad
de baspedera gde hembras parentales {mosquitos en contacto con humanros o animates).
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Benemerto de las Amencas
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Figura 3.1.- Area de Estudio
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Figura 3.2.- Disefio de la casa experimental mostrando los tres

compartimientos.
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CAPITULO 4
Compatibilidad reproductiva entre dos poblaciones de

Anapheles vestitipenais (Diptera:Culicidae).
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RESUMEN.

Experimentos de hibridizacién involucrando hembras y machos de An.
vestitipennis originados de una poblacidn que se alimenta de humanos (PA) y de
otra que se alimenia de animales {PZ) fueron realizados mediante induccién de
copuias en el laboratorio. En los hibridos producidos se investigé el porcentaje de
inseminacion, nimero de hembras que ovipositaron, total de huevos obtenidos,
fecundidad por hembras, tasa de eclosion de huevos, proporcidn de sexos y éxito
de cria. Los hibridos obtenidos en las cruzas reciprocas, no demostraron efectos
en fas variables estudiadas, en algunos de ellos como la fecundidad y éxito de cria
fueron mas exitosos que los controles. Este hallazgo sugiere que al menos en
laboratorio lfas dos poblaciones de An. vestitipennis pueden ain demostrar

compatibilidad reproductiva.
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INTRODUCCION

Anopheles {Anopheles) vestitipennis Dyar y Knab (1906), pertenece a la
serie Arribalzagia (Reid y Knight 1961, Wilkerson y Peyton 1990) y esta
relacionado al complejo Maculipennis (Chowdaiah el al. 1966, Kitzmiller ef al.
1967). Es un mosquito Neotropical y se encuentra distribuido desde San Luis
Potosi en México hasta el norte de América del Sur (Vargas 1958, Foote y Cocke
1959, Belkin et al. 1970, Wilkerson y Strickman 1990). En el estado de Chiapas
An. vestitipennis ocuire en altitudes debajo de 200 m, y estd asociado con
bosques semideciduos cerca de los manglares a lo largo del plane costero y en el
bosque tropical lluvioso en ia Selva Lacandona (Arredondo-Jiménez 13998).
Anopheles veslifipennis es considerado el principal vector de paludismo en la
Selva Lacandona (Loyola ef al 1991, Arredondo-Jiménez 1995), y parte de
Guatemala (Padilla ef al. 1992)

Muchos mosquitos vectores de paludismo son miembros de complejos de
especies (segun White 1977: especies hermanas que presentan diferencias
rmorfolégicas ocultas) por ejemplo el complejo An. gambiae (Davidson 1964,
Davidson ef al. 1967; Davidson y Hunt, 1973), An. dirus (Peyton 1990), y An.
maculipennis {Hacker 1939; Stegniy 1982). Miembros de un mismo grupo pueden
variar en su eficiencia de transmitir paludismo (Mattingly 1977). Esta eficiencia
esta determinada por diferentes atributos tales como mayor grado de contacto con
hospederos humanos, mayor susceptibilidad al parasito que presentan algunos

miembros de complejos (Kettle 1992).

Especies hermanas son reproductivamente distintas pero no pueden ser
distinguidas solamente por las caracteristicas morfolégicas, por tanto requieren de
métodos alternatives para la-ideatificacion. Esto es-impodtante para- distinguir las
diferentes especies en los programas de control, asi como las diferentes especies
dentro de un complejo que pueden exhibir diferencias en ecologia, capacidad

vectorial y respuesta a las medidas de control (White 1982).
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ANTECEDENTES

Dentro de las téchicas para la identificacion de especies de mosquitos
vectores estan aquellas que se basan en los estudios de citotaxonomia en la que
se describen las bandas de cromosomas politénicos (Coiuzzi y Sabatini 1967,
Davidson y Hunt 1973, Coluzzi ef al. 1979). Diversos estudios con cromosomas
politénicos obtenidos de larvas de cuarlo estadio, de ovarios de hembras
semigravidas y/o hembras alimentadas fueron de particular importancia en la
identificacién de especies (Coluzzi 1968). Otra técnica exitosa en la identificacion
de especies es la caracterizacidn bioquimica basados en reconocimiento de
secuencias complementarias especificas de ADN, para ello se cuentan con el uso
de pruebas especificas de hibridizacién con ADN o la reaccion de Ia cadena de la
polimerasa (PCR). Este tipo de pruebas, se aplica al procesc bioquimico in vitro,
mediante el cual las cadenas individuales de ADN blanco son duplicadas por el
ADN polimerasa en cada uno de los ciclos (generaimente entre 20 y 30) que
integran ia reaccion, al final de cada uno de los cuales las nuevas cadenas
vueiven a ser duplicadas por la misma enzima, lograndose una produccion
exponencial de millones de copias del gen o segmento de ADN especifico
sometido al praceso (Barrera et al. 1993, Beebe y Saul 1995).

