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RESUMEN

Los mosquitos del genero Culex spp son considerados como los vectores mas importantes en la
transmision del Virus del Oeste del Nilo (VON) y otras enfermedades de importancia en el mundo,
detectadas en al menos 34 especies de mosquitos en los Estados Unidos. En América del Norte,
Culex pipiens pipiens, Culex pipiens quinquefasciatus y Culex tarsalis son vectores competentes
para el Virus del Oeste del Nilo, que se considera es enzodtica en los Estados Unidos y también se
ha detectado en equinos y aves en muchos estados de de la Republica Mexicana y en seres
humanos en el estado de Nuevo Le6n, México. Existe la posibilidad de que el Virus del Oeste del
Nilo sea introducido en la Ciudad de México por varios medios, incluyendo los mosquitos
infectados en los aviones, las aves migratorias, el transporte terrestre y por los seres humanos
infectados. Poco se sabe de la distribucién geografica de los mosquitos del complejo Culex pipiens
y sus formas hibridas en la Ciudad de México. Culex pipiens pipiens se alimentan preferentemente
de huéspedes aviares, en Culex pipiens quinquefasciatus se ha considerado, histéricamente, que
tiende a preferir huéspedes mamiferos, y los hibridos de estas dos especies en teoria podrian
servir como vectores de puente para transmitir el Virus del Oeste del Nilo de los hospederos
aviares hacia los humanos y otros mamiferos. A fin de abordar el potencial de introduccién del
Virus del Oeste del Nilo en la Ciudad de México, hemos determinado la identidad y la distribucion
espacial de los mosquitos del complejo Culex pipiens y sus hibridos. Se colectaron larvas de
mosquitos en 103 sitios a lo largo de la Ciudad de México durante el periodo 2004-2005, las cuales
fueron identificadas como de los géneros Culex, Ochlerotatus y Culiseta a través del analisis
morfolégico, utilizando claves entomoldgicas. Dentro del género Culex, los especimenes fueron
identificados como Culex tarsalis o como miembros del complejo Culex pipiens (Cx. pipien pipiens o
Cx. pipiens quinquefasciatus). Los miembros del complejo Culex pipiens fueron separados
inicialmente en su estadio inmaduro determinando las medidas del sifén; posteriormente se
realizé la medicion de las alas de las hembras adultas y finalmente se considero la medicion de la
proporcion de los brazos dorsal y ventral (DV/D) de los genitales masculinos. Para corroborar estas
determinaciones se considero el uso de cebadores moleculares, mitocondriales (ND4) y nucleares
(Ace 2). Culex pipiens quinquefasciatus fue la forma mas abundante en el estudio. Importantes
vectores del Virus del Oeste del Nilo fueron estudiados en el presente trabajo, incluyendo las
especies Cx. p. pipiens, Cx. p. quinquefasciatus y Cx. tarsalis, estos se encuentran presentes en la
Ciudad de México y representan un potencial de una epidemia por esta enfermedad. Hibridos de
Cx. p. pipiens y Cx. p. quinquefasciatus también fueron colectados e identificados. La presencia y
abundancia de estos vectores competentes de Virus del Oeste del Nilo es una causa de
preocupacion a nivel de salud publica. Este es el primer estudio realizado al respecto en esta zona
geografica. Comprender la distribucion de estos vectores puede ayudar a mejorar las actividades
de vigilancia viral y los esfuerzos de control de mosquitos en la Ciudad de México.
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ABSTRACT

Culex spp. mosquitoes are considered to be the most important vectors of West Nile virus (WNV)
and other sicknesses, detected in at least 34 species of mosquitoes in the United States. In North
America, Culex pipiens pipiens, Culex pipiens quinquefasciatus, and Culex tarsalis are all competent
vectors of WNV, which is considered to be enzootic in the United States and has also been
detected in equines and birds in many states of Mexico and in humans in Nuevo Leon. There is
potential for WNV to be introduced into Mexico City by various means including infected
mosquitoes on airplanes, migrating birds, ground transportation and infected humans. Little is
known of the geographic distribution of Culex pipiens complex mosquitoes and hybrids in Mexico
City. Culex pipiens pipiens preferentially feed on avian hosts; Culex pipiens quinquefasciatus have
historically been considered to prefer mammalian hosts; and hybrids of these two species couid
theoretically serve as bridge vectors to transmit WNV from avian hosts to humans and other
mammalian hosts. In order to address the potential of WNV being introduced into Mexico City, we
have determined the identity and spatial distribution of Culex pipiens complex mosquitoes and
their hybrids. Mosquito larvae collected from 103 sites throughout Mexico City during 2004-2005
were identified as Culex, Culiseta or Ochlerotatus by morphological analysis. Within the genus
Culex, specimens were further identified as Culex tarsalis or as belonging to the Culex pipiens
complex. Members of the Culex pipiens complex were separated initially using the Siphonal index
on the fourth instars of larva, later we determined the Wing Index in female specimens, finally we
made an analysis measuring the ratio of the dorsal and ventral arms (DV/D ratio) of the male
genitalia and also by using diagnostic primers designed for the mitochondrial gene ND4 and for
nuclear gene Ace.2. Culex pipiens quinquefasciatus was the most abundant form collected.
Important WNV vectors species, Cx. p. pipiens, Cx. p. quinquefasciatus and Cx. tarsalis, are all
present in Mexico City. Hybrids of Cx. p. pipiens and Cx. p. quinquefasciatus were also collected
and identified. The presence and abundance of these WNV competent vectors is a cause of
concern. This is the first report about the Culex pipiens complex in Mexico City. Understanding the
distribution of these vectors can help to improve viral surveillance activities and mosquito control
efforts in Mexico City.
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INTRODUCCION

Las variaciones en el medio ambiente, y particularmente el clima, poseen un influjo innegable en
la aparicién, distribucion y evolucién de las enfermedades infecciosas, y destacadamente en
aquéllas transmitidas por vectores. En este contexto actualmente se discuten los cambios que se
han observado en los Ultimos afios en relacion con ciertas arbovirosis (enfermedades virales
transmitidas por picaduras de artrépodos), y el posible papel que ha jugado el cambio climatico en
estas variaciones. Para el desarrollo de esta tesis hemos seleccionado como modelo una de las
arbovirosis de mayor importancia en el mundo animal: la fiebre/encefalitis por virus del Oeste del
Nilo. Particularmente se trata de una infeccién que ha dado un salto cualitativo importante en los
dltimos 10 afos, considerdndose una enfermedad emergente en diversas partes del mundo. La
fiebre/encefalitis por VON afecta a animales silvestres (aves), especies domésticas (equinos) y al
hombre, por lo que, ademas de sus repercusiones econémicas, su caracter zoonético (cualquier
enfermedad que puede transmitirse de animales a seres humanos) le confiere gran importancia
desde el punto de vista de la salud publica. El virus del Oeste del Nilo se ha expandido en los
ultimos 10 afios sobre amplias zonas del mundo, particularmente en América, donde aparecié por
primera vez en 1999 extendiéndose desde entonces por el continente americano de forma
incesante, produciendo una severa epidemia de consecuencias desastrosas para la salud publica,
la fauna silvestre y la ganaderia. En Europa este virus es conocido desde hace afios, pero es a partir
de finales de los afios 90 del siglo pasado cuando su incidencia ha aumentado sensiblemente.
(Roehrig et. al., 2002) La primera pregunta que nos surgio fue: ¢Qué relacion guardan los
fendmenos de cambio climético, los vectores de enfermedades infecciosas y el incremento actual
que tienen estas enfermedades en México y en el mundo?

Se designa como arbovirus a un conjunto de virus pertenecientes a diferentes familias cuyo ciclo
natural incluye como hospedero intermediario a un artrépodo (animales invertebrados que tienen
un exoesqueleto articulado de quitina). Entre los arbovirus mds importantes en el campo de la
investigacion se encuentran aquellos que pueden infectar al humano ocasionando cuadros clinicos
de fiebre, meningitis y/o encefalitis. Destacan como los mdas importantes los virus del Oeste del
Nilo (VON) y el virus de la Encefalitis de St. Louis (VES, de la familia Flaviviridae) y el virus La Crosse
(VLC, Bunyaviridae). Estos virus se transmiten por mosquitos y, su ciclo de mantenimiento y
reservorio en la naturaleza aun es complejo, ya que intervienen no sélo los mosquitos como
vectores, sino también otros factores del medio ambiente, como por ejemplo una gran variedad
de aves (migratorias principalmente), y en algunos casos mamiferos, que funcionan como
reservorios amplificadores del virus. El Virus del Oeste del Nilo (VON) puede producir diversos
cuadros clinicos, como sindrome febril, meningitis y/o encefalitis y paralisis flaccida aguda y se ha
asociado a largo plazo con problemas de memoria, dolor en extremidades y articulaciones y fatiga.
(Carson et. al., 2006). En consecuencia, es considerado como un problema emergente de salud
publica humana en todo el mundo. El VON se mantiene en la naturaleza en poblaciones animales
(aves principalmente) en las cuales es transmitido por diferentes especies de mosquitos (del
genero Culex principalmente. Aun cuando la mayoria de las infecciones son asintomaticas (Sevjar
et. al., 2003), se sabe que el 20 % de los individuos infectados desarrollan sindrome febril y menos
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del 1 % desarrollan la enfermedad a nivel neuroldgico (Nash et. al., 2001). Se conoce que este virus
se aislo inicialmente en Uganda (Smithburn et. al., 1940) y es un virus envuelto con genoma de
RNA de cadena sencilla que pertenece a la familia Flaviviridae (Petersen y Marfin, 2002). El virus
del Oeste del Nilo se ha asociado a epidemias en Africa, Asia, Europa y recientemente en
Norteamérica, donde el primer brote ocurrié en la ciudad de Nueva York en 1999, provocando
defunciones en humanos y animales, siendo la primera vez que se detecté este virus en el
hemisferio occidental (Nash et. al., 2001). A partir de este brote, la distribucién geografica del
virus se ha ampliado a todos los estados continentales de Estados Unidos (CDC, 2007),
considerandose que las aves migratorias son los hospederos introductorios del virus a nuevas
areas del continente americano, infectando a mosquitos ornitofilicos y transmitiéndose desde
éstos a otras especies, incluyendo al humano. (Rappole et. al., 2000).

La epidemiologia del VON en México difiere de la presentada en otros paises en donde ha tenido
un impacto menor en las poblaciones de aves silvestres y otros vertebrados. En nuestro pais se ha
aislado al virus en mosquitos y se han confirmado siete casos de enfermedad en humanos (Ramos
y Falcon-Lezama, 2005), aunado a que se han detectado anticuerpos contra el VON en aves y
animales domésticos en diferentes regiones del pais como Chiapas, Yucatan y Coahuila (Ulloa et.
al., 2003, Blitvich et. al., 2003, Farfan-Ale et. al., 2004). El complicado diagndstico diferencial de
estas infecciones, aunado a que no se tienen disponibles las pruebas de diagndstico rutinario
excepto para fines de investigacion, sugiere la posibilidad de que exista un sub-registro de casos
no reportados, o bien que haya reaccion cruzada con otros flavivirus. En relacién a la incidencia de
otros virus transmitidos por mosquitos, el Virus de la Encefalitis de St. Louis y el Virus La Crosse
son virus que pueden producir también diversos cuadros clinicos en humanos, incluyendo
sindrome febril, meningitis y/o meningoencefalitis, aun cuando no producen enfermedad o
sintoma en otras especies de vertebrados, como perros y gatos por ejemplo. Aun cuando la
incidencia de la enfermedad en humanos es aparentemente baja, constituyen aun un problema
importante de salud publica, ya que pueden resultar fatales o dejar secuelas neurolégicas
importantes en el individuo infectado. Esto conlleva un fuerte impacto en la calidad de vida no
solo de los pacientes, sino también de las personas en su entorno, incluso a nivel econémico y
laboral.

En nuestro pais las pruebas de diagndstico para estos virus no se encuentran disponibles de
manera rutinaria debido a la falta de planeacion y de presupuesto. La afinidad alimenticia de los
vectores de estas enfermedades es un factor importante en el ciclo de transmision de estos virus,
debido a que las epidemias se han relacionado con cambios estacionales que presentan los
vectores en cuanto a su preferencia hacia las fuentes de alimentacién. Asi, el impacto econémico y
social de las enfermedades causadas por estos virus justifica la importancia de la vigilancia y
control de los mosquitos vectores, asi como la identificacion del rango de los hospederos y la
presencia de infeccion por estos virus. Esto permitird a corto y mediano plazo establecer el riesgo
potencial de una epidemia para los humanos como para aquellos animales que presenten la
enfermedad.
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Antecedentes generales del tema
Clasificacidn taxondmica del genero Culex

El género Culex, esté constituido por mosquitos hematé6fagos de la familia Culicidae; como ya se
menciono, muchas de sus especies actian como vectores de importantes enfermedades, como el
VON, la filariasis, las encefalitis virales (japonesa, equina venezolana y San Luis) y la malaria aviar.
Existen una gran variedad de especies de Culex. A grandes rasgos estos mosquitos son de tamafio
medio, con cuerpo alargado y castafio, con escamas oscuras y claras. Antenas filiformes en
hembras y plumosas en machos. Patas oscuras. Abdomen marrén oscuro con manchas claras en la
zona dorsal y claro con manchas oscuras en la ventral, el mosquito adulto puede medir de 4 a 10
mm. Su ciclo consta de 4 estadios separados por mudas. La duracién del estadio larvario esta muy
influida por la temperatura, llegando a durar de 5 a 7 dias en verano y mucho mas a temperaturas
bajas. (Ver Figura 1). La hembra pone sus huevos pegados formando grupos de 50 a 200 llamados
naviculas, estos constituyen un racimo, sobre la superficie del agua. Los sitios de incubacién
pueden ser cualquier lugar donde se acumule agua como, por ejemplo, botes, neumaticos de
coche, depositos de agua de lluvia o charcos. Las larvas se desarrollan en aguas con temperaturas
superiores a los 15° C, aunque pueden soportar temperaturas inferiores; prefieren las aguas
sucias; las hembras adultas pican a mamiferos o aves para obtener sangre y aportar proteinas a los
huevos, llegando a recorrer kilémetros para ello y luego pasan el invierno ya fecundadas en
bodegas o lugares humedos similares.

Culex es el mosquito mas comun en el ambiente humano. Se cria tanto en recipientes artificiales
como en lagos, arroyos, pantanos, etc., siempre en las zonas de menor movimiento del agua y
preferentemente sombreadas. Se han colectado de manera sorprendente en aguas con materia
organica y detritus. Para la clasificacion taxonémica de los adultos se toma en cuenta la presencia
de una antena casi del tamafio de la proboscis; el segundo segmento de la antena es corto en
ambos sexos; la antena de los machos casi siempre es plumosa; los mosquitos son de color
uniforme; los palpos de la hembra son de no mas de un cuarto de la longitud de la trompa, muy
cortos; si los palpos del macho son largos, siempre son delgados, con las dos tltimas articulaciones
vueltas hacia arriba; los ojos son contiguos o tocandose por encima de la antena; alula (estructura
en el ala que contiene de entre 3 a 5 pelos) muestra franja de pelos; con pelos en la primera vena
del ala; la vena anal llega mas alld de la bifurcacion de la vena cubital; la segunda célula
submarginal es del tamafio del peciolo o mayor que él; la membrana del ala muestra microtiquia
(micropelos); las escamas del ala generalmente son de color obscuro; escudillo trilobado; las ufias
de la hembra son simples; postnoto (segmento esclerosado) sin pelos; con las escamas del
escudete siempre estrechas, y los mosquitos son de tamafio regular, como ya se indico. (Ver figura
2). (Clements, 1992-1999., Vinogradova, 2000). La clasificacion taxonémica detallada del complejo
se describe a continuacion:
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Reino Animalia (Animales)
Fila Arthropoda (artrépodos)
Clase Insecta (Insectos)
Orden Diptera (moscas)
Taxén —indefinido- ("Nematocera" (No Braquicera))
Infraorden Culicomorfa
Familia Culicidae (mosquitos)
Género Culex

Especie quinquefasciatus (Mosquito surefio de las casas)
Especie pipiens (Mosquito nortefio de las casas)
Especie tarsalis (Mosquito comun de las casas)

4
MILMETROS

3
g,

MOSQUITO ADULTO

1 =

MOSQUITO ADULTO
EMERGIENDO

HEMBRA ADULTA
PONIENDO HUEVOS

PRIMER EST, LARVA

RCER ESTADIO DE LARVA
SEGUNDOESTADIO DE

INDICA DESARROLLO AEREO
5 INDICA DESARROLLO ACUATICO .4

Figura 1. Imagenes de las etapas de la vida del mosquito Cx. quinquefasciatus. El desarrollo
inicia con la ovipostura de la hembra adulta, 4 estadios larvarios, pupa, y culmina con la
emergencia de un mosquito aduito que se alimenta del néctar de las flores y los frutos.
Adicionalmente las hembras ingieren sangre para poder procrear a los huevecillos.
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quinquefasciatus tarsalis

Northern house Southern house Common house
mosquito mosquito mosquito
(A) (B) (€)

Figura 2. Clasificacion taxondmica de los adultos del complejo Cx. pipiens y Cx. tarsalis.
A) Cx. pipiens, B) Cx. quinquefasciatus, C) Cx. tarsalis.

El complejo Culex pipiens

Los miembros del complejo Culex pipiens comprenden a las especies Cx. pipiens pipiens Linnaeus
1758, Cx. pipiens f. molestus Forskal 1785, Cx. pipiens quinquefasciatus Say 1823, Cx. pipiens
pallens Coquillett 1898 y Cx. australicus Dobrotworsky & Drummond 1953, (Smith y Fonseca,
2004). El Cx. p. f. molestus se considera una variante de Cx. p. pipiens, que se encuentra en las
zonas templadas, junto con este dltimo. Estas dos formas tienen diferencias fisioldgicas,
conductuales y epidemioldgicas y en las zonas de simpatria (concordancia geografica en la
presencia de individuos, poblaciones o especies distintas), se someterse a procesos de
introgresion de genes (movimiento de genes de una especie a otra a consecuencia de un proceso
de hibridacion interespecifica seguido de retrocruzamiento). (Bahnck y Fonseca, 2006). El Cx.
australicus ha restringido su distribucion en Australia y Cx. p. pallens se ha producido en una zona
de hibridacion con Cx. pipiens, en paises cercanos a Corea del Norte {Smith y Fonseca, 2004). La
especie Cx. torrentium Martini 1925 y Cx. pervigilans Von Bergroth 1889 son morfolégicamente
muy similares a los miembros del complejo Cx. pipiens, pero no pertenecen a este subgrupo. Culex
torrentium estd presente en simpatria con Cx. pipiens en toda Europa y en algunas partes de Asia
(Service, 1968). Culex pervigilans ha sido reportado en Nueva Zelanda y las islas vecinas como una
especie de de distribucion cerrada y que se desarrollan en paralelo con Cx. quinquefasciatus
(Belkin, 1962). Culex pipiens y Cx. quinquefasciatus poseen una distribucion geografica en zonas
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templadas tropicales y ecuatoriales, respectivamente. Y desde luego esto en funcién de la
distribucion y dispersion que acompaiia a la actividades y la convivencia humana. De acuerdo con
Fonseca y col. (2004), en las zonas urbanas de norteamerica estdn presentes las especies Cx.
pipiens por encima de los 39° N, Cx. quinquefasciatus por debajo de los 36° N y los hibridos de
estos entre 35° y 38° N. (Ver figura 3). La literatura reporta la existencia de zonas de hibridacion
entre estas dos especies en América del Norte, Argentina y Madagascar (Urbanelli et. al. 1997;
Humeres et. al. 1998).

Culex pipiens

7/ Culexquinquefasciatus

Figura 3. Distribucion de Cx. pipiens y Cx. quinquefasciatus en el continente
americano. (Adaptada de Barr, 1957., Darsie Jr. y Ward, 2005., y Smith y
Fonseca, 2004).
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Distribucidn de Culex quinquefasciatus

Este mosquito es conocido como el mosquito tropical o mosquito surefio (Southern House
Mosquito). Cx. quinquefasciatus tiene una distribucién expansiva en zonas urbanizadas entre las
franjas ecuatoriales y tropicales de todo el mundo (Barr, 1957; Belkin, 1962), Incluyendo a México
(Martini, 1935., Martinez, 1952., y Vargas, 1956). Se ha documentado que los distintos estadios de
esta especie tienen mayor rendimiento en entornos con una exposicidn limitada al cambio
climatico brusco, ya que muestran una alta resistencia al frio (Leather et. al. 1995; Mori et. al.
2007). (Ver figuras 1y 3).