Finalmente los estudios de identificacion de especies fambién han sido
realizados mediante las técnicas de hibridizacion. Esta técnica, en mosquitos
anofelinos fue primeramente introducida en estudios con el complejo An.
maculipennis (de Buck ef al. 1934; Corradetti 1934). Posteriormente en otros
complejos de especies de las zonas Paleartica y Neartica, las cruzas entre
especies estrechamente relacionadas An. labranchiae y An. atroparvus en la
region Paleartica; An. freeborni, An. aztecus y An. occidentales en la region
Neartica, produjeron adultos con proporcidn sexual normal generaimente
heterdticos y con limitada esterilidad del macho. La esterilidad es expresada

solamente por una espermiogénesis anormal, como en el caso de una cruza entre
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An. labranchiae y An. atroparvus de ltalia (Coluzzi y Coluzzi 1969). Sin embargo,
cuando An. atroparvus de ltalia fue cruzado con una poblacion Morocana de An.
labranchiae se observaron importantes anormalidades (de Zulueta ef al 1983),
involucrando atrofia de testiculos y de glandulas accesorias. Otras cruzas en el
complejo de An. maculipennis entre taxas menos relacionados demostraron
incompatibilidad tales como esterilidad en ambos sexos hibridos, pronunciada

inviabilidad hibrida y distorsién de la proporcion de sexos.

Los estudios de hibridizacidn han contribuido al conocimiento del complejo
de An. gambiae, los experimentos de cruzas con especies hermanas de este
complejo fueron producto de estudios sobre la genélica de resistencia a
insecticidas (Davidson y Jackson 1962). Subsecuentemente, pruebas de
esterilidad cruzada fueron empleadas, descubriendo la existencia de varios
miembros del complejo (An. gambiae, An. arabiensis, An. quadnannulatus y An.
bwambae) y también 1a confirmacion del estatus especifico de las formas de An.
melas y An. merus que se desarrollan en aguas saladas (Paterson ef al 1963;
Davidson 1964, Davidson y Hunt 1973). Todas las posibles cruzas entre las seis
especies hermanas han sido realizadas en el laboratorio. Generalmente, los
hibridos producidos son heterdticos y fértiles, nombrados machos de An. gambiae
o An. bwambae y hembras de An. quadnannulatus. Todas las otras cruzas,
incluyendo la refrocruzas de las especies mencionadas, demostraron esterilidad
de los machos F1 hibridos. El grado de esterilidad varia con la especie parental
involucrada, desde un grado completo de atrofia en ambos testiculos y glandulas
accesorias hasta cerca de una apariencia normal del sistema reproductivo con la
presencia de pocos espermatozoides. Las hembras hibridas son siempre fértiles y
en algunos casos exponen una alta fertilidad en condiciones de laboratorio que las
hembras parentales. Una distorsion en favor del sexo macho ha sido reportada
particularmente en las cruzas entre hembras de An. melas o An. merus y machas_

de An. gambiae o An. arabiensis.
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Estudios de hibridizacion fueron también usadas exitosamente en el
reconocimiento o validacion de especies hemanas en los complejos An. claviger
(Coluzzi 1962b), An. farauti (Bryan 1970), An. hyrcanus (Kanda et al. 1982), An.
caustani (Coetzee 1983) y otros.

En Chiapas, México, estudios recientes basados en andlisis de la
ultraestructura de huevos, estudios genéticos usando iscenzimas, marcadores
RAFD, esludios de ecologia, comportamiento de busqueda de hospederos y
analisis del patron alar en adultos (Arredondo-Jiménez et al. 1996, Rodriguez of af.
1999, Orozco ef al. 2001, Murillo 2001), han sugerido que dentro del taxén An.
veslitipennis existe un complejo de especies tentativamente identificadas por
diferencias en sus preferencias alimenticias. Este haliazgo ha puesto en duda ei
estatus taxondmico de An. vestilipennis como especie manotipica. En base a ello
se realizaron experimentos de cruzas, entre hembras de cada poblacion bajo
condiciones de laboratorio, mediante las cuales se puedan tomar parcialmente una

decisidn taxondmica en An. veslitipennis.
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HIPOTESIS

El desarrolio normal de hibridos originados de las cruzas entre hembras de

cada poblacién sera una evidencia de la existencia de relaciones genéticas entre
las dos poblaciones de Anopheles vestitipennis.

OBJETIVO GENERAL

Investigar las posibles relaciones genéticas y el grado de compatibilidad
reproductiva entre las dos poblaciones de Anopheles vestitipennis.
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METODOLOGIA

Definicion de las pobiaciones.

Se colectaron mosquitos de dos poblaciones una denominada Poblacidn
Zoofilica (PZ) que fue wolectada directamente sobre un hospedero animai
(caballo), y otra denominada Poblacian Anlropofilica (PA) directamente de
hospederos humanos.

Descripcion def area de colecta.

Las colectas de mosquitos fueron realizadas en el plano costero del Qcéanc
Pacifico de Chiapas, WMexico, en Nueva [ndependencia (14°37 307N,
92°16"14" "W, elevacion 50 m), una localidad con una poblacion de 112 habitantes
viviendo en 23 casas. En general, (as casas en esta poblacion se encuentran bien
ventiladas, construidas con techo de palma y pared discontinua hecha de madera
a palo de bambii. El clima en esta area es caliente subhumedo (Garcia, 1973), con
2 estaciones bien definidas: una estacion de lluvias que se extiende a partir del
mes de mayo hasta octubre, y el resto de los meses con una estacidn de secas. E
promedio anual de lluvias en el area es 2,100 mm, con un promedio mensual de
temperatura de 27°C y con un rango de humedad de 61 a 100% (Arredonda-
Jiménez 1990). (Figura 4.1)

Colecciones de mosquilos.

Se realizaron colectas de mosquitos usando dos trampas maodificadas tipo
Magoaon colocadas a § m de distancia entre cada una (Service 1933}, en una se
expuso a un caballo y en la otra se expusieron a dos hospederos humanas. Las
colecciones de mosquitos en las trampas cebadas con el caballo, fueron
realizadas por voluntarnos. que. colectaron-hembras alimentadas reposando sobre — —.. —
la pared interna de la trampa con la ayuda de aspiradores bucales (Wotld Health
Organization 1975, Bown et al. 1987) durante los GRimos 15 minutos de cada hora,
por periodos de 6 horas (18:00-24:00 h). Las colecciones de mosquitos en las
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trampas c¢ebadas con humanos fueron realizadas durante 45 minutos de cada
hora por los mismos voluntarios colectando hembras alimentadas repasando
sabre la pared interna de la trampa con la ayuda de aspiradores bucales por
periadas de 6 horas (18:00-24:00 h).

Procedimiento de laboratono. Al cuarto dia de alimentacion sanguinea las
hembras gravidas de cada poblacion fueron estimuladas a ovipositar mediante la
técnica de oviposician forzada, consistente en inmovilizar al mosquito a 4°C por 1
minuto y en esa condicidn con una pinza de diseccion se le corté una de las alas
(Oguma 1978), ol mosquito una vez recuperado se colocd en pequefias camaras
de oviposicion consistente en vasos de plastico de 40 m| de capacidad, en el que
se colocd un anillo de papel filtro y 20 ml de agua como soporte de ovipasicion. Al
quinto dia de oviposicion, los huevos de cada camara fueron inducidos a
eclasionar, para ello los huevos de cada vaso fueron pasados a un cono de papel
fitro soportado sobre un embudo de plastico en donde fueron lavados a presion
con una piseta con agua filtrada, el agua que se filtrd se colocd en una charola de
plastico conteniendo papel Whatman # 2 sabre sus paredes internas en donde los
huevos fueron colocades para su eclosion final. Las larvas eciosionadas se
dejaron en el mismo recipiente por 48 horas sin proporcionarles alimento y
pasteriormente en lotes de 100 larvas se sembraron en charolas que contenian
agua colectada de los criaderos en donde se han encontrado larvas de An.
veslitipennis, adicionando alimento estérl para conejo tres veces al dia hasta el
estadio pupal. Las pupas obtenidas de cada poblacidn fueron extraidas
diariamente y colocadas en recipientes para la emergencia de los adultos F1.