En México, no se habia informado sobre la presencia de otro miembro del complejo pipiens. Sin
embargo, hay estudios aislados que indican la presencia de Cx. pipiens pipiens en el pais.
(CENAVECE, 2005).

El complejo Culex pipiens en las dreas de introgresion de genes

En ecologia y en biologia, se habla de introgresion cuando se presenta el fendmeno de movilidad
de genes de una especie a otra a consecuencia de un proceso de hibridacién interespecifica que
generalmente esta seguido por el retrocruzamiento de las mismas. El aislamiento reproductivo es
uno de los criterios mds importantes para determinar el estado taxonémico de los seres vivos.
Naturalmente, los estudios sobre la hibridacion son de vital importancia en las estimaciones del
grado de proximidad genética en el complejo Cx. pipiens. La capacidad de entrecruzamiento
dentro del complejo Cx. pipiens se ha estudiado en detalle desde la década de los 50’s. Se
utilizaron 18 cepas de laboratorio de Cx. pipiens de diferente origen geografico de América del
Norte, Europa, Africa, India y Malasia. Como resultado, los tres principales tipos de capacidad de
cruzamiento fueron establecidos: compatibilidad bidireccional (fertilidad), incompatibilidad
bidireccional (esterilidad), y incompatibilidad unidireccional. Algunos cruces fueron totalmente
infructuosos (sélo los huevecillos sin fecundar fueron establecidos en la cruza); en otros cruces, la
embriogénesis fue completada, pero sélo en unas pocas larvas; y el resto de cruces resultaron
normales con progenies fértiles. Algunos experimentos especiales mostraron que el tipo de cruce
es determinado por factores extracromosémicos, por lo que a este fenémeno se le denomino
como incompatibilidad citoplasmatica. (Vinogradova, 2000).

Dobrotworsky (1967) ha revisado el proceso de hibridacion entre los miembros del complejo Culex
pipiens; observo algunas de las dificultades que surgen en la interpretacién de las cruzas de
laboratorio con miembros del complejo Cx. p. pipiens, en la mayoria de los casos las cepas
utilizadas no poseian todas las caracteristicas bioldgicas atribuidas a la tipica colonia de Cx. p.
pipiens, como son: anautogenia (en la mayoria de los mosquitos y en muchos dipteros
hematofagos, es la capacidad de la hembra de cumplir varios ciclos gonadotréficos y en cada uno
de ellos madurar y oviponer luego de una ingesta sanguinea), eurigamia (requerimiento que
tienen los mosquitos para entrecruzarse en espacios grandes, como la selva o el bosque, ya que la
enjambrazon de machos es una necesidad), heterodinamia (desarrollo con hibernacién del adulto)
y ornitofilia (preferencia de las hembras por el consumo de sangre de aves).
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En general, los organismos hibridos interespecificos son cominmente estériles (Burke y Arnold,
2001). Una explicacion es que los pares de cromosomas, que consisten en un cromosoma de cada
especie no son segregados regularmente en la meiosis, y para desarrollar una nueva especie
bioldgica la esterilidad se debe superar. Un mecanismo favorable en los insectos es la poliploidia
(Hoy, 2003). En este caso, si el nimero de cromosomas se duplican, cada par en la meiosis
contiene dos cromosomas de cada especie, por lo que la segregacion es restaurada de forma
regular y mas rapidamente (Ridley, 2006). Otro mecanismo para el éxito evolutivo de una
poblacion hibrida es la introgresion, donde los individuos hibridos retrocruzan con los padres. Si
los hibridos y las cruzas de los padres, ocurren durante cierto niimero de generaciones, la
poblacién hibrida tiende a constituir una mezcla compleja de genes de los padres. Esto convierte a
la poblacion, evolutiva y reproductivamente hablando, capaz para el desarrollo de nuevas especies
(Ridley, 2006). Por lo tanto, las regiones de intergradacion son areas de hibridacién con alta
presion selectiva. El ejemplo clasico es América del Norte, donde la banda hibrida se extiende
desde los 35° hasta los 38 ° de latitud norte (Fonseca et. al. 2004); en América del Sur,
probablemente ocurren los procesos de hibridacion a lo largo de la banda latitudinal subtropical-
templado, pero hay pocos estudios al respecto. Las regiones de América del Sur cercanas de esta
franja abarcan el extremo sur de Brasil, Uruguay y Argentina. Almirén y col. (1995) reportaron la
presencia de Cx. quinquefasciatus, Cx. pipiens e hibridos entre los 32° y los 38 ° de latitud Sur,
siendo esta ultima graduacion la mas proxima a Buenos Aires, Argentina. En los estudios realizados
por Almirén y col. (1995) se detalla la diferenciacion de los miembros del complejo Cx. pipiens y
fue hecha por morfologia de los genitales de los adultos machos, con la observacién de las
medidas de los radios de DV/D de los brazos dorsales y ventrales del edeago (6rgano masculino
que se utiliza para depositar el esperma y no como un 6rgano copulativo) y no del falosoma (el
mesosoma o falosoma es una estructura quitinosa en forma de tubo que rodea al pene o edeago,
esta situada ventralmente al proctiger, sostenida por estructuras de soporte, placas basales y
parameros).

Estado del arte
Diferenciacién de los miembros del complejo pipiens por la morfologia

Taxonomicamente las especies de estos mosquitos son dificiles de separar de forma fiable,
concretamente las hembras o estadios larvarios. Los machos pueden ser separados por
estructuras de los genitales masculinos. En el caso de Cx. quinquefasciatus los brazos dorsales se
extienden en forma paralela que terminan en un punto reducido. Los brazos ventrales se
ensanchan y estan claramente separados de la parte terminal de los brazos dorsales en su
interseccion. Esta distancia es conocida como la medicién DV. En Cx. pipiens los brazos dorsales
también se ensanchan lateralmente a una punta roma donde hay una superposicién de las puntas
de los brazos ventrales, asi que no hay practicamente ninguna medida de DV. Los hibridos
muestran una condicion intermedia (Figura 4 B). Uno de los parametros mas utilizados para el
diagnostico morfométrico de los adultos machos del complejo Culex es por la morfologia interna
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de la relacion entre estas distancias D y DV que separan los brazos dorsales y ventrales del edeago,
no del falosoma de la genitalia masculina, como se muestra en la figura 4 F-G. Las mediciones de
radio de DV/D de los brazos dorsales del falosoma en los genitales de los adultos machos, de los
miembros del complejo Cx. pipiens ya han sido revisadas previamente junto con técnicas
moleculares para la identificacion de las especies (Sanogo et. al. 2008). Los resultados muestran
que las diferencias morfoldgicas en los drganos genitales masculinos estan mas relacionadas con el
origen geografico de la poblacion y las variaciones estacionales y de temperatura, que por la
determinacion genética de los taxones dentro de los subgrupos. Estos datos son alin mas
importantes en el analisis de una poblacidn hibrida.
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Figura 4. Estructura de los 6rganos genitales masculinos de mosquitos adultos de Cx.
quinquefasciatus. A-C, medidas tomadas de los brazos dorsal y ventral de los genitales
masculinos para las especies quinquefasciatus, hibridos y pipiens del complejo Cx.
pipiens. D y E muestran la genitalia femenina y masculina respectivamente. F
corresponde al montaje del edeago (parte externa mas esclerosada y retractil del falo, en
cuya extremidad se abre el gonoporo), y G a la representacion grafica del mismo.
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La separacion de las larvas generalmente no es confiable, aunque el sifén de Cx. quinquefasciatus
suele estar mas inflado basalmente que Cx. pipiens, este tiende a ser mas delgado y menos afilado
en el dpice. En la hembra hay caracteres abdominales y en el ala que son dtiles en la identificacién
de especies. El caracter del ala consiste en la relacion entre la longitud de la regién celular R,
dividida por la longitud de su peciolo. Para quinquefasciatus R,.; es generalmente mas largo y la
region celular R, es més corta que en pipiens. Linam y Nielsen (1962) estudiaron esta relacion. (Ver
figura 5). Se examinaron 95 hembras de pipiens, de las cuales 9 eran de fuera de los Estados
Unidos y 58 especimenes de quinquefasciatus, de los cuales 12 provenian de fuera de los Estados
Unidos. Sus resultados indicaron que el 81% de los especimenes quinquefasciatus tenian una
relacion del ala entre 2.6 y 3.6, con un 90% por debajo de 3.6. Para pipiens casi el 95% tenian
relaciones de ala por encima de 3.6. Linam y Nielsen (1962) también examinaron las bandas
abdominales de todos estos especimenes en los tergitos abdominales (parte superior de los
segmentos) de los segmentos Il y IV. 91 de 95 muestras de pipiens tenian bandas basales
ininterrumpidas que se extendian hasta el borde lateral. En contraste, 56 de 58 muestras de
quinquefasciatus tenian las bandas laterales rotas o se estrechaban hacia los tergitos Il y IV.

La elaboracion de claves taxondmicas realizadas por Forattini, y publicadas en 2002, describen
diferencias morfométricas en los puntos del ala de las hembras adultas, con la participacion
dicotomica de la vena subcostal (Sc), costal (C) y radial 2+ 3 (R,.s) entre las subespecies pipiens y
quinquefasciatus (Ver figura 5).
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Figura 5. Estructura de las alas de las hembras adultas. Las medidas de las
venas alares R, y R,.; presentan diferencias significativas. Ay B, muestran los
puntos principales de andlisis al realizar una evaluacion morfoldgica de las
alas. C, representa el analisis de las venas alares en Cx. quinquefasciatus, en
D, de Cx. pipiens. Los individuos hibridos tienen medidas intermedias. R,.s,
vena radial del peciolo, R,, vena radial 2; R; vena radial 3; R,C, celda radial 2.
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Estudios de Humeres y col. (1998) y de Linam y Nielsen (1962) encontraron diferencias
significativas en las mediciones de radio de las venas alares R, y R,.; entre estas dos especies,
determinando que los individuos hibridos mostraron medidas intermedias. Debido a que estos
datos aun no habian sido revisados entre los taxones del subgrupo (en biologia, un taxén es un
grupo de organismos emparentados, que en una clasificacion dada han sido agrupados), a nivel
molecular; sus datos no mostraron diferencias entre las poblaciones neotropicales y los grupos
separados geograficamente.

Genética de poblaciones

La genética de poblaciones es el estudio de la variacién genética dentro de las poblaciones
naturales y los factores que influyen en esta variacion. El entender la variacién genética dentro de
las poblaciones del mosquitos vectores del complejo Culex pipiens proporciona una base
importante para entender su papel en la epidemiologia de la enfermedad del Virus del Oeste del
Nilo. La genética de poblaciones es un area critica para el estudio en la biologia del artrépodo
vector, como lo demostré uno de los primeros estudios realizados con el complejo Culex pipiens
(Cheng et. al., 1982)

Inicialmente solo mutantes morfolégicas estaban disponibles para el analisis, sin embargo,
con las técnicas moleculares disponibles actualmente se puede abordar el analisis genético
poblacional empleando distintas metodologias:

A. Mutantes morfolégicas. Ya que la estructura de un organismo esta controlada por sus
genes, los cuales se rigen bajo los procesos de la herencia, los marcadores recesivos no pueden
verse en la generacion siguiente de individuos heterocigotos.

B. Inversiones cromosomales. Son cambios cromosémicos en los que un segmento se ha
rotado 180° en relacion con las regiones que lo flanquean y vuelto a insertar.

C. Isoenzimas. Mediante su analisis por técnicas electroforéticas se pueden identificar las
distintas isoformas presentes en cada individuo que es un indicador de la variacién nucleotidica.
Sin embargo dos isoenzimas con la misma migracion pueden no ser producto de alelos
equivalentes por lo que se subestima la variacion genética.

D. Satélites. En los artrépodos el ADN parece ser bastante homogéneo. Normalmente una
unidad de repeticion muy corta caracteriza mas del 90% del satélite, lo cual hace que la
determinacion de la secuencia sea bastante sencilla. Una particularidad de esta metodologia es la
existencia de una pronunciada asimetria en la orientacion de sus pares de bases en sus dos hebras
lo que hace que sus densidades de flotacion sean muy diferentes y puedan separarse faciimente
para su secuenciacion.

E. Marcadores de ADN. Los marcadores de ADN constituyen la nueva generaciéon de
marcadores moleculares y han solucionado el problema de la carencia de marcadores que tenian
las isoenzimas, pues son capaces de generar una cantidad virtualmente infinita de marcadores.
Existen varias técnicas para identificar marcadores de ADN, las que se pueden agrupar en tres
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categorias: las de hibridacién tipo Southern, las de reaccién de polimerizacién en cadena (PCR) y
las que combinan PCR o sus productos de ADN con la hibridacién tipo Southern. Entre estas
destacan:

a. Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLPs). Esta técnica se basa en que
una mutacion puntual que afecta a un lugar de restriccién se identifica por las diferencias
existentes entre los fragmentos de restriccion. Los polimorfismos de los sitios de restriccion se
heredan segun las leyes de Mendel. En todas las posibles combinaciones apareadas existen cuatro
alelos para un marcador de restriccion, que se transmiten de forma independiente en cada
generacion. En este caso se puede estudiar la coheredabilidad de un fenotipo si el marcador RFLP
se encuentra proximo en el cromosoma al gen responsable del fenotipo.

b. Arbitrarily Amplified DNA (RAPD-PCR). En esta técnica se emplea un primer de 10
pb (pares de bases) cuya secuencia es arbitraria con un minimo contenido de GC de 60% para
amplificar muchas regiones en el genoma simulténeamente. La amplificacion geométrica solo
ocurre en aquellas regiones en las cuales al final del extremo 3’ de la cara del primer alineado el
uno al otro sobre la cadena complementaria no esta separada mas de 3 kb una de la otra. Estas
condiciones sugieren que los sitios de alineamiento pueden ser inversiones repetidas. Los
polimorfismos en estas regiones amplificadas se manifiestan tipicamente como la presencia o
ausencia de una banda entre individuos. La mayoria de las bandas amplificadas se heredan en
forma Mendeliana como alelos dominantes. Esto significa que un individuo que manifiesta la
banda puede poseer dos copias (homocigoto dominante) o una sola copia (heterocigoto
dominante) del alelo amplificado. El individuo homocigoto recesivo no presenta la banda.

F. Secuenciacion nucleotidica. La secuencia que se obtiene de un fragmento de ADN. El
entendimiento a fondo de la estructura, funcién y mutacion de un fragmento de ADN depende en
primera instancia de conocer la estructura primaria de sus nucleétidos; es decir, la secuencia de
nucleotidos. Basicamente existen dos métodos para la secuenciacion del ADN, uno quimico y otro
enzimatico, desarrollados en la década de los 70 por Maxam&Gilbert y Sanger y colaboradores
(Lehninger et. al., 1993). Conocer la secuencia de un segmento de ADN que ya sea clonado u
obtenido directamente de un producto de PCR, representa una gran ventaja para su
caracterizacion ya que, a través de la secuencia es posible determinar las diferentes regiones que
conforman un gen, deducir la secuencia de aminodcidos para la sintesis de una proteina y la
formacion de sus estructuras secundarias (Cerezo y Madrid, 1995). Actualmente ya existen
procedimientos para secuenciar practicamente cualquier genoma sin importar su tamafio
(Referencias). Resulta de suma importancia menciona la técnica de SSCP, conformacién de
polimorfismos de cadena sencilla.

a. Single Strand Conformation Polymorphisms (SSCP). Permite la identificacién de
ambos alelos. Se analizan variaciones hasta de una sola base en secuencias amplificadas
basandose en que la movilidad electroforética de una sola cadena de ADN en un gel no
desnaturalizante que depende tanto de su tamafio como de su forma. Un nimero de formas
estables o conformaciones son formadas cuando el apareamiento de bases secundarias ocurre
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entre los nucleétidos en una cadena sencilla de ADN. La longitud, sitio y nimero de pares de bases
dentro de la cadena determinan la estructura secundaria o terciaria de la conformacion.
Mutaciones puntuales afectan las interacciones dentro de la cadena y pueden por lo tanto
cambiar la forma de la molécula y alterar su movilidad durante la electroforesis. Con esta técnica
se puede detectar el 99% de las mutaciones puntuales en una molécula de ADN de 100-300 pb de
longitud y el 89% de mutaciones puntuales en una molécula de ADN de 300-450 pb de longitud.
Solo se requiere contar con alguna informacién acerca de la secuencia de los segmentos que
flanquean la region que se quiere amplificar para el disefio de los primers (Hayashi, 1991).

En genética de poblaciones los célculos matemdticos de los diferentes parametros a analizar
varian dependiendo del tipo de marcador que se tome como base para el analisis, sin embargo
todos ellos consideran como principio fundamental la Ley de Hardy-Weinberg, la cual fue
formulada en 1908 de forma independiente por el matemético G.H. Hardy en Inglaterra y por el
médico Wilhelm Weinberg en Alemania. Esta ley establece los factores responsables de la
estructura genética de las poblaciones y postula que en poblaciones con apareamiento al azary en
ausencia de seleccién, migracién y mutacion, el proceso de la herencia no cambia ni las
frecuencias alélicas ni las frecuencias genotipicas de un locus dado, por lo tanto, las frecuencias
génicas y genotipicas permanecen constantes de generacién en generacion. La distribucion de los
alelos en un locus esta considerada bajo condiciones ideales que mencionamos en seguida:

Las generaciones no se traslapan.

El apareamiento es al azar.

El tamafio de la poblacién es grande.
La migracién es minima.

LA S

La seleccion natural no afecta.

Cuando se utilizan marcadores mitocondriales para el andlisis genético poblacional algunos de los
pardmetros importantes que se determinan son las frecuencias haplotipicas, la variabilidad
genética, la tasa de migracion, el flujo genético, el tamafio efectivo de la poblacién y la distancia
genética. La determinacion de las frecuencias haplotipicas es el primer paso fundamental para
calcular los siguientes parametros, la frecuencia haplotipica (A) que se calcula sabiendo el nimero
de individuos que son portadores del haplotipo A y dividiéndolo entre el numero total de
individuos de nuestra muestra analizada. En todo momento la suma de las diferentes frecuencias
haplotipicas dadas nos debe de arrojar el valor de 1 que considera el total de individuos de la
poblacion.

f(A) = No. de individuos del haplotipo en la poblacion .
No. de individuos en la poblacion total

La mutacion es la fuente basica de toda variabilidad genética, sin embargo ocurre con una
frecuencia muy baja, es un proceso muy lento que por si mismo cambia la constitucion genética de
las poblaciones con una tasa muy baja. Si la mutacién fuera el Unico proceso que explicara el
cambio genético, la evolucién tendria lugar con una tasa muy baja. Desde luego también es sabido
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que la tasa de mutacion en regiones no codificantes, sobre todo en secuencias altamente
repetitivas con estructuras simples de reposicion, es grande y por lo tanto en este caso no puede
ser ignorada cuando se realizan estudios poblacionales analizando estas regiones. El conocimiento
de la variabilidad genética de la region que se analiza no implica el que se pueda anticipar si el
numero de haplotipos que se presentan es alto o bajo, tal y como lo demuestran los resultados
obtenidos en algunos estudios previos en los que la diversidad nucleotidica es de 3 a 6 veces
mayor (de Merida et. al., 1995. de Merida et. al., 1999), sin embargo el nimero de haplotipos
encontrados es 6.4 veces menor. Esto se explica porque los efectos de seleccion afectan de
manera independiente a cada sitio particular lo cual hace que dentro del nimero total de
posibilidades de que se presente la variacion en un sentido u otro, en realidad solo algunos
cambios especificos seran encontrados en los individuos de la poblacién. La magnitud de la
variacion heredable es importante ya que es ella la que determina el potencial para el cambio
evolutivo y la adaptacion de las especies, algunas fuerzas evolutivas aumentan la variacion y otras
la disminuyen. Mas aun, la manera en que nuevas especies surgen puede depender de la cantidad
de variacién genética mantenida dentro de las poblaciones. Anteriormente se consideraban dos
hipétesis para explicar la variacion genética observada en las poblaciones naturales, el modelo
clasico aseguraba que la mayoria de las poblaciones naturales presenta poca variacién genética,
en contraste con el modelo balanceador que proponia que hay mucha variacién genética presente
en las poblaciones naturales.