Los adultos F1 de ambos sexos de cada poblacion fueron mantenidos por
separados en jaulas de 30 x 30 x 30 cm y con dieta a base de una soluciéon de
sucrosa al 10%, a los 7 dias de edad se procedié a inducir {a céputa en el area de
adultos del insectario del CIP a una temperatura constante de 23.5°C (22-25°C) y
humedad relativa de 78% (78-80%), para ello se usé la tecnica desarrollada por
Villarreal et al. (1998) modificada por el autor, en la que después de que las luces
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artificiales del insectario se apagaron, en la parte supernior de cada jaula se coloco
un foco de mano portandao un hulbo incandescente de 1.2 W incidiendo una luz de
color 1oja verticalmente scbre el interior de la jaula (simulando el crepasculo), Las
inducciones de las copulas fueron realizadas por 8 dias consecutivos entre las
20:00 a 21:30 h. La técnica pemitio observar [a actividad de copula de los
mosquitos, se consideraron cdpulas exitosas aquellos masquitos (hembra vy
macho) que al caer al piso de la jaula permanecian unidos. Después de Ia
induccidn de la copuia se procedid alimentar a los mosquitos con sangre del
mismo tipo de hospedero segun el arigen de la pablacion (sangre de humano y de
conejo para la poblacion antropofilica y poblacion animal, respectivamente),
despues del cuarto dia de alimentacion sanguinea las hembras gravidas de cada
poblacion fueron estimuladas a ovipositar mediante la técnica de oviposicidn
forzada siguiendo el procedimiento antes explicado para sl abtener los adultos de
laF2.

Expermentos de hibridizacion.

Con los mosquitos de (a progenie F2 obtenidos de cada poblacidon, se
realizaron los siguientes experimentos de cruzas. En una jaula identificada control
PA de 30 x 30 x 30 se mezclaron 22 hembras virgenes y 33 machos de mosquitos
de origen humano, mientras que en otra jaula control PZ, de las mismas
dimensiones se mezclaron 30 hembras virgenss y 24 machos de mosquitos de
origen animal. En otra jaula identificada como Cruza 1, se mezclaron 28 hembras
virgenes de mosquitos PA y 31 machos de mosquitos PZ. Mientras tanto en otra
jaula identificada como Cruza 2, se mezclaron 14 hembras virgenes de mosquitos
PZ y 52 machos de mosquitos PA. La cantidad de hembras y machos que se

mezclaron dependié de la cantidad de adultos producidas en la cria de laboratorio.

Las 4 jaulas -¢con mosquitos se mantuvieron con dieta a base de_una
solucion de sucrosa al 10%, a una temperatura de 23.5°C {22-25°C) y humedad
relativa de 78% (78-80%). Los procedimientos de copula, oviposicion forzada, y
desarrollo larvano fueron de acuerdo a los procedimientos antes mencionados.
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Los adultos hibridos obtenidos de los controles correspondieron a la F3 y de las
cruzas 1 y 2 se orniginaron las hibridos F1.

Los parametros regisirados en las hembras fueron. porcentaje de
inseminacion, porcentaje deé hembras con ovigosicidn y fecundidad. En machos,
se registrd la presencia y movilidad de espermatozoides en testiculos y vasos
deferentes. Ademas de la biisqueda de anormmalidades en testiculos, vasos
deferentes. Otras parametras fueron registrados como el porcentaje de eclosion,

proporcion de sexaos y praoduccion de adultos (Lanzaro of al. 1988).

Las hembras de cada cruza después de ovipositar se disectaron, a cada
una se les extrajo las espermatecas y se colocaron en un portaobjeto con agua
salina cubiertos por un cubreobjeto, ias espematecas se rompieron ejerciendo
presidn sobre el cubrecbjeto, se colocaron en un microscopio compuesto para
observar la presencia de espermatozoides. Las espermatecas con
espermatozoides se ¢consideraron hembras inseminadas.

De las hembras que ovipositaron, se cuantificd el nimero de huevos y se
caleuld la fecundidad por hembras relacionando el nimero de huevos por el

numero de hembras que ovipositaron,

La posible esterilidad de los machos hibridos de cada cruza fue
determinada por la examinacion microscépich de los testiculos. Los testiculos y
porcién distal del vaso deferente fueron disectados y transferidos a una pequeria
gota de solucion salina sobre un portaobjetos y cubierto por un cubreobjeto, la
apariencia de los testiculos y vasos deferentes fue observado, Posteriomente se
ejercid presion sobre el cubreobjeto para permitir la examinacion del contenido de
los testiculos. La viabilidad de los espermatozoides fue determinada basada sobre
la movilidad de espermatozoides en testiculos y vasos deferentes, comparandolas

con las muestras obtenidas de machos de los controles, adicionalmente se
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compararon con un diagrama de una genitalia anormal de un macho de An.
pseudopunctipennis (Estrada-Franco et al. 1993) .
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RESULTADOS

La tabla 4.1, resume los resultados de kos experimentos de hibridizacidn. En
todos los tratamientos, la tasa de inseminacion de las hembras fue mayor del 50%,
observandose la menor y mayor tasa de inseminacion en hembras del control PZ y
hembras de la cruza 1, respectivamente. La tasa de inseminacion en las hembras
de la jaula control PA y PZ fueron del 54% (12/22) y 50% (15/30),
respectivamente. Mientras que en las hembras obtenidas de las Cruzas 1y 2 se
encontré¢ una tasa de inseminacion del 60% (17/28) y S7% (8/14),
respectivamente. En todos los tratamientos se registrd similar inseminacion de las
hembras. (X’= 0.697 df = 3 P = 0.8738) (Tabla 4.1).

De las hembras inseminadas en todos los tratamientos mas del 50%
presentaron oviposicion. La mayor tasa de oviposicion fue encontrada en las
hembras de la cruza 2 con 100% (8/8), seguida de las hembras del control PA con
una tasa de oviposicion de 83% (10/12), mientras que las hembras del control PZ
y ctuza 1 ovipositaron solamente el 53% de ellas. Estas tasas de oviposicién no
fueron significativamente diferente (X% = 3.901 df= 3 P = 0.2724).

La fecundidad de las hembras originadas de la Cruza 1 fue la mas alta,
cada hembra puso un promedio de 147.88 huevos por hembra, seguidos de la
fecundidad de las hembras del control PZ con un promedio de 116.5 huevos por
hembra, la fecundidad de las hembras de la cruza 2 y el control PA demostraron la
fecundidad mas baja con 102 y 77.8 huevos por hembra, respectivamente.

No se detectaron diferencias significativas entre el porcentaje de eclosion

entre los cuatro tratamientos {p>0.05). En la proporciéon de sexos se observd que

los controles produjeron una alta proporcion de machos con relacion a las cruzas 1
y 2
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Eil éxito de cria {(produccién de adultos) mas alta fue obtenido en a cruza 1
con un total de 52 adultos (30 machos y 22 hembras), seguida del contral PA con
un total de 26 adultos (21 macho y solamente 5 hembras), en tercer lugar la cruza
2 con un total de 25 adultos (16 machos y 9 hembras), por ultima el control PZ en
el que se solamente se obtuvieron un total de 22 adultos (14 machos y &

hembras).

El sistema reproductivo de los machos de las cruzas 1 y 2 se observaron
nomales. La apariencia en grosor de los testiculos y vasos deferentes no
presentaros diferencias con respecta de la apariencia de ias muestras de los
controles. Los testiculos contenian gran cantidad de espermatozoides con
movilidad.
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DISCUSION

Mayr (1863) sugirid una lista can un namero de caracteristicas que facilitan
el reconocimiento de especies hermanas. Vanos aspectos de la conducta—
seleccidon de la presa, conducta de migracion, preferencia de hospedergs,
construccion de nides, cria estacional, diferencias en despliegue visual y vocal-
han permitido quizas el descubrimiento de mas especies sibilinas que cualquier
otras caracteristicas. Sin embargo, una serie de métodos son disponibles para
confimmar la existencia de especies sibilinas. Una de las técnicas mas exitosas ha
sido [a técnica de hibridizacién, l[a cual ha resultado ser de gran importancia en
elucidar las relaciones genéticas entre las especies a través de la observacion de
la existencia de viabilidad y fertilidad de los hibridos resultantes (Davidson et al.
1964, Kitzmiller et al. 1967, Templeton 1981).

Ourante los intentos de colonizacion en condiciones de laboratorio, An.
vest}tipennis ha mostrado poco éxito de cria en todas las fases, baja tasa de
aviposicion de fas hembras, baja tasa de eclosion de los huevas, alta mortalidad
larvaria y de pupas y al final muy poca produccion de adultos (Ulloa datos na
publicados), por eéstas causas el numero de mosquitos usados en los
experimentos de cruzas fueron pocas. Sobre la base de que los mosquitos de
ambas poblaciones demaostraron que mas del 50% presentan fidelidad a
hospederos, y que esta seleccion se ve incrementada en generaciones
subsecuentes (capitulo 3}, en luos experimentos de {as cruzas se usaron mosquilos
colectados directamente de cebo humano y cebo animal, los cuales se criaron
hasta la F2 para realizar los experimentos.