Con el desarrollo de las técnicas moleculares se demostré6 que las poblaciones naturales
efectivamente tienen mucha variacion genética. La variacién genética es una condicién necesaria
para la evolucion ya que ésta consiste precisamente en cambios en la constitucién genética de las
poblaciones. La evolucién puede verse como un proceso en dos etapas, por un lado la mutacién y
la recombinacion que generan variaciones genéticas hereditarias y por otro lado la deriva genética
y la seleccién natural que transmiten de forma diferencial esta variacién genética de generacién
en generacién. Cuando dos poblaciones que difieren en sus frecuencias haplotipicas intercambian
individuos migrantes, las frecuencias haplotipicas de cada poblacién pueden cambiar dependiendo
de la proporcién de individuos que migran. La proporcién de migrantes relativos a la poblacién
total es referida como tasa de migracién (m). En el caso de los mosquitos el nimero estimado de
individuos que migran entre las subpoblaciones solo a pocos cientos de metros a partir de una
poblacion a otra es muy pequefio comparado con muchos cientos de individuos presentes en la
poblacion, sin embargo el nimero estimado de migrantes no se debe solamente a la simple
dispersion por vuelo, sino también el transporte urbano y comercial humano que contribuyen de
manera importante a que estos patrones de migracion naturales se vean afectados, de manera
que poblaciones que pudieran pensarse que estan aisladas una de la otra por distancia o barreras
geograficas, no lo estén en realidad ya que entre ellas hay intercambio de individuos cuando
hablamos de poblaciones de mosquitos ya sea en la fase de huevo, de larva, de pupa o en su etapa
adulta.
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Flujo genético

Se denomina flujo genético al intercambio de individuos que se entrecruzan entre las poblaciones
y que contribuyen con genes para la descendencia. El flujo genético causa que las poblaciones
lleguen a ser genéticamente similares. Una misma poblacién posee una estructura jerarquica ya
que se puede considerar a los mosquitos de una llanta en una vulcanizadora como una unidad
base de muestreo. Sin embargo puede haber muchas llantas en distintas vulcanizadoras dentro de
la misma ciudad, muchas ciudades dentro de un estado, muchos estades dentro de un pais, lo cual
impone la necesidad de establecer la tasa de migracion dentro de estos limites. Algo importante
de considerar es el efecto Wahlund que dice que si dos poblaciones en equilibrio de Hardy-
Weinberg con diferentes frecuencias haplotipicas son agrupadas juntas, la poblacién agrupada
tendra una frecuencia haplotipica igual al promedio de las dos poblaciones. El efecto de
agrupamiento de la poblacién debe considerarse como una complicacién potencial para el analisis
genético, ya que la subdivisién no reconocida puede ocurrir en muestras de, virtualmente, todas
las poblaciones naturales. Si consideramos el tamafio de las poblaciones, el parametro importante
no es el nimero total de individuos en la poblacién, sino el tamafio efectivo de la poblacién, que
es el niumero de progenitores que produce la siguiente generacion, esto es asi porque los genes
muestreados para producir la siguiente generaciéon son de los individuos que llegan a ser
progenitores, no del resto de la poblacion.

A pesar de que las poblaciones naturales fluctian grandemente en tamafio, es posible conocer las
frecuencias haplotipicas dadas en la siguiente generacién siempre y cuando conozcamos el
nimero de progenitores que participan en producir la siguiente generacion y sus frecuencias
haplotipicas. Los cambios que se presentan en las frecuencias haplotipicas de generacion en
generacion se conocen como deriva génica, lo cual es un proceso de puro azar. En este caso el
tamafio de la muestra es un factor importante a considerar, entre mas pequefia sea la muestra
mayores seran los efectos. En una poblacion natural implica que entre més pequefio sea el
numero de individuos capaces de reproducirse en una poblacién mayores serdn los cambios
probables de sus frecuencias haplotipicas debidos a la deriva génica (Ver figura 6), es decir, un
alelo puede llegar a desaparecer de la poblacion en pocas generaciones por efectos del puro azar
si son pocos los individuos que lo portan, ya que si estos individuos no llegan a reproducirse
entonces los alelos que son exclusivos de ellos ya no podrén estar representados en la siguiente
generacion. Como esto es un proceso azaroso, puede llegar a ocurrir que un haplotipo se fije en la
poblacién aunque su frecuencia haplotipica sea baja, es decir, aunque el nimero de individuos
que lo portan sea pequefio, desde luego, la probabilidad de que esto ocurra es mucho mas baja.
De esta forma los haplotipos pueden llegar a fijarse o a desaparecer de la poblacion a través de las
generaciones por deriva génica independientemente de sus frecuencias haplotipicas.
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Figura 6. Efectos de la deriva génica. Se muestra un resultado generado por un ordenador que
simula los efectos de la deriva génica. El tamafio de poblacién fue 18 y 100. En cada caso, se
iniciaron 20 poblaciones con frecuencias de 0.5 que sufrieron deriva genética a lo largo de 20
generaciones. En cada generacion, la deriva modifica la frecuencia alelica anterior en base a las
reglas probabilisticas vistas previamente. Podemos observar que los cambios de p son mucho mas
fuertes con N=18 que con N=100, indicando que la deriva es mas importante cuanto menor sea el
tamafio de los reproductores.

Las fuerzas de seleccién pueden llegar a tener un impacto determinante sobre la estructura de la
poblacién, un alelo puede también llegar a fijarse o a desaparecer de la poblacién a través de las
generaciones independientemente de que su frecuencia haplotipica sea alta o baja si es que se
encuentra sujeto a seleccion (Ver figura 7). La seleccién natural puede ser definida como la
reproduccion diferencial de variantes genéticas alternativas, determinada por el hecho de que
algunas variantes aumentan la probabilidad de supervivencia y reproduccién de sus portadores en
relacion con los portadores de otras variantes, puede deberse a supervivencia diferencial o
fertilidad diferencial o a ambas.
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Figura 7. Efecto de la seleccidon natural. Se muestra el efecto de la seleccion natural sobre las
frecuencias haplotipicas a través del paso de las generaciones en una poblacién.

La direccion y la tasa de cambio en las frecuencias haplotipicas debidas a la mutacién o a la
migracion se pueden predecir, respecto a la deriva genética, el conocimiento de parametros como
el tamafio efectivo de la poblacion y frecuencias haplotipicas hace posible calcular la magnitud
esperada de los cambios en la frecuencia haplotipica, pero no la direccién del cambio, ya que esta
es aleatoria. La mutacion, la migracién y la deriva (tasa de mutacién, tasa de migracion y la
varianza de las frecuencias haplotipicas, respectivamente) no estan orientadas con respecto a la
adaptacion. Estos procesos cambian las frecuencias de los genes independientemente de si
aumenta o disminuye la adaptacion de los organismos a su ambiente. Estos procesos son
aleatorios con respecto a la adaptacion, por si mismos destruirian la organizacién y adaptacién de
los seres vivos. La seleccion natural (vista como eficacia bioldgica) promueve la adaptacion y
mantiene a raya los efectos desorganizadores de los otros procesos. De esta forma la seleccion
natural explica por si sola la naturaleza adaptativa y altamente organizada de los seres vivos asi
como la diversidad, porque promueve la adaptacion a diferentes formas de vida.

La eficacia biolégica es una medida de la eficacia reproductora de un genotipo. La seleccién
natural opera por reproduccion diferencial, asi la eficacia bioldgica se expresa a menudo como una
medida relativa, no absoluta de eficiencia reproductora. Por conveniencia matematica se le asigna
el valor de eficacia bioldgica 1 al genotipo con la eficacia reproductora mas alta. Puede calcularse
la eficacia biolégica cuando se conoce el nimero de progenie producido por cada genotipo.
Primero se calcula el nimero medio de progenie producida por individuo por cada genotipo en la
siguiente generacion y se divide entre el nimero del mejor genotipo. Si conocemos las eficacias
bioldgicas genotipicas podemos predecir la tasa de cambio en las frecuencias. La eficacia biolégica
suele representarse con la letra w. Una medida relacionada con el coeficiente de seleccion (s) se
define como s = 1 — w. El coeficiente de seleccion mide la reduccién de la eficacia biolégica de un
genotipo. La eficacia biolégica relativa predice el curso de la seleccion, por ejemplo, como
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cambiarén las frecuencias de los genes, pero no que le ocurriré a la poblacion (si aumentard o
disminuird). Los aspectos de la vida de un individuo que pueden afectar su éxito reproductor
contribuyen a la seleccién natural y en consecuencia a la eficacia de los genotipos. Estos diversos
aspectos, supervivencia, tasa de desarrollo, éxito en el apareamiento, fertilidad, etc., se llaman
componentes de la eficacia biolégica. La supervivencia (viabilidad) y la fertilidad son los mas
importantes. Las diferencias en cuanto a la eficacia biolégica pueden deberse a uno o a varios de
estos componentes. Desde el punto de vista de la seleccién natural, lo que cuenta es la eficacia
biol6gica total o neta y no los componentes implicados. El tltimo resultado de la seleccién natural
puede ser la eliminacién de uno u otro alelo (aunque la mutacién puede conservar los alelos
deletéreos a bajas frecuencias). Las frecuencias haplotipicas pueden ser usadas para estimar la
variabilidad genética total entre las poblaciones. A partir de ellas se puede obtener el valor de la
distancia genética (D) que es el grado de diferenciacion genémica entre especies o subpoblaciones
entre las diferentes localidades. Este parémetro se basa en el nimero de sustituciones en un gen
por locus que han ocurrido entre las poblaciones después de su divergencia. Cuando se estan
analizando varias poblaciones diferentes las relaciones genéticas se ven a través de un diagrama
en forma de dendograma. Un método para convertir la distancia genética o valores de similitud
genética dentro del dendograma es a través del método de agrupamiento promedio no
ponderado (Unweighted Pai-Group Meted with Arithmetic Mean, UPGMA) que identifica las
asociaciones presentes entre las localidades desde el punto de vista genético. El arbol se construye
por la primera unién de las dos poblaciones con la distancia mas pequefia, enseguida se construye
una nueva matriz usando ahora la poblacién previamente agrupada como una unidad, con esta
distancia la siguiente unidad es el promedio de toda la poblacién dentro de la unidad.

Antecedentes particulares de su proyecto
Marcadores moleculares en los mosquitos

El uso de marcadores moleculares basados en el ADN es solo el comienzo de un largo estudio para
ser aplicados en la genética de poblaciones vectoras. Muchas de las nuevas técnicas empleadas
tienen la ventaja, comparadas con la electroforesis isoenzimatica, de comenzar a ser capaces de
calcular la variacién genética a nivel nucleotidico. La variacién en la movilidad isoenzimatica es un
indicador de la variacién nucleotidica; sin embargo, dos isoenzimas con la misma migracion
pueden no ser producto de alelos equivalentes, por lo tanto, la electroforesis isoenzimatica
sobreestima la variacion genética. Ensayos de variacion a nivel de ADN, a través de sitios de
restriccion polimoérfica o secuenciacion directa, proporciona una medida mas exacta de la
variacion. Ademas, los marcadores isoenzimaticos son limitados en nimeros mientras que la
variacion nucleotidica puede ser muestreada a través del genoma con tal que se usen sondas
apropiadas, primers (iniciadores) o clonas disponibles.

Las secuencias de bases del ADN de mosquitos han sido estudiadas para obtener donativos para la
caracterizacion de las especies y sus poblaciones. Sin embargo, estudios in silico, con sélo datos de
la secuencia principal, pueden contribuir en la determinacién de estimaciones de los niveles de
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diversidad. Para reducir los posibles errores en las estimaciones, un recurso es el uso de datos de
las secuencias secundarias. Esto se debe a que la tasa de variacién observada en las secuencias
primarias para un genotipo no pueden ser las mismas fenotipicamente. La transferencia de
informacion de los genes para producir un gen presenta algunas peculiaridades. En el genoma
mitocondrial, la informacién para el ARN es casi convertida de forma inmediata en una cadena de
aminoacidos (polipéptidos), y en los genes nucleares la transferencia de la informacién esta
espacialmente separada, llevando la transcripcion de nicleo y la traduccién en el citoplasma
(Griffiths et. al. 2008. Tabachnick y Powell, 1983). Como resultado, los estudios con estructuras
secundarias se hacen generalmente sobre la base de la prediccion de la estructura de una proteina
para los marcadores mitocondriales (a excepcion de los genes para el rRNAmt) y la inferencia de la
estructura del ARN sobre los espaciadores de genes para la transcripcion del ARN.

ElI ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt) (Figura 8) se ha utilizado como una herramienta importante en el
analisis genético de las poblaciones de insectos. La organizacion de este es relativamente simple,
consiste en una doble cadena circular que contiene 37 genes, de los cuales 2 codifican ARN
ribosomal, 22 codifican ARN de transferencia y 13 que codifican para proteinas (Hoy, 2003).
Ademas de estos genes, el ADN mitocondrial tiene una regién no codificante, que es responsable
de controlar la replicacion y la transcripcion del genoma de las mitocondrias. Esta region, llamada
zona de control, regién hipervariable o D-loop es muy rica en adenina y timina, y es conocida
como una region rica en A + T (Upholt y Dawid, 1977). El genoma mitocondrial, salvo raras
excepciones, se hereda exclusivamente por via materna y no recombina. La herencia materna del
ADN mitocondrial permite que esta molécula sea utilizada como un importante marcador
molecular con el fin de trazar la historia evolutiva y filogenética de las poblaciones existentes. Otra
caracteristica importante del ADN mitocondrial es su alta tasa de evolucién, ya que se desarrolla
10 veces mas rapido que el ADN nuclear (Tabla 1). Esto se explica por la reducida presencia de
mecanismos de reparaciéon de esta molécula, facilitando la acumulacién de mutaciones (Gray,
1989). Por esta razén las variaciones intraespecificas son mas faciles de detectar.

Aunque no hay una homogeneidad cualitativa de las moléculas de ADN mitocondrial en un mismo
individuo, hay una diferencia entre la tasa de acumulacion de mutaciones en los genes o regiones
del genoma. Los genes que codifican las subunidades de la nicotinamida adenina dinucleétido -
NADH deshidrogenasa (nd1-6), citocromo c oxidasa (COX1-3 o CO I-lll) y el tRNA son los que
acumulan mas rapidamente la sustitucion de bases. Sin embargo, los genes codificadores para las
unidades ribosomales rRNA (12S y 16S) y el citocromo b (Cyt b) se encuentran entre los genes mas
conservados del genoma mitocondrial (Gray, 1989; Hoy, 2003). Las regiones de control o D-loop
son las mas variables, y pueden acumularse mutaciones del tipo de sustituciéon de bases o de
insercion/delecién (Upholt y Dawid, 1977), que puede cambiar el tamafio de la molécula. Estas
variaciones en la evolucién de las regiones del ADN mitocondrial permite el estudio de los
diferentes niveles taxondmicos, por diversos marcadores mitocondriales. Por otra parte, el ADNmt
esta presente en grandes cantidades en todas las células (Entre 1000 y 10000 moléculas de ADN
por célula), lo que le da un menor riesgo de degradacién en relacién con el ADN nuclear. El ADN
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mitocondrial es muy importante cuando se realizan estudios de muestras bioldgicas antiguas, cuyo
ADN nuclear se encuentra degradado (Burger et. al. 2003). La deteccion de polimorfismos en
general, via SNPs (Single Nucleotide Polymorphism/Polimorfismo de Nucledtido Simple) y la
distribucion de los diferentes linajes mitocondriales contribuyen al proceso del conocimiento del
flujo de genes y la deriva génica (fuerza evolutiva que actda junto con la seleccién natural
cambiando las caracteristicas de las especies en el tiempo). Al igual que en la investigacion de las
barreras bioldgicas de las poblaciones de mosquitos causadas por organismos endosimbiontes
como Wolbachia pipientis (Turelli y Hoffmann, 1999), una rickettsia involucrada en la
incompatibilidad citoplasmatica reproductiva (Guillemaud et. al. 1997; Rasgon y Scott, 2003).

Cadena de ADN

(Regién Control o “d-loop”)
Origende replicacion

125 rRNA

Citocromo b

Subunidades de
laNADH

165 rRNA

Mitocondria deshidrogenasa
[ Genesde tRNA (22 en total)
s . T - :lle;::\::l:c:;uﬁmlesde proteinas
la NADH
deshidrogenasa g
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" :’j ‘ Subunidades de
b 1a NADH
deshidrogenasa
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citocromo oxidasa
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Figura 8. ADN mitocondrial de los artrépodos.
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Tabla 1. Caracteristicas del ADN mitocondrial.

Caracteristicas ADN mitocondrial ADN nuclear
Tamaiio ~ 16 569 pb ~ 3.2 billones pb
Copias por célula > 1000 2
Estructura Circular Lineal
Herencia Materna Biparental
Complemento cromosémico Haploide Diploide
Recombinacion/ Reparacién No Si
Tasa de mutacion 5-10 veces ADN nuclear Baja
EI ADN ribosomal

En eucariotas, el ADN ribosomal se organiza en una familia multigénica organizada en unidades
repetidas en tdndem dentro de la region nuclear. Cada unidad de repeticién contiene los genes
para los ARNs 18S, 5.85 y 28S, intercalados por regiones mas variables de espaciadores no
codificantes. En la mayoria de los animales, hay de 100 a 500 copias del gen del ADNr en el
genoma nuclear. Cada unidad de transcripcion se compone de una regién promotora lider (ETS —
External Transcribed Spacer/Espaciador Externo Transcrito) una regién codificante de ARNr 18S,
un espaciador interno no codificante (ITS-1), una region codificante de ARNr 5.8S, otro espaciador
interno no codificante (ITS-2), una regién para ARNr 28S vy, finalmente, un segmento intergénico
espaciador no transcrito, IGS -intergenic spacer- (Hillis y Dixon, 1991; Polanco et. al. 1998). La
transcripcion del rRNA estd formada por nucledtidos y tiene una estructura helicoidal resultante
de plegado de una sola cadena del polimero sobre si mismo, en areas donde las conexiones son
posibles mediante enlaces de hidrégeno, debido a las pequefias extensiones presentes en su
estructura complementaria (Conn y Stumpf, 1980). Una vez que el rRNA tiene una estructura
doble helicoidal del ADN, estable y extremadamente rigida, puede existir en diferentes
conformaciones. Estas conformaciones representan un fenotipo, pudiendo haber diferentes
indices de la diversidad que se encuentran en las estructuras primarias de la ADNr (Bhargavi et. al.
2005). En los insectos son usados normalmente los genes nucleares ribosomales 18S, 5.8S y 28S,
asi como los espaciadores transcritos internos ITS1 e ITS2 para diversos estudios poblacionales
(Wesson et. al. 1992., Hasan et. al. 2009.) A partir del momento en que las secuencias del genoma
nuclear puede ser accedidas de manera eficiente, comienzan a proporcionar un suministro sin fin
de marcadores para estudios genéticos y evolutivos. La gran ventaja de trabajar con secuencias
loci conocidas es que presentan un mayor potencial para la verificacién de su diferencia o
variacion respecto a otras especies y por lo tanto ser beneficiados por la sinergia entre los estudios
de evolucion y la sistematica molecular.