Un ndmero significativo de huevos no eclosionaron (mas del 50% en todos
los tratamientos), este fenameno probablemente sea una caracteristica inherentes
de la especie, los huevos pueden permanecer mucho tiempo sin eclosionar. En el
laboratorio este estado de no eclosidon se pudo interrumpir mediante la induccidn
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de la eclosion, somentiendo los huevos a iavados con agua a presion (Ulloa dato
no publicado) .

La comparacion bioldgica de los aduitos hibridos como se expone en la
tabla 4.1, no se observan evidencias de que los hibridos originados de ias cruzas
1 y 2, presenten divergencias consistentes con respecto a los resullados de los
diferentes parametros evaluados en las hembras y machos de los controles.
Parametros como, tasa de inseminacion, porcentaje de oviposicidn, fecundidad, y
exito de cria de los mosquitos hibridos de las cruzas 1 y 2 fueron mejor

representados que ias hembras hibridas de los controles.

Los testiculos y los vasos deferentes al observarse bajo el microscopio
fueron traslucidos lo que pemitid la observacion formas como madejas
entrelazadas de espermatozoides. La apariencia de un testiculo normal mostré la
apariencia de un cuerpo bulboso de color café relativamente mas largo que las
glandulas accesarias, 08 machos originados de las cruzas 1 y 2 mostraron esta
forma. La ruptura de los testiculos y vasos deferentes en solucion salina resultd en
la liberacion de los espermatozoides ios cuales mostraron movilidad a todas las
direcciones del campo visual. El diagrama de un testiculo anormal muestra
reduccion del tamafio adherido a un tuba deferente muy cortg, sin embargo

ninguna muestra mostr¢ tal apariencia.

Las caracteristicas bioldgicas que mantienen distinto pool genético en
especies simpdtricas son usualmente denominados mecanismos de aislamientos
reproductivos (Futuyma 1986). En este estudio no se observd ninguno de los
mecanismos de aislamiento precigoticos o poscigdticas. Puesto que se observaron
encuentros de coHpula con transferencia de espermatozoides (inseminacion

- -positiva), transferencia de espemmas con {a respectiva fertilizacion de los huevos.
resultando en viabilidad gamética, dando origen a viabilidad del cigoto con un
completo desamrollc hasta los adultos hibridas completamente viables. Este

hallazgo sugiere que al menos en laboratorio las dos poblaciones de An.
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vestitipennis pueden aun presentar compatibilidad reproductiva. Sin embargo, el
proceso de las cruzas de los mosquitos son eventos obligados, en los cuales se
podrian eliminar un posible aislamiento precigdtico de tipo conductual entre las
das poblaciones de An. vestitipennis. En condiciones de campa las diferencias en
el horario de la actividad de picadura (Arredondo-Jiménez 19835) entre las das
poblaciones podria ser causa de un aislamiento reproductivo entre ambas
poblaciones. En capturas de mosquitos ¢on las trampas tipo magoon se observd
que en horas con mayor actividad de picadura de las hembras anofelinas se
ohservd la presencia de algunos machos, esto podria ser evidencia de que Ja
actividad de picadura este asaciada también a una actividad de copula de las

hembras (Ulloa, cbservacion personal).

Se ha reportado que en otras especies de anofelinos ya elevados a la
categoria de complejos de especies, existen al menos relaciones geneéticas
unidireccionales o bidireccionales entre sus miembros en donde al menos un sexa
0 en su caso ks dos sexos son estériles 0 en su caso fértiles (Rutdledge 1970,
Kaiser et al. 1988, Estrada-Franco et al. 1993). Por ejemplo, en los miembros del
complejo Anopheles stephensi existen divergencias biologicas notables, sin
embargo en experimentos de cruzas aun pueden producirse hibridos viables y
fértiles (Rutdledge 1970). En estudios de cruzas con otras grupos de artrépodos
considerados complejos de especies, han demaostrado gue sus miembros
presentan divergencias biolégicas y morfoldgicas consistentes pero sin evidencias
de barreras reproductivas entre ellos (McMurthy ef al. 1989), mientras que en otros
grupos que demuestran divergencias genéticas presentan una relacién genética
unidireccional, en la que especificamente el macho es el sexo estéril, esta
observacion fue reportada en un estudio con An. pseudopunctipennis en la que al
gruzar una poblacion de hembras de México con machos de Perii, mostraron
esterilidad hibrida de los machos (Lanzare ef al. 1993).-