Espaciadores, intrones y unidades de repeticion (microsatélites)

El analisis de las secuencias en las regiones de los intrones se debe hacer con precaucién, porque
los sitios con mutaciones de bases son menos informativos para los estudios de evolucién y
biolégicos, ya que las estructuras secundarias no pueden ser evaluadas, por que los intrones se
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eliminan durante la transcripcién, en un proceso llamado “splicing” o empalme (Griffiths et. al.
2008.), y donde se produce la remocién de intrones y la unién de exones en el ARNm antes de
dejar el nucleo. Asi como, las pruebas de comparacion inter pares con otros taxones muestran
altos niveles de variabilidad (Smith y Fonseca, 2004), también se muestran los caracteres menos
conservados en esta region. Por otra parte, los intrones tienen una funcién estructural conocida,
muy particular en la molécula del ADN, ya que son diploides y pasan por la recombinacién
genética. En este caso, un cierto genotipo tiende a ser mas frecuente en las cepas mas puras, con
diferencias en los hibridos en areas de la introgresion de genes. Como resultado, estos fragmentos
se utilizan en combinacién con otros marcadores para evaluar la estructura genética de las
poblaciones de mosquitos y tratando de diferenciar las especies y subespecies consideradas
cripticas (especies gemelas que son extremadamente similares en apariencia -morfologia,
fisiologia y comportamiento- pero que se hallan reproductivamente aisladas entre si) dentro de los
subgrupos taxonémicos. Un ejemplo de ello son los estudios con la regién del segundo intrén del
locus de la acetilcolinesterasa (Ace 2) (Bourguet et. al. 1998., Aspen y Savage, 2003).

Otra caracteristica importante presente en las secuencias del genoma son las llamadas
Repeticiones de secuencia simple (SSR, Single sequence repeats), también llamados microsatélites
(Watson et. al. 2009.), estos marcadores se estan convirtiendo en los marcadores moleculares mas
importantes en los animales y las plantas. Los SSR se extienden de 1 a 6 unidades de nucledtidos
repetidas en tdandem (conjunto de dos elementos que se complementan) y propagacién al azar en
los genomas eucariotas. Los SSR son muy polimorficos, debido a la alta tasa de mutacion que
afectan el nimero de unidades de repeticion. Los microsatélites pueden ser mono, di o
trinucledtidos, con repeticiones de 1 a 50 veces o mas. Estos segmentos representan errores en el
entrecruzamiento de los genes durante el entrecruzamiento cromosémico (o crossing over en
inglés) en la meisosis (este es un proceso por el cual dos cromosomas se aparean e intercambian
secciones de su ADN) (Levinson y Gutman, 1987). Los marcadores microsatélites son valiosos, no
solo porque son frecuentemente polimérficos, sino porque hay decenas de miles de ellos a lo largo
del genoma. Estos marcadores pueden ser dimensionados mediante la determinacién de sus
longitudes, por reaccién de PCR, seguido de la normalizacién de las bandas de electroforesis. Las
repeticiones de las bases aumentan el tamafio de las secuencias, asi como la variabilidad de las
especies, lo que crea posibilidades adaptativas para la introduccién de los organismos en nuevos
entornos ambientales. Cuando las repeticiones son evolutivamente negativas, son eliminadas por
la presién de seleccion natural. Como resultado, son mas frecuentes las acumulaciones de intrones
y espaciadores intra-génicos, la presion es mds baja, selectivamente, en estas regiones del genoma
(Arensburger et. al. 2010).

Diferenciacion molecular por el intrén Ace 2

Los estudios sobre la secuencia de bases del gen que codifica para la acetilcolinesterasa-1 (Ace 1),
uno de los genes asociados con la resistencia a insecticidas en las especies Cx. pipiens y Cx.
quinquefasciatus, indican similitud genética a nivel mundial. Este es un gen nuclear y conservado,
sin embargo, entre los grupos taxondmicos existen polimorfismos entre las regiones de los
intrones. Una explicacion es que esta regién genética presenta variacion desde tiempos antiguos,
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con un ancestro comun, que evoluciono mas tarde en dos direcciones (Bourguet et. al., 1998). Los
genes Ace 1y Ace 2 estan presentes en la mayoria de los insectos y probablemente derivados de
un evento de duplicacion muy remoto. En el mosquito Anopheles gambiae, los genes Ace 1y Ace 2
alcanzan 53% de similitud en la composicién de aminoacidos y una filogenia global indica que se
separaron antes de la diferenciacion de los insectos (Labbé et. al., 2007a). El gen Ace 1 codifica
para la enzima acetilcolinesterasa-1 (AchE1), que participa en los mecanismos de resistencia a los
insecticidas. Sin embargo, sélo en el complejo Cx. pipiens, la AchE1 esta realmente asociada con el
mecanismo de resistencia, con una amplificacién y distribucién en todo el mundo (Lenormand y
Raymond, 2000). Esto porque dicha enzima esta dirigida contra organofosforados y carbamatos,
dos importantes pesticidas utilizados en todo el mundo para el control de mosquitos en los
programas de salud publica en los centros urbanos (Labbé et. al., 2007b). El gen Ace 2 codifica
para una enzima bioquimicamente distinta, la AChE2, que no estd asociado con la resistencia a
insecticidas, y que su funcién todavia no esta bien definida (Malcolm et. al., 1998). Con el tiempo,
la regién no codificante del segundo intrén del gen Ace 2 ha experimentado eventos evolutivos
diferenciados claramente entre los miembros del complejo Cx. pipiens, haciendo posible el anlisis
molecular por visualizacién de los polimorfismos en las secuencias de bases y las pruebas
estandarizadas de visualizacion de bandas producidas por electroforesis.

Otros estudios han reportado diferencias interespecificas entre pipiens y quinquefasciatus en la
estructura de los genes nucleares relacionados con la resistencia a los insecticidas (Raymond et.
al., 1991. Severini et. al., 1996). Lenormand y Raymond en 2000 pusieron de relieve los casos de
adaptacion local en las poblaciones del complejo Cx. pipiens para los niveles de expresion de
esterasas en dos loci asociados con resistencia a insecticidas. Los autores presentan los cambios
encontrados en el patrén clinal (clina se utiliza en genética de poblaciones para designar el cambio
gradual de rasgos fenotipicos de una misma especie por influjos y condiciones medioambientales)
durante el desarrollo larval entre los periodos de invierno y verano. Los miembros del subgrupo
pipiens tienen similitudes tanto morfolégicas como genéticas. Como resultado, las pequefias
diferencias en estas especies son muy dificiles de detectar. Ademas, estos mosquitos tienen una
serie de diferencias fisiolégicas y de comportamiento, tornandolos de mayor o menor importancia
en la cadena de transmision de arbovirus vy filarideos (gusanos del corazén), lo que justifica la
busqueda nuevos marcadores morfolégicos y moleculares para diferenciar correctamente a estas
especies y caracterizarlas, particularmente en la Ciudad de México que es el objeto de este
estudio.

Importancia para continuar con el estudio planteado
Importancia del estudio en Salud Publica

Las enfermedades infecciosas emergentes (EIE) son aquellas enfermedades que recientemente
han expandido su rango geogréfico; han pasado de una especie hospedadora a otra; han
incrementado su impacto o severidad; han padecido un cambio en la patogénesis; o son causadas
por patégenos recientemente descubiertos. Algunas de estas enfermedades producen baja
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mortalidad, pero representan una amenaza particular debido a sus altos indices de mortalidad y a
la falta de una vacuna o terapia efectiva (por ejemplo: el Virus del Ebola, el Virus de la Fiebre
hemorragica o Dengue, el Virus Nipah o el Virus del Oeste del Nilo), es por esto que se ha
convertido en uno de los objetivos de la salud publica en los tltimos 30 afios (Lederberg et. al.,
1992. Binder et. al., 1999). De las 1407 especies de microorganismos patégenos en humanos al
menos el 61% son de caracter zoonético (Daszak et. al., 2000), con 177 especies consideradas
como emergentes o reemergentes, en las cuales la fauna silvestre ha incrementado su valor como
fuente importante de transmision (Daszak et. al., 2000). Se considera que de estas 1407 especies
patogenas, 37% son virus o priones; 10% son bacterias; 7% son hongos; 25% son protozoos y 3%
son helmintos (Woolhouse y Gowtage-Sequeria, 2005). Uno de las mayores formas de transmision
de las EIE es el contacto cercano entre el humano y la fauna silvestre, principalmente causado por
la intervencién, introduccion y modificacion de los habitats naturales. Como las poblaciones
humanas contindan creciendo, se requiere de mas espacio y recursos, resultando esto en un
mayor nimero de intervenciones dentro del mundo silvestre (Daszak et. al., 2000).

En los tiempos modernos, el crecimiento exponencial del comercio y el aumento de los viajes, han
transformado la epidemiologia de las EIE, dando lugar a la presentacion local de eventos globales
de gran importancia (Taylor et. al., 2001). El comercio internacional de vida silvestre es ahora
descomunal, con cientos de millones de animales silvestres y sus productos comercializados
globalmente cada afio (Karesh et. al., 2005). Aunque el problema de las enfermedades emergentes
infecciosas continuara creciendo, estas no son solo un problema para la salud humana, pues
representan una de las mayores amenazas de las especies (Daszak et. al., 2000-2004; Cunningham
et. al., 2003). Sélo hasta hace muy poco han sido realmente apreciadas las interrelaciones del
complejo entre las enfermedades infecciosas de la fauna silvestre, los animales domésticos y el
hombre (Daszak et. al., 2000), en parte, debido a que las enfermedades emergentes no estdn
asociadas con un hospedero animal especifico, pueden vivir en las mas disimiles especies animales
y ademads poseen una flexibilidad bioldgica que les permite aprovechar las oportunidades
epidemiolégicas que se presenten (Woolhouse y Gowtage-Sequeria, 2005).

Alimentacidn sanguinea de vectores de enfermedades

La hematofagia es el habito de alimentacion de aquellos seres vivos que se nutren con sangre.
Representa una forma de ectoparasitismo. Entre los casos mas notables de hematéfagos estén los
mosquitos, las garrapatas, las pulgas y los piojos, de los que sélo las hembras son hematéfagas. En
la hematofagia, los productos sanguineos son convertidos en constituyentes de reserva de los
componentes en el huevo, donde los hidratos de carbono y los lipidos son importantes fuentes de
energia para la etapa de reproduccién. Machos y hembras se alimentan de sustancias azucaradas
como néctar y exudados de frutos, pero las Ultimas a su vez necesitan, en la mayoria de las
especies, ingerir sangre (hematofagia), para poder desarrollar los huevos. La importancia sanitaria
de los mosquitos se debe, precisamente, a este habito alimenticio. La sucesién de acontecimientos
que ocurren en una hembra desde que ingiere sangre hasta que ovipone, se denomina ciclo
gonadotrdfico. Las hembras de los insectos, particularmente de los mosquitos, que se alimentan
de sangre vy de azucar (Ver figura 9) ponen mas huevos que las hembras que solo consumen
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azucar (néctar de flores y de frutos) debido a que la produccién de huevos incurre en altos costos
de energia para las hembras adultas (Clements, 1999).

Figura 9. Habitos alimenticios en el mosquito Culex. A) Mosquito adulto hembra Culex sp.
ingiriendo néctar de las flores. B) Hembra de Culex tarsalis ingiriendo sangre posterior a la ingesta
de azucar. C) Hembra de Culex quinquefasciatus después de la ingestion de sangre. D)
Mosquito adulto macho Culex sp. ingiriendo néctar de las flores.

De acuerdo a una revision hecha por Zinser y colaboradores en 2004, las hembras de Cx.
quinquefasciatus son consideradas como "oportunistas" cuando se trata de la conducta de
alimentacion sanguinea. Esto se debe a que en los asentamientos humanos donde se pueden
encontrar aves, roedores, perros y gatos, se ha encontrado una frecuencia pequefia de hembras
con sangre de estos animales, aunque la ingestion de fa sangre humana es siempre mayor. Un
aspecto importante de resaltar es que la variaciéon genética parece ser un factor relevante en el
comportamiento de alimentacidn sanguinea. En las zonas de clima templado, frio, las hembras de
Cx. quinquefasciatus se encontraron tanto con sangre de aves como de seres humanos, que puede
ser debido al origen hibrido, en las dreas de introgresion genética, con especies Cx. pipiens. Este
mosquito tiene una tendencia demostrada a consumir sangre de aves de corral en su ingesta diaria
(Fonseca et. al., 2004).
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Preocupaciones sobre los vectores de enfermedades en los centros urbanos

Una preocupacion fundamental, asociada a la urbanizacion, es su alto potencial de vulnerabilidad
al cambio climatico debido a menores abastecimientos de agua o mayor incidencia de
enfermedades, de acuerdo con la localizacion geogréfica de los asentamientos humanos mas
importantes. El abastecimiento de agua sera menor y mucho mas caro si se mantienen los mismos
niveles de consumo, ya que probablemente disminuya la precipitacién y aumente el nivel de
evaporacion. El cambio del clima también tendria repercusiones en la salud humana: existira
mayor "stress" debido a un clima mas caluroso; una mayor humedad y la temperatura estimularia
la expansion de ciertas enfermedades infecciosas y aquellas transmitidas por vector,
principalmente. Una primera condicion es que la vulnerabilidad es baja cuando las densidades de
poblacién son bajas; una alta densidad incrementa la vulnerabilidad al aumentar el nimero de
victimas por unidad territorial; al aumentar el nimero de victimas, se incrementa el costo social
del cambio climético. Por lo tanto, una alta vulnerabilidad estara asociada a un mayor tamafio de
asentamientos humanos, en los cuales se localiza un gran nimero de establecimientos
industriales, viviendas y vehiculos automotores (Scott et. al., 1996)

Las hembras adultas de Cx. quinquefasciatus tienen una actividad de alimentacion sanguinea en la
oscuridad del crepusculo (intervalo de claridad que comienza a vislumbrarse desde el inicio del
amanecer hasta la salida del sol y desde que este se esconde hasta que cae la noche) y la noche. Es
sabido que esta especie cuenta con mecanismos de adaptacién en el érgano de la vision, que le
permite ver "en la oscuridad” las reflectancias de la longitud de onda ultravioleta (Beck, 1968). Por
lo tanto, Cx. quinquefasciatus come normalmente cuando la gente descansa o duerme, lo que
provoca incomodidad y molestia en las comunidades donde la frecuencia de la poblacion de los
mosquitos es alta o incluso en dreas donde es moderada (Taipe-Lagos y Natal, 2003; Natal et. al.,
1991).

Arbovirus

Las arbovirosis estan constituidas por un grupo de enfermedades trasmitidas al hombre a través
de artropodos, en general mosquitos. El grupo de arbovirus no es un grupo taxonémico
homogéneo, pertenecen a distintas clases y comparten el mecanismo de trasmision a través de
artropodos. Son infecciones generalmente rurales, en las estaciones himedas y calurosas cuando
proliferan los mosquitos y pueden producir una amplia variedad de cuadros clinicos, algunos
subclinicos que pasan desapercibidos, otras veces producen cuadros de fiebre, mialgias, cefaleas
que no precisan atencion médica especifica. En otras ocasiones producen encefalitis o fiebre
hemorrégica (como el dengue, que goza de la distribucién mundial mas amplia).

Encefalitis equina venezolana (EEV)

El virus EEV se mantiene en un ciclo roedor - mosquito - roedor. Durante los brotes importantes
que afectan a los humanos, la enfermedad se transmite en un ciclo que involucra mosquitos como
vectores y a los caballos y otros equinos como huéspedes. Por esta razén, los brotes naturales
estan normalmente precedidos de epizootias equinas. Los humanos también pueden desarrollar
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suficiente viremia para servir como huéspedes en los ciclos humano - mosquito - humano. Las
cepas epidémicas y no epidémicas se pueden distinguir antigénicamente. El agente es un miembro
del género Alfavirus de la familia Togaviridae. El virién mide cerca de 70 nm de diametro y su
material genético consiste de una cadena de ARN positivo de una hélice encerrado en una capside
icosahédrica, rodeada por una membrana lipidica de dos capas en cuya superficie se encuentran
incluidas las glicoproteinas. Los subtipos IAB e IC son patégenos para los equinos y son
responsables de los principales brotes en humanos. Las otras variantes normalmente no causan
encefalitis en équidos y, aunque algunas veces se encuentran en humanos, no se han aislado de
los principales brotes. De acuerdo con Forattini (1965), algunos autores sostienen la hipétesis de
que Cx. quinquefasciatus fue parte del ciclo de transmision de la encefalitis equina venezolana
(EEV) durante los afios 60 en Colombia. Segun el autor, esta especie fue encontrada naturalmente
infectada con el virus de la EEV en Panama. Otras especies de géneros Culex, Aedes y Mansonia se
consideran vectores de la infeccion por este arbovirus. Como ya se menciono la EEV es una
infeccion que afecta a los caballos, y es transmisible a los seres humanos, en los que proporciona
un marco de desorden cefélico. Las investigaciones recientes sugieren un papel importante de
roedores, murciélagos y aves en el ciclo enzoético natural de este virus. Este factor contribuye a
los estudios sobre la tendencia de alimentacion de los culicidos que participan en la transmisién de
la enfermedad.

Encefalitis de San Luis (SLE)

La Encefalitis de San Luis (ESL o SLE por sus siglas en ingles) es una enfermedad transmitida por
mosquitos que fue reconocida por primera vez en 1933 (en St. Louis, Missouri, Estados Unidos). El
virus de la ESL es un virus de genoma ARN, perteneciente al género Flavivirus; forma parte del
complejo de los virus de las encefalitis del Valle de Murray, del oeste del Nilo y de la encefalitis
japonesa. El agente esta distribuido desde Argentina hasta Canada. La enfermedad no se conoce
fuera del continente americano. En las décadas siguientes a su reconocimiento se han producido
epidemias de forma esporadica e impredecible. Durante las epidemias un gran nimero de
personas han enfermado seriamente, produciéndose muertes en algunos casos. Las mayores
epidemias se han producido en los Estados Unidos aunque también se han presentado en Canada
y México. En otras partes de Ameérica se registran pocos casos aislados de enfermedad en
humanos. El nimero de casos clinicos desde 1953 fuera de los Estados Unidos, Canada y México
no suma mas de 25 (la mayoria de ellos sin sintomatologia nerviosa). El virus de la ESL como otros
flavivirus se mantiene en un ciclo enzodtico que involucra mosquitos ornitofilicos y aves
susceptibles. Este virus se convierte en una amenaza para los seres humanos cuando los
mosquitos alimentados de forma oportunista, se infectan con el agente y amplian su espectro de
ingestion sanguinea a la poblacion humana (Richards et. al., 2009). Los vectores primarios del virus
SLE en los Estados Unidos de America, donde hay registros de esta enfermedades, han sido
identificados como Cx. tarsalis, Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus y Cx. nigripalpus. En pruebas de
laboratorio, Cx. quinquefasciatus muestra mayor susceptibilidad y competencia vectorial para
albergar a los virus de la Encefalitis de San Luis (Reisen et. al., 2010). De acuerdo con lo publicado
por Flores y colaboradores (2010), el virus de la ESL se registra en las zonas templadas del
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Argentina y Cx. pipiens es considerado el principal vector. En el laboratorio, Cx. quinquefasciatus
presenta infectividad y transmision vertical (Madre-Hijo), pero en las zonas endémicas donde esta
presente, la presencia del virus se reduce durante el invierno, porque Cx. quinquefasciatus no
realiza diapausa (estado fisiolégico dindmico de baja actividad metabdlica mediado por
neurohormonas con factores desencadenantes y terminantes bien especificos, que usan algunos
seres vivos para sobrevivir condiciones ambientales desfavorables y predecibles, tales como
temperaturas extremas, sequia o carencia de alimento).

Fiebre del Virus del Oeste del Nilo

El Virus del Oeste del Nilo (VON) 6 WNV “West Nile Virus” por sus siglas en inglés, ha surgido en
los Gltimos afios en regiones templadas de Europa y América del Norte y se ha convertido en una
amenaza de salud publica, equina y animal. La manifestacién mas seria de la infeccién por VON es
la encefalitis fatal (inflamacion del cerebro) en humanos y caballos, asi como la mortalidad entre
ciertas especies de pajaros domésticos y salvajes. Investigaciones de Turell y colaboradores (2001)
demostraron que Cx. quinquefasciatus es una especie importante en la transmisién de la
encefalitis y la meningitis causada por el VON. Segun los autores, una variedad importante de
mosquitos es susceptible al virus, sin embargo, algunas especies pertenecientes del género Culex
tienen mayor capacidad de transmitir al virus, especialmente conocido por su adaptacién
hematofagica a las aves y los seres humanos. El hibrido resultante del cruce de las subespecies Cx.
pipiens y Cx. quinquefasciatus fue el centro de estudios en los Estados Unidos de America, por su
potencial como vector puente de VON (Savage et. al., 2008). Uno de los factores mds relevante
para el potencial del vector hibrido es la tendencia de las hembras de alimentarse de sangre tanto
de aves como de seres humanos. Estos hdabitos son caracteristicos de los padres por separado,
mientras que el hibrido los adquiere en la misma proporcién (Fonseca et. al., 2004). Esta condicidn
sugiere otra dindmica, en las areas de hibridacion, de los ciclos epidemiolégicos de las
enfermedades transmitidas por vectores. (Kwan et. al., 2010).

El VON es un flavivirus proveniente de Africa, y ha sido extendido hacia el mundo a través de la
migracion de las aves infectadas. La enfermedad parece ser el producto de una cadena de
transmision: aves <> aves <> mosquito transmisor <> ave, hombre u otros mamiferos (caballos,
vacas, perros, gatos) (McLean et. al., 2001). El primer caso en las Américas ocurrido en 1999 en
Nueva York, EE.UU. Este caso motivo la preocupacion de las autoridades de salud publica por su
rapida propagacion (Asnis et. al., 2001). Los primeros informes de actividad del VON en México se
publicaron en julio de 2003, cuando se detectaron anticuerpos contra el VON en caballos en los
estados de Coahuila y Yucatan. (Blitvich et. al., 2003. Lorono-Pino et. al., 2003). Comunicaciones
mas recientes incluyen la identificacion de caballos, aves y mosquitos infectados, asi como el
informe de un caso confirmado en una persona en el estado de Sonora. (Elizondo-Quiroga et. al.,
2005. Blitvich et. al., 2004. Deardorff et. al., 2006). En México, sobre todo en los estados del
noreste (Tamaulipas, Nuevo Le6n y Coahuila) se activo un estado de alarma epidemiolégica en los
sistemas de salud por los informes de casos humanos, equinos infectados, aves silvestres y
especies de mosquitos vectores positivos al VON notificados en los estados de Texas y Louisiana
de EE.UU,, ya que constituyen potencialmente un alto riesgo de producir epidemias de VON en
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esta region. Este hecho resalté la gran importancia de detectar de modo oportuno la presencia de
este agente viral. La Secretaria de Salud de México inicid la vigilancia seroepidemiolégica del VON
desde el afio 2003. Hasta la fecha ya se han registrado casos positivos en aves y equinos. En el caso
de personas, la Secretaria de Salud ha muestreado sueros de 24 estados de la Republica y todas las
muestras resultaron negativas. Para el caso especifico de la Ciudad de México recientemente se ha
hecho énfasis en el movimiento de las aves migratorias desde el hemisferio norte, Estados Unidos
y Canadd, donde el virus fue detectado. El desfile de las aves y los sitios de alta densidad de
mosquitos favorecen el establecimiento de un ciclo enzoético del virus y por tanto la infeccion de
aves residentes y humanos.

Las Filariasis

La filariasis constituye un grupo de enfermedades parasitarias en el humano y otros animales, y
por lo general en areas tropicales, causada por la infeccién de “filarias”, nematodos del orden
Spirurida, superfamilia Filarioidea, que son transmitidos en forma de larva o microfilaria a los
vertebrados por un artrépodo, generalmente mosquitos de las familias Culicidae o Phlebotomidae
0 moscas de la familia Tabanidae, luego de lo cual las larvas se localizan adecuadamente para
convertirse en adultos.

Dirofilariasis del gusano del corazén canino

El agente causal de la dirofilariasis es el microfilarideo Dirofilaria immitis, el gusano del corazén del
perro, que es pardsito de perros y otros mamiferos, siendo el hombre un hospedero terminal que
desarrolla lo que se conoce como dirofilariasis pulmonar. (Simén et. al., 1991). En la dirofilariasis,
el parasito adulto se instala en el corazon y libera microfilarias en la sangre, desencadenando una
serie de complicaciones en el sistema circulatorio (Vezzani et. al., 2006). El papel del complejo
Culex pipiens en la transmisién de la Dirofilaria ha sido poco estudiado, pero para Ahid y Lourengo
de Oliveira (1999), Cx. quinquefasciatus es considerado un vector secundario del parasito del
corazon canino en el sureste de Brasil y es el vector primario en el noreste de Brasil, en una zona
enzodtica de la region. Los vectores de esta microfilaria son los mosquitos adaptados a los centros
urbanos, que se alimentan de la sangre de perros infectados, y tiene la competencia vectorial y la
longevidad suficientes para el desarrollo del agente causal en la fase infectiva y la capacidad de
transmitirla a los seres humanos por la ingestion de sangre nueva. Entre los culicidos que han sido
reportados como vectores de esta enfermedad en ciclos enzodticos de la dirofilariasis se
encuentran Ae. aegypti, Ae. scapularis, Cx. nigripalpus, Cx. declarador y Cx. quinquefasciatus
(Labarthe et. al., 1998). Como se mencion6 previamente, el ser humano es un hospedero
accidental de D. immitis, donde no logra completar su ciclo biolégico, pero estan descritos casos
humanos con Dirofilariasis pulmonar en distintos paises del mundo (Espafia, Italia, Estados Unidos,
entre otros) (Theis, 2005). Recientemente, la enfermedad del gusano del corazén se ha informado
en Buenos Aires, Argentina, siendo el mosquito Cx. pipiens junto con Ae. aegypti, considerados
como vectores principales de la zoonosis (Vezani et. al., 2010).
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Filariasis Americana de Bancroft (elefantiasis)

La filariasis linfatica o elefantiasis es una de las enfermedades tropicales mas graves debido a que
causa invalidez y desfigura a quienes la padecen; se encuentra en Brasil, Reptblica Dominicana,
Guyana y Haiti; actualmente, en las Américas, hasta 11 millones de personas siguen expuestas al
riesgo de contraer la infeccion. La filariasis América de Bancroft (elefantiasis) tiene como agente
etiolégico un helminto de la familia Filariidae, la especie Wuchereria bancrofti. Este parasito
presenta filaremia (tasa que indica la presencia circulante de microfilarias por milimetro cubico de
sangre en un tiempo determinado) periddica nocturna en la sangre periférica de individuos
infectados. Los gusanos adultos formar conjuntos agrupados que dificultan la circulacion de la
linfa(liquido corporal carente de pigmentos que circula por los vasos linfaticos) (Raju et. al., 2010).
El mosquito Cx. quinquefasciatus es considerado el principal vector en el ciclo la transmisién y
propagacion de la filariasis linfatica (Regis et. al., 1995). Esta capacidad del mosquito es apoyada
por su comportamiento, incluyendo la capacidad antropofilica alta, su alta capacidad de
domicializacion y sus habitos nocturnos. Cx. quinquefasciatus es muy proclive a la infeccién por los
embriones de W. bancrofti, lo que aumenta su capacidad en la transmisién de la enfermedad
(Bartholomay et. al., 2010). Por otra parte, en las regiones endémicas, se ha demostrado que las
hembras tienen un grado de longevidad suficiente para permitir el desarrollo del parasito en la
fase infectiva (Forattini, 2002).
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JUSTIFICACION.

En los dltimos afios el medio ambiente de nuestro planeta ha sufrido considerables
transformaciones en muchas zonas como consecuencia del desarrollo de proyectos agricolas, la
urbanizacion, y otras actividades de desarrollo econémico de la especie humana que repercuten
en la utilizacién de los terrenos y del agua. Cabe suponer que muchos de los organismos de estas
zonas, particularmente los insectos, estan adaptdndose a estas transformaciones, los cuales
responden a esos cambios en el habitat. Por esta razén el presente estudio sobre la Genética de
Poblaciones en dipteros hematéfagos como son los mosquitos, y particularmente los miembros
del complejo Culex pipiens, es fundamental, a fin de contribuir como una medida preventiva, y
visualizar el comportamiento actual de este vector, asi como el potencial que tiene de distribuirse
en la capital de nuestro pais y sus alrededores. Dado que el mosquito Culex pipiens esta
directamente relacionado en la transmision del VON (Smith y Fonseca, 2004), y tiene un alto grado
de adaptacion al ambiente humano, el conocer la distribucion y la Genética de Poblaciones de este
vector permitira predecir el riesgo que existe de que se suscite una epidemia de esta enfermedad
y se propague la misma en la zona conurbada de la capital del pais; zona que se ha transformado
de ser una regién eminentemente agricola a lograr un importante desarrollo urbano en un corto
tiempo.

En México, los medios de comunicacién informaron desde julio del 2002, la posible presencia del
VON a través de aves provenientes de Estados Unidos, lo que causé natural alarma entre la
poblacion, sin embargo, funcionarios de la Secretaria de Salud informaron que México estaba
preparado para enfrentar un eventual brote de esta enfermedad ya que, se habian lanzado
campaiias para controlar la proliferacion de mosquitos por la epidemia de dengue que existia en
Centroameérica y, por lo tanto, las mismas servirian también para controlar el vector del virus del
Nilo; esas mismas autoridades, afirmaron que la posibilidad de que México sufriera el embate de
este virus era reducida y que, en caso de que fallara ese prondstico, se contaba con la
infraestructura necesaria para detectar y controlar a tiempo cualquier brote.

Estas afirmaciones no son, ni fueron, convincentes, y queda claro cuando nos regresamos a
observar otras enfermedades como el dengue a la cual no se le ha canalizado la atencién ni los
recursos necesarios para su control. Por otro lado el vector del VON se encuentra distribuido a
altitudes mayores que el Ae. aegypti, por lo tanto las campafias para el control de Aedes no
pueden ser las mismas que para el vector del VON. La ciudad de México presenta un esquema o
panorama similar al de la ciudad de Nueva York, la cual presenté una de las epidemias mas
grandes de los dltimos afios; el vector de esta enfermedad esta presente en esta ciudad y ello nos
obliga a canalizar esfuerzos mayores a fin de comprender la biologia y el comportamiento del
vector y de esta enfermedad. En el presente trabajo se realizar6 el ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA
GENETICA POBLACIONAL DEL VECTOR Culex pipiens TRANSMISOR DEL VON EN LA CIUDAD DE
MEXICO a fin de contribuir a este seguimiento y control de esta enfermedad, realizando la
identificacion de criaderos y fundamentando las medidas basicas para su erradicacién y/o control
en la Capital del pais y su Zona conurbana.
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HIPOTESIS

El VON es transmitido por los mosquitos del complejo Culex pipiens, por lo tanto el

conocer la distribucion y la genética de poblaciones de este vector permitira predecir el riesgo que
existe de que haya epidemias de esta enfermedad en el Area Metropolitana de la Ciudad de

México.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar distribuciéon y la estructura genética de poblaciones naturales de mosquitos del

complej

o Culex pipiens en la Ciudad de México, utilizando marcadores fenotipicos y moleculares.

Objetivos Particulares

Conocer los valores morfométricos de las alas de las hembras adultas de las poblaciones
colectadas determinando las variaciones morfoldgicas para establecer las especies en las
distintas dreas geograficas del sitio muestreado.

Determinar los valores morfométricos de la genitalia masculina de los mosquitos adultos
en las poblaciones colectadas para establecer las especies presentes en las distintas areas
geograficas del sitio muestreado.

Disefiar primers para amplificar la region de la NAD deshidrogenasa 4 del genoma
mitocondrial de los miembros del complejo Culex pipiens, identificando los patrones de
variacion a partir de la secuencia del ADN mitocondrial, a través del analisis por SSCP para
establecer el perfil genético de las poblaciones colectadas en las distintas &reas
geograficas del sitio muestreado.

Identificar el perfil genético de los miembros del complejo Cx. pipiens a través de la
amplificacion de la regién nuclear del segundo locus de la Acetilcolinesterasa (Ace 2);
Identificando posibles eventos de introgresion genética e hibridacién entre los taxones del
complejo Cx. pipiens.

Analizar los diferentes factores medioambientales y sus relaciones con los vectores
encontrados, que sugieren el establecimiento de una potencial epidemia del Virus del
Oeste del Nilo en la Ciudad de México.

Relacionar el perfil genético y morfolégico de las poblaciones colectadas en las distintas
areas geograficas del sitio de muestreo a fin de determinar la estructura genética de
poblaciones naturales de mosquitos del complejo Cx. pipiens en la Ciudad de México.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Colectade Culex sp.

Analisis morfoldgico de huevos,
Larvas, pupas y adultos

Extraccion de DNA

Amplificacion del Gen Nuclear
del locus ACE 2 por PCR

Amplificacién del Gen ND4
del DNAmt por PCR

Identificacion de haplotipos Identificacion de especiesy
por,SSCP genotipos
I

Confirmacién de haplotipos Confirmacién de haplotipos

por secuenciacion por secuenciacion

Analisis Estadistico
|
I
Frecuencia de haplotipos
| Filogenia
Distancia Genética 8

Asociacion entre poblaciones

|

Estructura Genética Poblacional
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METODOLOGIA
Muestreo.

Todos los procedimientos descritos a continuacion se llevaron a cabo en las instalaciones del
Insectario Anexo del Laboratorio 1 del Departamento de Genética y Biologia Molecular del Centro
de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional. Las colectas de los
estadios acudticos de los mosquitos se realizaron con cucharones y succionadores para liquidos,
de acuerdo a las recomendaciones hechas en el libro “The Biology of Disease Vectors” (Beaty y
Marquardt, 1996) y las ensefianzas de los Drs. Barry Beaty y William Black IV de Colorado State
University, lldefonso Fernandez de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn y el Maestro Jorge
Pascual Martinez del Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Oaxaca (Ver figura 10B).
Las capturas de mosquitos adultos se llevaron a cabo con aspiradores del tipo descrito por Nataly
Marucci (1984), que pasan lentamente a través de la vegetacion sin dafiar los especimenes (Figura
10Ay 10D).

Durante las colectas en campo, los mosquitos adultos fueron sacrificados por inhalacién de
acetato de etilo en camaras letales y se colocaron individualmente en crio-tubos para ser
colocados en ultracongelacion, este procedimiento, que se acompafia de un proceso de secado
con silica gel, se realiza para mantener la integridad de las caracteristicas externas de los
mosquitos, lo que facilita la identificacion morfoldgica. Inicialmente, los mosquitos fueron
identificados por morfologia, con la ayuda de una lupa (20X en campo) y con el microscopio
estereoscopico (40X-100X en laboratorio) y de acuerdo con las especificaciones de las claves
taxonémicas de Darsie y Ward (2005) y Forattini (2002). Posteriormente fueron montadas
laminillas con las estructuras de los 6rganos genitales de los machos adultos para la confirmacion
de caracteres morfoldgicos externos. En lugares distantes, se realizaron recolecciones de larvas,
utilizando cucharones y pipetas entomoldgicas (Figura 10B) y envasados en botellas de plastico
con agua y respiraderos para el transporte. En las casas aledafias a los sitios de coleccion cerca de
los panteones, las hembras adultas gravidas fueron capturadas con las capturadoras de luz
ultravioleta tipo CDC y se colocan en jaulas portatiles para su transporte al laboratorio (Ver figuras
10A y 10F). Con estos procedimientos, la intencién fue obtener individuos de la primera
generacion (F1) y poder determinar la fuente de alimentacion de sangre contenida en los
intestinos de estas hembras.
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Figura 10. Proceso de colecta y seleccion de individuos muestreados. (A) Capturadora
tipo CDC-UV para colecta de adultos en sitios cerrados o abiertos. (B) Procedimiento de
colecta de larvas y pupas en el sitio de colecta. (C) Analisis estereoscépico de las
caracteristicas morfoldgicas de los individuos colectados. (D) Capturadora tipo
Succionador para colecta de adultos en sitios de colecta abiertos. (E) Selecciéon de
mosquitos adultos para su futura caracterizacion. (F) Acondicionamiento de las
diferentes poblaciones colectadas dentro de los cuartos de cultivo del Insectario.
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Area de estudio

Se seleccionaron localidades dentro y fuera de la Ciudad de México con alta y baja
densidad de mosquitos. Esta seleccion se hizo considerando las recomendaciones hechas por el
CDC-Puerto Rico, la CSU-EU y la UANL-México. En estos sitios se realizaron las colectas de
barquillas de huevos, larvas, preferentemente en primero y segundo estadio, pupas y adultos,
para la extraccién posterior del ADN, y el andlisis genético mediante los métodos moleculares
descritos posteriormente.

La Ciudad de México, capital de pais, es el Distrito Federal. El Distrito Federal se encuentra en el
mismo nivel de administracion que el resto de los estados. Se encuentra ubicado en el Valle de
México, también llamado la Cuenca de México o el Valle del Andhuac, un gran valle situado en el
Cinturén Neovolcanico de las altas mesetas en el centro de México. Tiene una altitud minima de
2.200 metros sobre el nivel del mar y esta rodeado de montafias y volcanes que alcanzan alturas
de mas de 5000 metros. La ciudad fue fundada principalmente en lo que fue el lago de Texcoco.
Actualmente toda la periferia del lago estd pavimentada y la mayoria de la ciudad se encuentra
urbanizada localizando dreas boscosas que se encuentran en delegaciones del sur de la ciudad,
Milpa Alta, Tlalpan y Xochimilco, principalmente. (Kottek et. al., 2006). El Distrito Federal se divide
en 16 distritos o delegaciones (municipios). (Ver figura 11). Las delegaciones se componen de
cientos de barrios y/o colonias. (Situacién demogrifica de la Ciudad de México).

La ciudad tiene un clima templado himedo en las partes elevadas debido a su ubicacién tropical y
gran altitud. La zona inferior del valle recibe menos precipitaciones que las regiones mas altas de
la zona sur. Las delegaciones de menor elevacion, Iztapalapa, Iztacalco, Venustiano Carranza y la
parte oeste de Gustavo A. Madero son generalmente mas secas y mas calientes que la zona
superior del sur donde se localizan las delegaciones de Tlalpan y Milpa Alta, una regién montafiosa
con drboles de pino y roble conocido como el Ajusco, en Tlalpan. Estacionalmente, las
temperaturas mas bajas suelen registrarse durante enero y febrero, alcanzando de-2 A-5°C (28 a
23 ° F), a veces acompaiiadas por nieve en las regiones del sur del Ajusco. Las temperaturas
maéximas se producen durante la primavera y el verano que alcanzan hasta 32 ° C (90 ° F). El 4rea
recibe alrededor de 700 mm de precipitacion anual, que se concentra de junio a
septiembre/octubre, con poca o ninguna precipitacion el resto del afio. La Ciudad de México es un
importante centro econémico, industrial y cultural en el pais y es la ciudad méas poblada con mas
de 8.836.045 habitantes en 2008 (Estadisticas de poblacién en México). El drea metropolitana,
Zona Metropolitana del Valle de México, consiste en el Distrito Federal y otros 60 municipios del
Estado de México, ubicados principalmente al norte y al este de la ciudad. Esta area tiene una
poblacién total de aproximadamente 20 000 000 de habitantes (estimaciones personales para
2010).

Alvaro Diaz Badillo 44] Posgrado en Ciencias Genomicas




Genética de Poblaciones del Complejo Culex pipiens (Diptera: culicidae) en la Ciudad de México

Europa
Amaérica Asia
G Azcapotraico  Gustavo A
v ’ Madreo
Africa
Estado de Miguel Venustiano
Oceania P Hidalgo Carranza
Maxico Cuauhtémoe Estado de
fxtacileo México
Benito
Juarez
Alvaro
Suajimalps Obregon iztapalapa
fe Moroios
Coyoacin
Estados Unidos
A Tidhvac
B Belice
Guatemala
La Magdatena Xochimilco
Cantroras
Tialpan
Ciudad de
México
Milpa Alta
Estado de
Morelos
México
Morelos

Figura 11. Mapa fisico de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México. Con indicacién de las
regiones aledaiias a las zonas de colectas.