Oerivado de la anterior infformacién puede ser que An. vestitipennis se

encuentre en un proceso incipiente de especiacidn con divergencias genéticas,
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morfolégicas y conductuales entre las dos poblaciones, pero sin presentar
aislamiento reproductivo entre las dos poblaciones. Sin embargo, uno de los
estudios que podran explicar mejor aquellas divergencias podria los estudios de
citogenética entre las dos poblaciones de An. vestitipennis, esta técnica permitira
identificar diferencias en el nimero o estructura de los cromosomas (Mayr 1963,
Munstermann 1997, Subbarao et al. 2000), esta técnica ha permitido el
reconocimiento de especies hermanas en miembros de complejos de especies

como An nuneztovari, An. Macufipennis y An. culicifacies (Kitzmiller et al. 1973
Stegnni y Kabanova 1978, Green y Miles 1980).
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CONCLUSION

Las cruzas entre las dos poblaciones no demostraron tener ningun efecto
sobre ninguno de los parametros biolégicos estudiados en An. vestitipennis. Por lo
al menos en condiciones de laboratorio las dos poblaciones pueden presentan
relaciones genéticas completas, evidenciadas por conductas de copulas exitosas,

transferencia de espermatozoides, fertilizacion de los huevos y produccion de
adultos viables.
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Tabla 4.1.- Compatibilidad reproductiva de dos poblaciones de Anopheles vestitipennis

Los testiculos, y pene

Chaay TeTTRGeT R eTeB Gl Tomde  Fecudioed T PropeaeT 1o e ey TeR0aIon
Hembras Machaa ) ovipositaron {n) huewoe porhombras  Ecloskm machohornbe (machachombra G. ccoeorins
Poos
Control
PA* x PA 54 83 778 7748 44 421 28 Normues
@ = gz, a0 (342) (21:5) TEsp
Control
P x PZ 50 53 932 1165 46 2.3:1 2 Hormatcs
B9 x @9 (1530) @ (429) (ag o
Cneza t
Hambmas Machos
PA  x PZ 50 53 1,131 147.88 44 136:1 52 Normmie
(28) x @ ] +HEBDETTTIE
{17 7128) & {494} (30:22)
Cruza 2
CA  x CH 57 100 816 102 3 177 :1 25 Nanmides
W x5 @/ @) (253) (16:8) T

“PA= Poblaclin antropofiica. *PEl=Poblacién rooffliica.
+Espermes= Presencis y movilidad de espenmatoroides.
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Figura 4.1. Area de colecta de An. vastifipennfs
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CONCLUSIONES FINALES

Los resultados obtenidos en 3 de los 4 estudios, sugieren evidencias
adicionales que confirman la existencia de dos pobiaciones de An. vestitipennis

con diferentes preferencias alimenticias.

Evidencias bigldgicas.

1.- Existencia de heterogeneidad en la estructura de edad: la poblacidn zoofilica
presentd un 82% de mosquitos paridas, mientras que |la poblacion antropdfilica se
reportd un 6G% de estos mosquitos.

2.- Diferencias en la longitud del ciclo gonotréfico (proceso gque incluye toma de
sangre, basqueda de un sitio de oviposicidn y puesta de huevas): las hembras de
la poblacidon zodfilica presentaron un ciclo gonotrofico de 3 dias, mientras que la

poblacién antropofilica de 4 dias.

3.- Diferencias en el tiempo de desarrollo vitelogeénico: la maduracién de los
huevos a partir de la digestion sanguinea hasta Christopher V por las hembras de
la poblacian zoofilica tomdé un totai de 54 horas, mientras que las hembras de la
pablacién antropdfilica el desarrollo lo complemento 6 horas mas tarde (60 horas).
Al cambiar Ja fuenle sanguinea en las hembras de cada poblacidn, la maduracion
de los huevos tomdé el mismo tiempo en cada poblacion, sugiriendo que esta es
una caracteristica intrinseca de cada poblacion.