Coleccién de Mosquitos e Identificacion de Individuos

Las larvas de mosquitos fueron monitoreadas y colectadas en los cementerios de diversas zonas
urbanas (Figura 12E), suburbanas (Figura 12G) y rurales (Figura 121) en la Ciudad de México
durante los afios de 2004-2005. Esto represento el primer estudio que describe habitats de las
larvas de mosquitos en la Ciudad de México, su clasificacion taxondémica y distribucién. Las larvas
se colectaron en huecos de arboles, zanjas, canales, estanques, baldes decorativos, charcas,
fuentes, macetas y todo tipo de contencién de agua de cada cementerio monitoreado (Ver figuras
12B, F, H y J). Es importante mencionar que el agua estuvo siempre presente en los diferentes
intervalos de tiempo durante el periodo de muestreo.

Monitoreo de Larvas y Mosquitos adultos durante todo el afio. Este proceso de monitoreo y
recoleccion se aplico con la finalidad de tener el dato espacial y temporal de las colectas
seleccionadas durante todos los meses del afio, en algunos panteones, a fin de realizar un andlisis
estadistico mas detallado.
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Colectas de Mosquitos en periodos de lluvias. Se colectaron las larvas y adultos de Culex sp.
presentes en recipientes artificiales que almacenan agua, y que constituyen criaderos potenciales
para este tipo de mosquitos (como se menciono previamente, tambos, llantas, floreros, piletas,
botellas, envases de pléstico y unicel, etc.). Las colectas se realizaron preferentemente después
del inicio del patron de lluvias establecido para la zona metropolitana para realizar un anélisis
temporal de la dindmica de las poblaciones de mosquitos, realizando colecciones mensuales en
seis ocasiones de mayo a octubre de 2005. Los individuos adultos fueron colectados con el
succionador portdtil y colocados en tubos individuales. Las larvas fueron colectadas con
cucharones, goteros y/o pipeteros y se colocaran en bolsas o recipientes de plastico, del tipo para
muestreo de campo, debidamente etiquetadas para ser transportadas al insectario, de donde
emergerieron los adultos para la F1. Las larvas fueron criadas en condiciones normales de
humedad y temperatura (20°C, 60% humedad relativa) y las pupas se colocaron
(aproximadamente 200 pupas/recipiente) en jaulas (30 x 30 x 30 cm) hasta la emergencia de los
adultos (aproximadamente 400 adultos/jaula). Estos mosquitos se mantuvieron en los cuartos de
cultivo del insectario a 28 °C + 2 °C, con un fotoperiodo de 14:10 horas (Luz:Oscuridad). Estos
individuos colectados fueron caracterizados e identificados adecuadamente, se separaron
hembras y machos y seleccionaron exclusivamente aquellos del complejo Culex pipiens, que
fueron colocados individualmente dentro de un tubo eppendorf y mantenidas a -80 °C para la
posterior extraccion del ADN.
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Figura 12. Paisajes de los habitats de los mosquitos en los sitios de recoleccidn.
Estadio de desarrollo de los mosquitos colectados, (A) Huevos, (B) Larvas, (C) Pupas
y (D) Adultos. (E-F) Zona urbana, area representativa en los cementerios de la
Ciudad de Meéxico caracterizada por la alta densidad de poblacién humana,
transporte publico y medios de comunicacion abundantes y que contiene una
pequefia cantidad de zonas verdes. (G-H) Zonas suburbanas, esta area esta
constituida por un equilibrio entre los edificios y las zonas verdes, con transporte
publico y medios de comunicacion suficiente, pero donde la gente no se dedica a
actividades agricolas. (I-J) Zona rural, esta area es poco representativa y se
caracteriza por la baja densidad de poblacion humana, con medios de transporte y
comunicacion insuficiente, pero con areas verdes y agricolas. (F, Hy J) Se muestra la
variedad de recursos naturales y contenedores artificiales representativos de los
habitats de cada una de estas regiones de recoleccion en los cementerios de la
Ciudad de México.
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Pruebas morfométricas
Morfologia del ala femenina

Se procesaron entre 30 y 50 hembras adultas de cada uno de los sitios de colecta para el analisis
de los caracteres morfométricos de las alas. Estas fueron retiradas y montadas en portaobjetos y
cubiertas con cubreobjetos para su posterior analisis en el microscopio. Se realizé la digitalizacion
de las iméagenes y se describio la distribucién de los 18 puntos conforme a lo mostrado en las
figura 5y 13A. De aqui se determina la relacion para cada individuo, dividiendo la longitud radial,
(Ry) por la longitud de la vena radial,.; (R; .3), utilizando los puntos 4, 16 y 17, de acuerdo con
Linam y Nielsen (1962). Con los datos morfométricos fueron ordenados los diferentes grupos de
hembras adultas.

(A)

(B) h C Se R2+3(Vena Radial)  R2(Celda Radial)

Al CUAZ CUAl

Figura 13. Analisis morfométrico del Ala de los mosquitos Hembras adultos. (A) El esquema del ala
muestra los puntos importantes para el analisis morfométrico de las poblaciones. (b) Aspecto del
ala del mosquito del complejo Cx. pipiens, donde se indica la ubicacién de la celda Radial, (R,) y la
vena Radial,,s (R; 4+3). Ambas pruebas utilizadas para este estudio morfométrico de las hembras
adultas en las distintas poblaciones.
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Morfologia de la genitalia masculina

Para realizar la identificacion morfolégica de los adultos machos de las distintas poblaciones se
montaron 100 mosquitos de cada una de ellas seleccionados al azar y se observaron los caracteres
morfologicos del falosoma mediante la técnica de montaje de los genitales (Figura 14) y de
acuerdo a lo sugerido por Sundararaman (1949) y Consoli y de Oliveira (1994), con modificaciones.
En primer lugar, se corta con una alicata entomoldgica los segmentos VIl y VIII del abdomen de
macho adulto, posteriormente, para aclarar, deshidratar, colorear y secar el segmento del material
cortado, se utilizan las soluciones de Hidroxido de Potasio (KOH al 10%), alcohol etilico (EtOH al 70,
80, 90 y 95%, alcohol absoluto), aceite de creosota y balsamo de Canada. Como resultado, los
genitales se separan y el resto del material se desecha. La estructura del edeago (aparato
copulador masculino en los insectos) se aisla y se le afiade una gota del balsamo de Canada, para
posteriormente digitalizar las imagenes obtenidas en el microscopio. De acuerdo con
Sundararaman (1949), S=DV/D, donde S=relacién de Sundararaman, con DV=distancia entre los
extremos de los brazos dorsal y ventral y D=distancia entre los extremos de los brazos dorsales.
Por lo tanto, el valor promedio de la relacion S es de aproximadamente 1.0 para Cx.
quinquefasciatus y proximos a cero para Cx. pipiens.

DV DV

) * D

Brazo Ventral

Brazo Dorsal

Figura 14. Aspecto general del falosoma de Cx. quinquefasciatus y la ubicacién de los puntos
para medir la relacion DV / D (radio de distancia entre los brazos dorsal y ventral del edeago.
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Aislamiento de ADN a partir de artrépodos individuales

Se utilizo el método descrito por la Dra. Patricia Romans de la Universidad de Toronto y que es una
modificacién del procedimiento descrito por Coen y col. (1982) y Black (1992); a grandes rasgos se
coloca el mosquito en un tubo con 25 microlitros de amortiguador de macerado, se triturara con
un pistilo de plastico (Kontes). Se centrifugard brevemente hasta obtener un homogenizado. Se
incuba dicho homogenizado a fin de desnaturalizar las proteinas. Se agregan 7 microlitros de
Acetato de Potasio (KCH3COO 8M) y se mezcla ligeramente. Se incuba en hielo a fin de que el
dodecilsulfato sédico (SDS) precipite. Se vuelve a centrifugar y se transfiere el sobrenadante a un
tubo nuevo y limpio. Se adicionan 100 microlitros de etanol absoluto y se incuba en hielo a fin de
precipitar los dcidos nucleidos. Se centrifugara y se extraera el etanol de modo que la pastilla con
el ADN permanezca en el tubo. Se lava la pastilla con etanol al 75% y se centrifuga extrayendo
posteriormente las trazas de etanol con un proceso de aire seco. Se resuspende la pastilla en 200
microlitros de TE (Tris-EDTA), alicuotando el ADN en dos partes, una para trabajo inmediato y la
otra para su utilizacién posterior.

Diseiio de primers para amplificar regiones especificas en el mtADN

Simon y col. (1994) proporcionaron una revision de primers usados para amplificar regiones del
genoma mitocondrial en mosquitos. Brower y DeSalle (1998) enlistan regiones potenciales del
genoma nuclear en insectos. El método mas sencillo para el disefio de primers es el alineamiento
de secuencias homologas de regiones conservadas que flanquean regiones hipervariables. Por lo
cual en el laboratorio diseflamos primers degenerados a partir de regiones conservadas que
flanquean regiones hipervariables para amplificar de 7 a 9 regiones del genoma mitocondrial en
mosquitos. Realizamos un alineamiento de las secuencias homologas ya conocidas en el genoma
de An. gambie, An. quadrimaculatus, Drosophila melanogaster y Drosophila yakuba; dichos
alineamientos se realizan utilizando el programa Vector NTI y se propusieron los siguientes
primers de la tabla 2.
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Tabla 2. Primers para |la amplificacion del ADN mitocondrial en mosquitos.

Nombre Secuencia5” € 3’ Tamaiio
125+ TACTAT GTT ACG ACT TAT 450 pb
125- AAA CTA GGATTA GAT ACCC

165+ CCG GTY TGAACT CAGATCAYG T 550 pb
165- CRCCTGTTTAWCAAAAACAT

CTB+ ACA TGA WTT GGW RMW CGA CCA GT 300 pb
CTB- GGT ACW TTA CCT CGW WTT CGW TAT GAT

16Sbl+ ACA TGA TCT GAG TTC AAA XXG G 300 pb
16Sbl- GGT CCY TTA CGA ATTT GAA TAT AT

16Sbll+ | ACA TGA TCT GAG TTC AAA CCG G 1321 pb
16Sbll- ACA TGA WTT GGW RMW CGA CCA GT

ND5+ ATT AGG RTG AGA TGG NTT AG 390 pb
NDS- AAT AAA TAW CAN CCW GCT GT

ND4+ GTD YAT TTA TGA TTR CCT AA 387 pb
ND4- CTT CGD CTT CCW ADW CGT TC

El genoma mitocondrial, siendo haploide, no tiene pares de cromosomas o intercambios de alta
complejidad. También son raros los casos de inserciones /deleciones a lo largo de la secuencia, asi
como los enlaces de doble cadena son menos estables, pero se sabe que la mayor cantidad de
ligaciones dobles son del tipo del enlace A ¢>T. Como resultado, los fragmentos de genes son
facilmente amplificados, lo que da como resultado bandas de electroforesis mas homogéneas y
métodos de secuenciacion directa para la lectura de la secuencia de bases. En este estudio, se
utilizo un fragmento del gen mitocondrial de la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa (ND4).
Segun Gray (1989), los genes codificantes de las subunidades de la nicotinamida adenina
dinucleétido - NADH deshidrogenasa (ND1-6) y 3-COX1 son los que acumulan mas rapidamente las
sustituciones de bases en el genoma mitocondrial. Lo que causa mayor probabilidad de que sufra
constantes impactos de estrés oxidativo durante los procesos metabdlicos de la respiracion
intracelular y, mas tarde, estos productos de los genes sufren la presion selectiva (Wei et. al.,
1998). Esta dindmica contribuye a la diversidad y a la evolucién de las especies. En base a estudios
previos del laboratorio en Aedes aegypti (Gorrochotegui-Escalante et. al., 2000) y considerando lo
antes expuesto se selecciono el gen ND4 para realizar el analisis de la regién mitocondrial.
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Establecimiento y corrimiento de las reacciones de PCR para el analisis SSCP

Para cada reaccion, 50 microlitros de volumen final, se adicionaran 43.5 microlitros de agua
bidestilada, filtrada y esterilizada, 5 microlitros de amortiguador de PCR 10X, 0.5 microlitros de
20mM de dNTPs y 50 pM de cada primer. Se depositan 48 microlitros del amortiguador anterior
(1X) dentro de un tubo estéril para PCR, se afiaden 2 gotas (25 microlitros aproximadamente) de
aceite mineral estéril. Se colocaran los tubos en proceso de CrossLinker (esterilizacién) a fin de
destruir posibles contaminantes contenidos en la reaccién. Se adiciona el ADN (20 a 30
nanogramos, 1 a 2 microlitros del resuspendido) atravesando la capa de aceite mineral de la
mezcla 1X. Se colocan los tubos dentro de un termociclador y se calientan a 95°C por 5 minutos.
Se reduce la temperatura a 80°C y se agregaran de 0.5 a 1 unidad de enzima Taq polimerasa en
cada tubo. El ciclo para la reaccion de PCR se describe a continuacion: Desnaturalizacion
92°C/1min, Alineamiento 48°C/1min, Extension 72°C/2min; lo anterior se repite por 10 ciclos.
Desnaturalizacién 92°C/1min, Alineamiento 52°C/35seg, Extension 72°C/2min; lo anterior se repite
por 32 ciclos. Extension final 72°C/7min, Almacenamiento 4°C/Tiempo indefinido. Para finalizar se
realizara un gel de agarosa al 1.5% con TBE 1X para determinar si los productos fueron
amplificados. Se revela con bromuro de etidio.

Montaje, carga y corrimiento de geles verticales para SSCP

El andlisis por SSCP (Single strand conformation polymorphism) requiere de la separacion final de
los fragmentos del ADN por electroforesis, para ello se necesita elaborar un gel con una malla que
pueda resolver (revelar) las diferencias en tamafios debidas al cambio en un solo nucleétido;
ademas se desean resolver las diferencias en la forma de la molécula de ADN de cadena sencilla
renaturalizada. La electroforesis puede ser por lo tanto llevada a cabo bajo condiciones que no
interrumpan el apareamiento de las bases dentro de la cadena. Para esto se utilizaran geles no
desnaturalizantes con bajo medio de porosidad; la matriz del gel con baja porosidad es mas facil
de generar usando arcrilamida. Para el montaje se le da un tratamiento exterior de la cara de la
placa del vidrio con Xilano para asi poder adherir el gel al vidrio para su posterior tincién con plata.
La placa opuesta es lavada y tratada con Sigmacote o Acrilasa, con el fin de evitar la adhesion del
gel a esta placa. La matriz la elaboramos mezclando 16.7 mililitros de acrilamida al 30%, 20
mililitros de TBE 5X, 58.3 mililitros de agua desionizada y de 4 a 5 mililitros de glicerol. Se filtra la
solucién y se le afiaden 100 microlitros de Persulfato de Amonio mas 100 microlitros de TEMED
(Tetrametil etilen diamina); el gel es cargado y después de la polimerizacién se remueven los
peines y los pozos formados son lavados con TBE 1X. Para poder cargar las muestras se afiaden de
0.5 a 1.0 microlitros de la muestra mds 5.5 microlitros de buffer de corrida. Las muestras entonces
son llevadas a un termociclador a 95 °C durante 4 minutos y se pasa directamente la muestra a
una cama de hielo. Las muestras entonces son cargadas en el gel. La electroforesis es realizada a
temperatura ambiente (20-26 °C) de 16 a 24 horas con un patron de corriente constante de 16
miliamperes y utilizando un buffer de TBE 1X.
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Tincion con plata de los geles SSCP

El complejo de la plata con muchas moléculas bioldgicas incluye a los acidos nucleidos. La plata
forma un complejo con los acidos nucleidos que puede ser reducido con una ligera base (débil)
para dar una forma obscura de tono negro-café y asi de este modo los acidos nucleidos que tienen
complejo con la plata pueden ser detectados. En el gel de acrilamida, los acidos nucleidos tienden
a ser separados y son tefiidos con plata, se asegura la fijacion del gel en 4cido acético, se lava con
agua bi-destilada y des-ionizada, y finalmente se coloca el gel en una solucién que contiene nitrato
de plata. La metodologia se sigue como lo propone Black y colaboradores. (1992).

El gen de la Acetilcolinesterasa (Ace)

Para ayudar en la identificacion de las especies, subespecies e hibridos o posibles especies
cripticas (especies gemelas que son extremadamente similares en apariencia -morfologia,
fisiologia y comportamiento- pero que se hallan reproductivamente aisladas entre si) del complejo
Cx. pipiens se utilizaron pruebas de PCR multiplex para poder ver el patrén de bandas de
electroforesis, la region nuclear polimérfica del segundo intrén del locus de la acetilcolinesterasa
(Ace 2). Las pruebas se realizaron de acuerdo con los protocolos descritos en la obra de Bourguet y
colaboradores (1998), Sanogo y Colaboradores (2007 y 2008) y Smith & Fonseca (2004). El 4rea
molecular de estudio abarca una parte del exén 2, el fragmento completo del segundo intrén y
parte del exén 3 (Ver figura 15).

INTRON 2

Figura 15. Fragmento Ace 2 de la Familia de genes de |a acetilcolinesterasa.

Los estudios de Smith & Fonseca (2004) presentan una serie de polimorfismos del gene Ace 2 en la
entre los miembros del complejo Cx. pipiens, haciendo énfasis en que en la regién de los exones
los polimorfismos son escasos. Casi todas las sustituciones de bases en el intrén Ace 2 de las
especies Cx. pipiens y Cx. quinquefasciatus son diferentes entre las especies y similares dentro de
cada especie. Por lo tanto, fue posible estandarizar los tamafios de las bandas de electroforesis,
con el uso de enzimas de restriccion y el disefio de primers o cebadores internos para la
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amplificacién de fragmentos por la técnica multiplex. En este estudio, inicialmente se utilizaron
todos los primers descritos por Smith & Fonseca (2004), pero posteriormente se opté por un
multiplex-PCR, que combina los dos primers fowards (hacia adelante), que son especificos de cada
una de la especies encontradas en México, con el primer reverso (hacia atras) localizado en el
exon 3 de todas las especies del complejo (5'-ACEquin CCTTCTTGAATGGCTGTGGCA- 3', 5'-Acepipe
GGAAACAACGACGTATGTACT-3', 5'-B1246s TGGAGCCTCCTCTTCACGG-3'), como se muestra en la
figura 16. Para el andlisis de los resultados de amplificacion de Ace 2 las reacciones de
amplificacion de PCR se realizaron como se describié previamente para el ADN mitocondrial. El
ciclo para la reaccion de PCR se describe a continuacién: Desnaturalizacion inicial 94 °C/5 min.
Desnaturalizacion 94°C/30 seg, Alineamiento 56 °C/30 seg, Extension 72°C/1 min; lo anterior se
repite por 35 ciclos. Extension final 72°C/7min, Almacenamiento 4°C/Tiempo indefinido. Para
finalizar se realizara un gel de agarosa al 1.5 % con TBE 1X para determinar si los productos fueron
amplificados. Se revela con bromuro de etidio.

F1457 - F1457
Cx. quinquef i gaggagatgt ggaatcccaa cacgaacgta tcggaggact gtctgtatct gaacatttgg
Cx. pipiens i gaggagatgt ggaatcccaa “acaaacgta tcggaggact qgtctgtatct gaacatttgg
Cx. quinquef 61 gtaccaacga of >catgga cgaggactaa actttggaaa caacgatgta
61 gtaccaacga gcgccacgga cgaggactaa acttt
* - ACEquin *
Cx. quinquef 121 agtactactt gtacacagaa cgccagaaaa atatcgatga tg-ctctgtt
121 -a:ft gtacacagta cgacagaaaa atgtcgatga tggctctgtc
* * * * « «
Cx. quinquef 180 aggatttttt ttattggttc ttcgatgatt >gaaggaatt tatagtaaaa
Cx. pipiens 181 agaagttttt tttttgattc ttcgatcatt cggaagaatt tatagtgata
k ox x x * - * ¥
Cx. 240 tggttgagac aaatataaga actaactgaa cttttaaatt ttttctgtcg
Cx. 241 tggtggaaac agatatgaga actaactaaa cttttgacat ttttctgtcg
x * x X ke
C¥k. 300 agctgtgett ggctctgaga gagacaggtc cagagtgtac
SK 301 agctgtgcett ggctctgaga gagacaggtc cagagtgtat
" *

Cz. quinquef 360 tttttagtag tagcgtaggc “cacaaagga

Cx. pipiens 361 tttttagtag ttgcgtaggc ccacaacgga gataattcac aaggttttt:s

«

SR.Euingus 42
°x. pipiens 421 ttcttttett tttgtttttt atggccgtgg “cacctcttt attgcagtac
" * -
quinquef 478 ttccaggacg atgaggactt caccagtcca acggcggcct cgcgatgcty
Cx. pipiens 481 ttccaggacg atgatgactt caccagtcca agggcggcct “gcgatgctg
x
38 gtctggatct 1Cgggggtgg gtttatgagc ggaacatcaa “tggacgt ttacaacgca

41 gtctggatct acgggggtgg gtttatgagc ggaacatcaa cattggacgt ttacaacgca
698 gaaatactgg cggccgttgg aaacgtaatc gtggcctcg
601 gaaatactgg cggccgttgg aaacgtaatc gtggcc

tgcagtaccg agtgggagca
tgycagtaccg agtgggagca

Cx. quinquef 658 ttcggtttct tctacettte jccctacttg aacggeegtg adgaggaggc tcca
Cx. pipiens 661 ttcggtttct tctacctttc gccctacttg aacggcegtg aagaggaggc  tcca
—~ B1246s

Figura 16. Alineacion de secuencias del Gen Ace 2. Se alinearon las secuencias de las dos especies
principales en México del complejo Cx. pipiens, mostrando las diferencias en las bases y ubicando
los primers B1246S y F1457 que son los cebadores externos, asi mismo se muestran los cebadores
internos, que son especificos de cada una de las especies Cx. quinquefasciatus y Cx. pipiens.
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Secuenciacion de los productos de PCR

Para secuenciar los productos de amplificacion de los genes, Nuclear y Mitocondrial, los
fragmentos de ADN fueron purificados por columnas Quiaquick (Quiagen, Chatsworth, Calif.). La
secuenciacion automatizada fue hecha por el método de Sanger y colaboradores (1977), usando el
kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems-Cycle Sequencing Ready Reaction) y utilizando el
secuenciador ABIPRISM 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA) de la Unidad de Acidos
Nucleidos del Departamento de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV-IPN.

Construccidn y analisis de secuencias para los estudios de filogenia

Las secuencias obtenidas se alinearon y compararon con las secuencias reportadas en el GenBank,
por medio del programa Clustal W (Thomson et. al., 1994) y se tradujeron automaticamente
usando el programa BioEdit 7.0.9 (Ibis Biosciencies). Para los analisis filogenéticos se usaron los
métodos de Neighbor-joining, Méxima Parsimonia y Minima evolucién con correccién gamma y un
bootstrap de 1000 repeticiones y el método de substitucion nucleétidica determinada por el
“Model Selection” utilizando el programa MEGA V4 (Tamura et. al., 1993 y 2007).
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RESULTADOS
Especies de mosquitos recolectados

Un total de 202148 larvas de mosquitos pertenecientes a los géneros Culex (77%), Culiseta (18%) y
Ochlerotatus (5%) se obtuvieron de 3955 contenedores de cementerios en las 16 delegaciones de
la Ciudad de México (Ver Tabla 3 y figura 17). Barquillas de huevecillos, larvas de 1°, 2°, 3% y 4°
estadio, pupas y adultos se colectaron en todos los sitios (Ver figura 12); se elaboré una clave
entomoldgica que sirvi6 como guia en los sitios de colecta a fin de diferenciar las distintas especies
en campo, (Ver figura 18). El 49.5% de los sitios colectados tuvieron mosquitos del complejo Cx.
pipiens exclusivamente; EI 40.7% de los sitios ademas mostraron especies de Ochlerotatus y 33.9%
de los sitios tenian ademas mosquitos del genero Culiseta. Curiosamente, Cx. tarsalis sélo se
identificé en el pante6n del Pefion de los Bafios (sitio 87-VC), cerca del aeropuerto internacional
de la Ciudad de México (Ver figuras 17 y 19) coexistiendo con Cx. p. quinquefasciatus. Se observé
que el complejo Cx. pipiens coexiste con especies del los generos Culiseta y Ochlerotatus en 25
sitios, solo con Culiseta en 10 sitios y solo con Ochlerotatus en 17 sitios. En este estudio, utilizamos
tres designaciones para el tipo de ambiente ecoldgico en el que se encuentran las areas aledafias
de los panteones muestreados: Urbano, Suburbanas y Rurales (figura 12), a fin de caracterizar el
paisaje en las diferentes regiones de la Ciudad de México. De los 10250 mosquitos del complejo
Cx. pipiens examinados, el 54.5% eran hembras y el 45.5% eran machos (Ver Tabla 3). La razén
Macho-Hembra fue de 0.84:1.

indice Sifonal en el cuarto instar de las larvas

Las caracteristicas del sifon han sido una caracteristica de valor diagndstico para la caracterizacion
de especies en el complejo Cx. pipiens; estas caracteristicas incluyen en su forma, la relacion de la
longitud del didmetro basal (indice de sifén o indice sifonal), la naturaleza del Pecten, y las
caracteristicas de los mechones del sifén, (Ver figura 18). El indice de sifén se obtiene comparando
la longitud del sifén, con exclusion del acus y las vélvulas, con el didmetro de mayor anchura en el
anillo de la base. Se dice que un sifon esta "inflado" cuando es considerablemente mas amplio el
didametro cerca de la mitad del mismo, comparado con la base. Las larvas de Cx. pipiens
comunmente son mas largas que Cx. quinquefasciatus; los sifones de pipiens generalmente se
exhiben como estructuras largas y delgadas, comparadas con las estructuras de quinquefasciatus
que suelen ser cortas y gruesas (Jupp, 1978), (Ver figura 18), por tanto el indice sifonal de las
larvas de Cx. pipiens suele ser mas grande que en Cx. quinquefasciatus. Diversos autores han
abordado esta caracterizacion morfolégica sin llegar a un consenso (Carpenter y LaCasse, 1955.,
Jupp, 1978., Brogdon, 1981, 1984a y 1984b; Vinogradova y Reznik, 1994; Vinogradova, 2000 y
2003). Por convencién, en nuestro laboratorio se consideraron como parametros los valores
siguientes para las especies en estudio: Cx. pipien-cercanos a 4.0-5.0, Cx. quinquefasciatus-entre
3.0 y 4.0, Culex hibridos-cercanos a 3.9 y Cx. tarsalis-entre 4.5 y 5.5, y considerando los valores
aportados por Carpenter y LaCasse (1955) y Vinogradova (2000). La tabla 4 muestra los valores
obtenidos en nuestras colecciones. (Ver figura 20).
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Tabla 3. Localizacion Geografica de los Cementerios Analizados y porcentaje de mosquitos adultos machos

obtenidos.

O O O 0 U . . 4 a
AO Alvaro Obregénit
01-AO Guadalupe* 19°22'47.12" | 99°11'53.24" 2293 04/04 24 2680 28
02-A0 San Ramon** 19°20'09.21" | 99°16'43.71" 2694 03/04 14 1350 32
03-A0 Santa Rosa Axochiac** 19°20'03.32" | 99°16'49.79" 2697 03/04 28 2030 39
04-A0 Guadalupe Tlacoyaque** 19°19'33.06" | 99°16'09.52" 2698 03/04 12 1060 34
05-A0 San Rafael* 19°20'13.69" | 99°11'31.23" 2297 04/04 16 1100 32
06-A0 Jardin-Nuevo** 19°20'58.08" | 99°15'28.00" 2259 03/04 28 1650 49
07-A0 Jardin* 19°21'00.97" | 99°13'04.34" 2413 03/04 72 6240 32
08-AO Balcones De Cehuayo** 19°21'24.35" | 99°14'27.58" 2541 03/04 8 420 33
09-A0 Tarango* 19°21'45.47" | 99°12'30.23" 2330 04/04 22 1740 43
10-A0 Civil Santa Fe* 19°23'03.41" | 99°13'50.32" 2413 04/04 28 960 46
AZ Azcapozalcoit
11-AZ Santa Lucia* 19°28'33.47" | 99°11'57.30" 2257 01/05 25 2200 41
12-AZ Santa Apolonia* 19°28'25.04" | 99°11'35.28" 2254 01/05 20 1350 33
13-AZ San Isidro* 19°29'12.91" | 99°12'45.68" 2258 02/05 115 4235 39
14-AZ San Juan Tlihuaca* 19°29'15.77" | 99°12'21.05" 2256 02/05 19 1620 40
15-AZ Santa Cruz De Las Salinas* 19°29'19.89" | 99°09'18.06" 2245 04/09 16 1100 47
16-AZ San José* 19°30'02.55" | 99°11'50.95" 2252 02/05 17 890 38
BJ Benito Juarezt
17-BJ Pantedn Xoco* 19°21'33.97" | 99°09'55.87" 2256 28/03 17 2130 42
CcO Coyoacan
18-CO Mausoleos Del Angel* 19°18'25.48" | 99°10'44.25" 2302 29/05 14 710 31
19-CO San Pablo Tepetlapa* 19°19'19.33" | 99°08'18.38" 2249 29/05 25 810 52
20-CO San Francisco Culhuacan* 19°20'02.69" | 99°07'13.64" 2242 29/05 20 2220 43
CJ Cuajimalpaix
21-CJ El Calvario** 19°21'34.14" | 99°18'02.07" 2792 05/06 42 2790 39
22-CJ San Lorenzo*** 19°19'53.48" | 99°19'43.52" 2924 05/06 19 1360 48
23-CJ La Concordia** 19°21'04.33" | 99°19'07.00" 2753 05/06 22 865 48
CuU Cuauhtémocit
24-CU Francés* 19°24'16.94" | 99°09'14.00" 2241 28/03 32 1564 32
GM Gustavo A. Maderoyt
25-GM Progreso* 19°29'03.23" | 99°06'37.33" 2237 03/07 132 5620 48
26-GM Del Tepeyac* 19°29'13.54" | 99°06'56.71" 2270 03/07 36 710 43
27-GM Santiago* 19°28'02.21" | 99°05'23.50" 2235 03/07 24 1345 37
28-GM Centenario* 19°30'02.52" | 99°05'44.20" 2247 03/07 32 2640 39
29-GM Dolores San Juanico* 19°30'17.57" | 99°05'56.29" 2248 03/07 25 1660 51
30-GM Nezahualcoyotl S. Isabel* 19°30'00.26" | 99°06'57.01" 2245 04/07 20 1200 39
31-GM Cartagena San Pedro* 19°3017.26" | 99°07'13.40" 2266 04/07 30 2530 40
32-GM Santa Maria Ticoman* 19°31'12.35" | 99°08'00.44" 2255 04/07 20 2260 41
33-GM Santiago Atepetlac* 19°31'20.24" | 99°09'41.25" 2246 04/07 35 2490 50
34-GM Cuauhtepec* 19°33'05.39" | 99°08'26.84" 2286 04/07 69 2930 47
IC |ztacalco
35-IC San Jose |ztacalco* 19°23'34.92" | 99°07'47.75" 2236 28/03 85 7300 23
1P Iztapalapait
36-IP De San José Aculco* 19°22'31.89" | 99°06'08.60" 2238 28/03 25 3420 31
37-IP Civil San Nicolas Tolentino* 19°20'32.07" | 99°05'01.17" 2296 04/09 149 4765 55
38-IP Civil San Lorenzo Tezonco** | 19°18'36.10" | 99°03'50.60" 2252 04/09 150 2345 44
39-IP La Cuevita* 19°21'24.48" | 99°05'31.83" 2256 04/09 25 1710 52
40-IP 5 De Mayo-Galeana* 19°20'27.05" | 99°02'58.92" 2246 28/08 35 1845 52
41-IP Reforma Municipal* 19°20'21.72" | 99°01'38.28" 2252 28/08 35 3075 39
42-IP De Culhuacan* 19°20'24.82" | 99°06'24.88" 2252 28/03 20 1730 29
43-IP Mirador Santiago* 19°21'13.94" | 99°00'08.08" 2273 28/08 20 875 49
44-IP Santa Martha* 19°21'47.58" | 99°00'44.06" 2250 28/08 35 2640 45
MC Magdalena Contrerasit
45-MC San Bernabe* 19°18'44.54" | 99°15'21.48" 2674 31/07 92 845 48
46-MC San Francisco* 19°18'50.21" | 99°13'58.16" 2481 31/07 35 1255 49
47-MC San Nicolas* 19°17'51.02" | 99°14'04.31" 2518 31/07 25 995 47
48-MC San Jeronimo* 19°19'99.24" | 99°13'32.90" 2417 31/07 20 1485 51
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MH Miguel Hidalgoxt

49-MH Israelita* 19°24'09.88" | 99°12'22.87" 2347 07/08 25 1320 53
50-MH Civil De Dolores* 19°24'04.96" | 99°12'44.20" 2372 07/08 214 4210 67
51-MH Francés* 19°27'08.76" | 99°12'42.74" 2274 21/08 60 4800 51
52-MH Sanctorum* 19°27'15.81" | 99°12'54.89" 2283 21/08 60 3960 52
53-MH Espanol* 19°27'51.13" | 99°12'36.42" 2265 14/08 230 3595 47
54-MH Americano* 19°27'33.80" | 99°12'02.86" 2259 14/08 25 1340 49
55-MH Aleman* 19°27'38.52" | 99°11'56.54" 2257 14/08 20 915 51
56-MH Britanico* 19°27'31.94" | 99°11'57.20" 2257 14/08 20 1005 48
57-MH Monte Sinai* 19°27'31.56" | 99°12'00.79" 2259 14/08 25 1150 51
MA Milpa Alta 3t

58-MA Milpa Alta*** 19°11'22.14" | 99°00'49.03" 2413 10/07 25 1460 52
59-MA San Francisco Tecoxpa** 19°11'41.65" | 99°00'12.47" 2338 10/07 15 1130 60
60-MA San Jerénimo Miacatlan** 19°11'26.61" | 99°00'04.05" 2406 10/07 15 950 47
61-MA San Juan Tepenahuac** 19°11'23.45" | 98°59'43.87" 2424 10/07 15 1160 51
62-MA De Santa Ana Tlacotenco** 19°10'21.45" | 99°00'07.54" 2671 10/07 30 2895 49
63-MA Salvador Cuauhtenco*** 19°11'03.33" | 99°05'37.07" 2882 10/07 25 1845 48
64-MA San Pablo Oztotepec*** 19°10'32.46" | 99°04'14.83" 2827 10/07 30 2420 56
65-MA San Lorenzo Tlacoyucan** 19°10'33.96" | 99°01'52.79" 2623 10/07 10 619 51
66-MA San Pedro Atocpan** 19°12'04.38" | 99°03'16.63" 2473 11/07 25 2560 39
67-MA Bartolome Xicomulco*** 19°12'04.91" | 99°04'06.80" 2606 11/07 20 1310 49
68-MA San Antonio Tecomitl*** 19°12'49.69" | 98°58'54.60" 2246 11/07 35 1725 50
TH Tlahuacit

69-TH General San Pedro Tlahuac* 19°16'05.01" | 99°00'01.93" 2240 17/07 260 3865 48
70-TH Tierra Blanca* 19°14'28.09" | 98°59'54.92" 2265 17/07 25 1020 38
71-TH Lirios*** 19°13'48.01" | 98°59'05.02" 2243 17/07 15 740 46
72-TH Tetelco*™* 19°12'34.24" | 98°58'26.14" 2251 11/07 15 940 47
73-TH San Andrés Mixquic* 19°13'31.64" | 98°57'49.76" 2246 17/07 45 2680 43
74-TH Tlaltenco San Francisco* 19°17'57.95" | 99°01'17.21" 2248 18/07 62 1360 39
75-TH Zapotitlan** 19°18'07.39" | 98°01'31.52" 2246 18/07 30 1140 51
76-TH San Rafael Atlixco*** 19°18'18.20" | 99°01'35.38" 2252 18/07 15 420 48
77-TH Santa Catarina*** 19°18'22.60" | 98°58'32.96" 2243 18/07 20 1290 49
TL Tlalpani

78-TL San Marcos* 19°16'57.40" | 99°10'10.28" 2295 11/09 35 3720 49
79-TL Santa Ursula Xitle* 19°16'48.55" | 99°10'39.86" 2324 11/09 20 1100 77
80-TL Santo Tomas Ajusco*** 19°12'51.40" | 99°13'12.80" 3057 18/09 30 1450 51
81-TL San Miguel Ajusco*** 19°13'21.77" | 99°11'51.34" 2846 18/09 30 1795 48
82-TL De La Cruz Petlacalco** 19°13'569.04" | 99°10'57.84" 2749 18/09 30 2130 39
83-TL San Miguel Xicalco** 19°14'02.57" | 99°10'13.37" 2717 18/09 30 1690 46
84-TL San Andrés** 19°14'54.96" | 99°10'32.40" 2541 18/09 30 940 42
85-TL San Pedro Martir* 19°15'568.75" | 99°10'27.77" 2372 11/09 20 1260 49
86-TL De La Fuerzas Armadas* 19°15'21.74" | 99°09'37.55" 2392 11/09 15 830 50
vC Venustiano Carranza

87-VC Pendn De Los Banos* 19°26'32.44" | 99°04'50.88" 2249 12/09 35 1230 62
X0 Xochimilcot

88-XO Jilotepec* 19°15'39.78" | 99°07'19.21" 2257 10/09 35 2695 37
89-XO Santiago Tepalcatlapan** 19°15'04.18" | 99°07'40.33" 2271 10/09 25 2130 33
90-XO Francisco Tlalnepantla*** 19°11'37.51" | 99°07'16.72" 2690 02/10 15 930 40
91-XO San Miguel** 19°12'20.92" | 99°08'05.44" 2609 02/10 35 2590 46
92-X0 Santa Cecilia Tepetlapa*** 19°12'35.12" | 99°06'08.33" 2523 09/10 19 985 63
93-XO Montecristo Santa Cruz** 19°13'09.35" | 99°07'37.19" 2470 02/10 15 1260 61
94-XO San Andrés** 19°13'47.14" | 99°06'30.25" 2412 09/10 35 2665 58
95-X0O San Lucas** 19°14'04.46" | 99°06'37.85" 2349 09/10 35 1720 42
96-XO San Lorenzo Los Olivos** 19°14'17.90" | 99°05'58.58" 2312 25/09 14 1045 71
97-X0O Sal Lorenzo Atemoaya* 19°14'38.26" | 99°05'50.02" 2274 25/09 35 3230 41
98-XO Las Cruces* 19°14'35.21" | 99°04'25.41" 2262 16/10 22 930 36
99-X0 Santa Cruz*** 19°14'10.55" | 99°04'00.69" 2344 16/10 35 1045 31
100-XO | Santiaguito** 19°15'18.56" | 99°01'15.26" 2256 16/10 35 4735 67
101-XO | San José* 19°15'15.14" | 99°02'09.01" 2267 16/10 20 1745 33
102-XO | San Gregorio* 19°15'15.78" | 99°02'52.51" 2251 16/10 35 2395 51
103-XO | Santa Maria Tepepan* 19°16'31.40" | 99°08'22.27" 2282 17/10 30 1335 47
Total 103 cementerios 3955 202,148 | 44.7

(*) Urbana, (**) Suburbana, (***) Rural “Delegaciones
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Figura 17. Localizacién geografica de los sitios de muestreo en Cementerios de la Ciudad de
México. El mapa indica los sitios considerados para el muestreo en cada delegacion de acuerdo
a la tabla 3; adicionalmente se muestran en el mapa de la Republica Mexicana (marco inferior
izquierdo) los dos sitios donde se obtuvieron los controles positivos (Tijuana-pipiens y
Chamela-quinquefasciatus).
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Tabla 4. Localizacion Geografica de los Cementerios Analizados para determinar el valor del indice Sifonal en

larvas de cuarto estadio.