4.- La poblacion zaofilica no presenta el estado de pregravidez, indicando que
para la maduracion de los huevos solo requiere de una toma de sangre, mientras
que las hembras de la poblacidon antropofilica el 16% presentaron este estado,
indicando que requieren al menos 2 alimentaciones sanguineas para

caomplementar la maduracién de los huevos.
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Evidencias conductuales.

1.- Los experimentos de seleccion de hospederos demostraron que las hembras
de la poblacion antropofilica de An. vestitipennis es la mas prevalente en ambas

zonas de estudio, alcanzado sus maximas densidades en la estacion de lluvia.

2.- En los experimentos de liberacion y recaptura en campo abierto y la casa
experimental, se encontré que ambas poblaciones presentan diferentes grados de
fidelidad hacia los hospederos donde fueron originalmente colectados. En este
caso, la poblacion en contacto con animales (zoofilica) mosirdé un mayor grado de
fidelidad que las hembras de la poblacién en contacto con humanos (antropofilica).
Una menor fidelidad de la pobiacién antropofilica de An. vestitipennis puede
deberse a:

2.1 que ésta ha sido seleccionada sdlo desde que el hombre colonizé el
continente americano (hace 12,000 afos), mientras que la zoofilica ha existido
desde que se formé la especie, 0 a

2.2 que muchas de las hembras en contactc con humanos pudieron
corresponder a la poblacién zoofilica, pero tienen un comportamiento ain mas

oportunista en la seleccién de hospederos que la poblacion antropofilica.

3.- Los estudios de liberacién y recaptura usando hembras F1 originadas de
progenitores con conocida historia alimenticia, se observé un incremento de la
fidelidad en ambas poblaciones, observandose mayor grado de fidelidad en la
pobiacion zoofilica. Esto le da mas peso a la explicacion 2.2, (ver arriba)
indicando que originalmente se colectan mas hembras oportunistas, pero una
segunda seleccion de individuos a través de la generacion F1, resuité una mayor

fidelidad hacia humanos.
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Evidencias conductuales.

1.- Los experimentos de seleccidon de hospederos demostraron que las hembras
de la poblacién antropofilica de An. vesiitipennis es la mas prevalente en ambas
zonas de estudio, alcanzado sus maximas densidades en la estacion de lluvia.

2.- En los experimenios de liberacion y recaptura en campo abierto y la casa
experimental, se encontrd que ambas pablaciones presentan diferentes grados de
fidelidad hacia los hospederos donde fueron ariginalmente colectados. En este
caso, la poblacion en contacto con animales (zoofilica) mostré un mayor grado de
fidelidad que las hembras de ia pobiacidn en contacto con humanaos (antropafilica).
Una menor fidelidad de la poblacidn antropofilica de An. vestiipennis puede
deberse a:

2.1 que ésta ha sido seleccionada sdélo desde que el hombre colonizd el
continente americano (hace 12,000 afos), mientras que la zoofilica ha existido
desde que se formé la especie, o a

2.2 que muchas de las hembras en contacto ¢on humanos pudieron
corresponder a la poblacion zoofilica, pero tienen un compartamiento ain mas

opartunista en la seleccion de hospederos que la poblacion antropofilica.

3.- Los estudios de liberacion y recaptura usando hembras F1 ariginadas de
progenitores con conocida historia alimenticia, se observd un incremento de la
fidelidad en ambas poblaciones, observandose mayor grado de fidelidad en la
poblacion zoofilica. Esto le da mds peso a la explicacion 2.2, (ver arriba)
indicando que originalmente se colectan mdas hembras oportunistas, pero una
segunda seleccion de individuos a traves de la generacion F1, resultd una mayor
fidelidad hacia humanos.
Evidencias reproductivas.

1.- Los experimentos de cruzas en el laboratorio no demostraron [a existencia de

un pasible aislamiento reproductivo entre las dos paoblaciones.
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DECISION TAXONOMICA

Anopheles veslitipennis presenta un proceso de especiacion conformando un
complejo de al menos dos especies con diferencias genéticas, preferencias
alimenticias, morfoldgicas, bialogicas y conductuales (Arredando-Jiménez 1395,
Rodriguez et al. 1999, Orozco-Bonilla 2000, Murillo-Sanchez 2001, Ulloa capitulos
12.3)

SE SUGIERE

Delimitar y describir la poblacian antropofilica de An. veslitipennis en ofras areas

geograficas en donde esta especie prevalece, con el fin de dirigir las medidas de
control hacia esta pablacion.
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