0 DELAD 0 0DE CO OORDENADA
NORTE OESTE

VARO OBREGON 0740 PANTEON JARDIN 19°21°06.26" 99° 1239.92"
CAPOTZALCO 13-AZ  PANTEON SANISIDRO 19°29'15.14” 99°12°43.80"
BENITO JUAREZ 17-8)  PANTEONXOCO 19°21°31.78" 99°09'52.76"
COYOACAN 18CO  PANTEONMAUSOLEOSDELANGEL  [19°1826.24" 99°10'41.95”
CUAJIMALPA 2-C)  PANTEON EL CALVARIO 19°21'35.48" 99°18'06.36"
ICUAUHTEMOC 24-CU  PANTEON FRANCES 19242046" 99°09'16.84”
(GUSTAVO A. MADERO 21-GM  PANTEON SANTIAGO 197280265 99°05°24.30"
IZTACALCO 35C  PANTEON SANJOSE 19°23°34.76" 99°07°49.11"
IZTAPALAPA 314P PANTEONSANNICOLASTOLENTINO  |19°2027.22" 99°04'43.88"
MAGDALENA CONTRERAS 46MC  PANTEON SAN FRANCISCO 19'18'47.79" 99°14101.43"
MIGUEL HIDALGO 52MH  PANTEON SANCTORUM 19°2717.88" 99°12'47.38"
MILPA ALTA 5-MA  PANTEONMILPAALTA 19'112299" 99°00°51.2"

TLAHUAC 69-TH  PANTEONGENERALSANPEDROT  |19°16°02.77" 99°0062.12"

LPAN 78-TL  PANTEON SANMARCOS 19°16°95.33" 99°1010.92"
USTIANO CARRANZA §7VC  PANTEONDELPENONDELOSBANOS 19263283 99°04'51.87"
QOCHMILCO 83-X0  PANTEON JILOTEPEC 19'1534.59" 99°07°23.51"

CHAMELA, JALISCO 105CHJ  VULCANIZADORA 19°32'00.40" 105°04'31.47"
MEXICALI, BAJA CALIFORMIAN ~ 106-MBC  VULCANIZADORA 32°39°26.67" 1157285575
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Figura 18. Clave entomoldgica para la diferenciacion de los miembros del complejo Cx.
pipiens en la Ciudad de México. En la parte superior de la figura, de izquierda a derecha, se
muestran las representaciones de las hembras adultas de Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus y
Cx. tarsalis. En la parte media de la figura se pueden observar las caracteristicas mas
relevantes de las larvas de 4° estadio de los mismos mosquitos, (A) Segmentos terminales,
(B) Dientes del pecten, (C) Escalas de los peines y (D) Cabeza y torax. En la parte baja de la
figura se observa la medicién de los sifones de Cx. pipiens y Cx. quinquefasciatus (arriba y
abajo, respectivamente).
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Figura 19. Ubicacion de los sitios de muestreo de mosquitos del comglejo Cx. pipiens y las
especies detectadas en los cementerios durante el afio 2004. El mapa de la ciudad de México
muestra la distribucion de las especies de mosquitos identificados en los sitios de
recoleccion, con algunas de las caracteristicas climaticas y geograficas como la humedad, las
isoyetas (precipitacion pluvial anual), las isotermas (temperatura promedio anual) y los
estados circundantes. Los nimeros en negro indican la identificacion morfoldgica de Culex
spp., en azul la convergencia de Culex spp, Culiseta spp y Ochlerotatus spp., en rojo la
convergencia de Culex spp y Culiseta spp., en color morado la convergencia de Culex spp y
Ochlerotatus spp., y finalmente en marrén Culex spp y Cx. tarsalis.
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Figura 20. Valores promedio del indice Sifonal determinado para 18 sitios colectados
representativos de las 16 delegaciones del Distrito Federal mas los dos sitios control para las
especies Estudiadas.

Identificacién de los miembros del complejo Culex pipiens en la Ciudad de México por analisis
morfoldgico de las alas de las hembras adultas

Como se ha visto previamente, el complejo Cx. pipiens en el continente Americano estd integrado
por dos especies principales, Culex quinquefasciatus Say, que se encuentra adapta a las zonas
tropicales y Culex pipiens Lineus, que se encuentra distribuido en las zonas templadas del
continente. En zonas intermedias, estos dos miembros son capaces de reproducirse formando
hibridos y formas intermedias de las dos especies (Barr, 1957), como se observa en los procesos
de flujo génico e introgresion (Humeres et. al., 1998, McAbee et. al., 2008, Kothera et. al., 2009).
Como se indico en la introduccion, los mosquitos del complejo Cx. pipiens son vectores potenciales
de los gusanos de la filariasis en las zonas tropicales y subtropicales del mundo (Bockarie et. al.,
2009) y arbovirus diversas, incluyendo al Virus del Nilo Occidental (Apperson et. al., 2004, Cook et.
al., 2006). Las hembras adultas y los estados inmaduros del complejo Cx. pipiens son
morfoldgicamente similares, como se pudo apreciar en la seleccién de huevecillos, larvas y pupas.

La diferenciacién de los machos adultos se puede hacer mediante el analisis de los genitales, que
incluye la medicion de la relacion de DV/D de los brazos dorsal y ventral del edeago en el falosoma
de los mosquitos, segtn lo visto anteriormente y lo informado por Sundararaman (1949). Debido a
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que los miembros del complejo Cx. pipiens tienen una distribucion geogréfica amplia, otras
diferencias fenotipicas mas alld de las de los genitales masculinos se pueden encontrar; por
ejemplo, algunos caracteres fisiolégicos en las alas también se pueden usar para la identificacién
morfolégica de las especies de mosquitos. Las claves taxondémicas compiladas por Forattini (2002)
compararon la morfologia de las alas de las hembras adultas. En dicho informe, la vena subcostal
(Sc) se une a la vena costal (C) antes de la bifurcacion de la vena radial,.; (R, .3) en Cx.
quinquefasciatus, mientras que en Cx. pipiens, la vena subcostal (Sc) se une a la vena costal (C) en
el mismo punto o mas alla de la bifurcacion de la vena radial,,; (R,.3), (Ver figura 21). A nuestro
entender, estos hallazgos no han sido investigados en otras poblaciones geograficamente
distantes. Linam y Nielsen (1962) informaron sobre el trabajo realizado por Bekku (1956), en el
norte de Japon, quien también tratd de utilizar las caracteristicas de ala (la longitud de la célula
radial R, -segunda célula marginal- dividida por la longitud de la vena Rs) para distinguir los adultos
del complejo Cx. pipiens. Los resultados de Bekku (1956) no fueron concluyentes, ya que como se
explicd mas adelante, con el trabajo de Kamura (1958), se encontré que estas medidas de las alas,
en particular, varian con la temperatura del medio ambiente. Nielsen y Rees (1961) y Linam y
Nielsen (1962) informaron que el método mas fiable para la separaciéon de las hembras de Cx.
pipiens y Cx. quinquefasciatus es por medio de la medicion de la longitud de la celda de R, dividida
por la longitud de la vena Ry, (radio R,/R,.3). Estos autores informaron el valor de este indice en
alrededor de 5.0 en las poblaciones de Cx. pipiens y de 3.0 0 menos en Cx. quinquefasciatus, con
valores intermedios presentes en los hibridos. Sin embargo, estos estudios no evaluaron los datos
morfométricos de las poblaciones de mosquitos en funcién de los gradientes climaticos y
geogréficos.

En los insectos, las variaciones fenotipicas entre los miembros de los complejos de especies han
sido intensamente investigadas, en especial las relativas al tamafio y la forma de las alas de los
adultos (James y Partridge, 1998, Morin et. al., 1999). En Drosophila, que tiene una distribucién
mundial, importantes variaciones morfométricas en las alas fueron encontrados, en las
poblaciones de diferentes regiones geogrificas, grupos de formacion y clinas latitudinales (Van'T
Land et. al., 1999). Algunos estudios indican que las variaciones en las alas pueden estar
relacionados con las variaciones de intrapoblacional genética, historia de vida (como las
condiciones durante el desarrollo larvario (Swindell y Bouzat, 2006)), la direccion de la seleccion a
través de las fuentes poblacionales (Hansen & Houle, 2008) y la aptitud o posibles objetivos de la
seleccion natural (Buggs, 2007, Gay et. al., 2008). Otros estudios han relacionado las diferencias
morfolégicas con la divergencia de las especies o las adaptaciones ecoldgicas (James et al. 1997).
Como puede verse, la taxonomia del complejo Cx. pipiens es dificil de interpretar, ya que los
miembros del complejo presentan diversas similitudes en términos de genética y morfologia.
Morais y colaboradoes (2006, 2007 y2010) abundan con mejor detalle estas diferencias.

Es evidente que para distinguir correctamente los taxones, las investigaciones morfologicas y
moleculares son necesarias, asi como el conocimiento sobre las caracteristicas de las poblaciones
a lo largo de sus gradientes biogeograficos. Del mismo modo, la correcta identificacién de las
hembras adultas y los hibridos es de gran importancia epidemioldgica, principalmente debido a las
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diferencias ecofisiolégicas, que incluyen la diapausa, autogénesis, reproduccion, estenogamia, el
comportamiento de la alimentacién y el potencial como vector (Humeres et. al., 1998; Lenormand
y Raymond, 2000; Vinogradova, 2000; Fonseca et. al., 2004; Savage et. al., 2008). No sobra
mencionar que los marcadores moleculares se han convertido en una importante herramienta
para resolver los problemas taxonémicos y para identificar especies hermanadas genéticamente,
como se vera mas adelante.

Vena Costal Célula Costal Célula Subcostal

Vena Humeral
Cruzada

Vena Auxiliar

(A)
Q7777777777727 2
e T o e R:! =
(B) - R ==K v. o
22 e = N A N
/8 TSRS =
O rw, O ‘
A &z m At N\ Ra
i quinquefasciatus
(€
pipiens

Figura 21. Guia para el analisis morfométrico de las alas de los maesquitos Hembras
adultos. (A) El esquema del ala muestra los puntos y secciones importantes para el
analisis morfométrico de las poblaciones. (B) Aspecto del ala del masquito Cx. pipiens
quinquefasciatus, donde se indica la ubicacién de la celda Radial, (R,) y la vena
Radialy; (R;.3). (C) Aspecto del ala del mosquito Cx. pipiens pipiens, donde se indica la
ubicacion de la celda Radial, (R,) y la vena Radials.; (R, .3).
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Al realizar el montaje de las alas de nuestras colecciones y realizar sus mediciones nos fue posible
visualizar las contrariedades que genera el analisis morfoldgico en poblaciones genéticamente
emparentadas. (Ver figura 22). Los resultados que nosotros obtuvimos para los grupos
seleccionados al azar en las diferentes delegaciones del la capital son mostrados en la tabla 5y la
figura 23.

Figura 22. Andlisis morfoldgico del ala de un mosquito Cx. pipiens quinquefasciatus, donde se indica la
ubicacion de los principales puntos de analisis y la ubicacion de la celda Radial, (R,) y |la vena Radial,.;
(RZ +3)'

Tabla 5. Localizacion Geografica de los Cementerios Analizados para determinar el valor del indice de ala en
hembras adultas seleccionadas al azar en la Ciudad de México y los sitios usados como controles positivos.

COORDENADAS ALTITUD INDICE DEL ALA
NOMBRE DE LA DELEGACION NORTE OESTE  |PIES  METROS ESPECIE N MEDIA MINIMA  MAXIMA
[ALVARO OBREGON 19°21°06.26"" 99° 12739.92" 2371.656581 Q 40 3.14 2.82 3.46
[AZCAPOTZALCO 19°29'15.14"" 99° 12'43.80" | 7407 2257.661007| Q 40 2.96 2.68 3.12
BENITO JUAREZ 19°21°31.78"" 99°09'52.76" | 7398 2254.917798 Q 40 3.09 213 3.53
COYOACAN 19°18'26.24" 99°10'41.95" | 7562 2304.905162| Q 40 2.89 2.82 298
CUAJIMALPA 19°21°35.48 99°18'06.36" | 9126 2781.613926] PH 40 5.12 284 6.98
CUAUHTEMOC 19°24'20.46" 99°09'16.84"" | 7351 2240.592151 Q 40 268 244 31
GUSTAVO A. MADERO 19°28°02.65" 99°0524.30" | 7335 2235715335 QH 40 3.55 3.12 3.96
IZTACALCO 19°23'34.76 99°07°49.71" | 7338 2236.629738] Q 40 276 215 3.12
IZTAPALAPA 19°20°27.22" 99°04'43.88" | 7391 2252784191 QPH 40 412 2.46 7:1
MAGDALENA CONTRERAS 19°18'47.79" 99°14'01.13" | 8136 2479.860936' QPH 40 3.55 2.96 3.92
MIGUEL HIDALGO 19°27°17.88"" 99°12'47.38" | 7476 2278.692276] Q 40 277 264 281
MILPA ALTA 19°11722.99” 99°00'51.22" | 7910  2410.97591] QPH 40 3.26 2.84 469
TLAHUAC 19°16°02.77 99°0062.12" | 7352 2240.896952] QPH 40 3.12 238 3.55
TLALPAN 19°16°55.33" 99°10'10.92 | 7526 2293.932326] QPH 40 372 3.19 3.92
[VENUSTIANO CARRANZA 19°26'32.83" 99°04'51.87" | 7360 224333536 Q,T 40 2.89 212 3.26
XOCHIMILCO 19°15734.59"" 99°07°23.51" | 7386 2251.260186] Q 40 3.12 268 4.16
CHAMELA, JALISCO 19°17'46.98" 105°04'31.17”| 16 4876816 Q 16 272 21 2.98
TIJUANA, BAJA CALIFORNIA 32°32'10.67" 117°03'21.56" | 131 39.928931] QP 34 5.08 2.64 5.33
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Figura 23. Grafica que muestra los valores promedio del indice de Ala determinado para 40 hembras

adultas, seleccionadas al azar en las 16 delegaciones del Distrito Federal méas los dos sitios control para
las especies estudiadas.

Identificacién de los miembros del complejo Culex pipiens en la Ciudad de México por analisis
morfoldgico de la genitalia masculina

El' analisis morfolégico, mediante el montaje de los genitales masculinos, se enfocd a la
determinacion de tres morfotipos (Figura 24) de los adultos a lo largo del gradiente geografico de
la Ciudad de México, desde el norte de la delegacion G. A. Madero hasta el Sur de la delegacién
Milpa Alta. (Figura 17). Las medidas de los Individuos machos representativos se muestran en la
tabla 6 y la figura 25. Los valores morfométricos de la estructura del edeago en la Ciudad de
Meéxico estan de acuerdo con lo referido para Cx. quinquefasciatus (>0.4), los hibridos (0.2:0.4) y
Cx. pipiens (<0.2) de otras partes del mundo (Barr, 1957). Los autores mas contemporaneos como

Jakob y Francy (1980 y 1984) sugieren valores de DV/D hasta 0.50 para poblaciones puras de Cx.
quinquefasciatus en América del Norte.
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Cx. p. quinquefasciatus

Cx. p. hibrido

Cx. p. pipiens

Figura 24. Morfotipos de la genitalia masculina de los mosquitos adultos del complejo estudiado, A) Cx.
quinquefasciatus, B) Cx. hibrido y C) Cx. pipiens.

Tabla 6. Localizaciéon Geografica de los Cementerios Analizados para determinar el valor del indice DV/D en

machos adultos seleccionados al azar en 16 cementerios de la Ciudad de México y 2 sitios usados como

controles positivos.

ALVARO OBREGON
IAZCAPOTZALCO
BENITO JUAREZ
[COYOACAN
[CUAJIMALPA
CUAUHTEMOC
[GUSTAVO A MADERO
IZTACALCO
IZTAPALAPA
\GDALENA CONTRERAS
IGUEL HIDALGO
ILPAALTA
TLAHUAC
TLALPAN
[VENUSTIANO CARRANZA
XOCHIMILCO

[CHAMELA, JALISCO
IMEXICALI, BAJA CALIFORNIAN

NOMBRE DE LA DELEGACION ABREBIATURA

37P
52-MH
69-TH
78-TL

87-vC
88-X0

106-MBC

SITIO DE COLECTA

PANTEON JARDIN
PANTEON SAN ISIDRO

PANTEON XOCO

PANTEON MAUSOLEQS DEL ANGEL
PANTEON EL CALVARIO

PANTEON FRANCES

PANTEON SANTIAGO

PANTEON SAN JOSE

PANTEON SAN NICOLAS TOLENTINO
PANTEON SAN FRANCISCO

PANTEON SANCTORUM

PANTEON MILPA ALTA

PANTEON GENERAL SANPEDRO T
PANTEON SAN MARCOS

PANTEON DEL PENON DE LOS BANOS
PANTEON JILOTEPEC

VULCANIZADORA
VULCANIZADORA

NORTE

COORDENADAS

QESTE

INDICE DV/D

19°32'00.40

32°39'26.67"

19°2106.26"
19°29'15.14”
19°21°31.78"
19°18°26.24”
19°21°35.48"
19°24'20.46”
19°28'02.65™
19°23'34.76"
19°2021. 2"
19°18'47.79"
19°27°17.88”
19°1122.99”
19°16°02.77"
19°16'56.33"
19°26'32.83"
19°15°34.59"

99°12'39.92"
99°12'43.80
99°09'52.76"
99°10'41.95"
99°18'06.36"
99°09'16.84”
99°05°24.30”
99°07'49.71"
99°04'43.88”
99°14'01.13”
99°12'47.38”
99°00'51.22"
99°0062.12"

99°10'10.82"
99°04'51.87"
99°07°23.51"

105°04'31.17"
115°28'55.75"

30
3

086 $0.29
091 $0.32
09 $0.17
1.02 $0.36
088 H0.21

2410.97591
2240896952
2243.932326)

2243.33536)
2251.2601

10.01
10.01

9.14403
0914403

0.09
0.88
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Delegaciones representativas

Figura 25. Valores promedio del indice DV/D determinado para 18 sitios colectados
representativos de las 16 delegaciones del Distrito Federal mas los dos sitios control para las
especies estudiadas. Las franjas, amarilla, rosa y azul, indican el status morfoldgico de los
individuos, pipiens, hibridos y quinquefasciatus, respectivamente, y de acuerdo con los datos
establecidos por Barr (1957).

Las estructuras mas grandes de los brazos dorsales y ventrales del edeago se presentan
mayoritariamente en las poblaciones del noreste de la Capital de México, y las mas pequefias se
presentan en la region centro sureste del Distrito Federal. Variaciones fenotipicas en poblaciones
de diferentes gradientes geograficos han sido informadas previamente en insectos y constituyen
casos de clinas latitudinales (recordemos que una clina queda definido por el cambio gradual de
rasgos fenotipicos de una misma especie por influjos y condiciones medioambientales), (Morin et.
al., 1999; Gilbert et. al., 2004). Urbanelli y colaboradores (1997) revisaron la morfologia de los
genitales de los miembros del complejo Cx. pipiens en la zona norte del continente Americano y
encontraron que la caracterizacién fenotipica de este desarrollo estd influenciada por la
temperatura, con valores reducido de DV/D en ambientes con temperaturas bajas, aumentando
gradualmente hacia las altas temperaturas.

En este estudio, las diferencias fenotipicas de los brazos dorsales del edeago corroboraron los
datos genéticos realizados en el intron Ace 2, por lo que se observa que la relacion de distribucion
de datos de la razén DV/D constituyen un caracter bioldgico clinal, que bien puede estar
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relacionado con las variaciones fenotipicas en tamafio y desarrollo geografico de los mosquitos de
las diferentes regiones terrestres.

La localizacion de los sitios de colecta de los mosquitos del complejo Cx. pipiens y su distribucion
en la zona geografica de estudio se muestra en las figuras 19 y 34. Como se menciond
previamente, el valor promedio de la relacion DV/D de los ejemplares examinados en este estudio
se utilizo para distinguir Cx. p. pipiens de Cx. p. quinquefasciatus (Ver Tablas 6 y 7). Como se
esperaba, las poblaciones de Cx. p. pipiens tuvieron radios de DV/D menores de 0.2, las de Cx. p.
quinquefasciatus tuvieron radios de DV/D superiores a 0.4 y los especimenes hibridos mostraron
radios intermedios entre 0.2 y 0.4. La mayoria de las colecciones consisti6 en Cx. p.
quinquefasciatus (73.8%) y sélo cinco colecciones contenian sélo Cx. p. pipiens (4.3%). Dos
colecciones consistieron en la combinacién de Cx. p. pipiens y Cx. p. quinquefasciatus (1.9%). La
combinacion de Cx. p. pipiens, Cx. p. quinquefasciatus e hibridos represento el 7.8%; la
coexistencia de Cx. p. pipiens e hibridos el 1.9% y la mezcla de Cx. p. quinquefasciatus e hibridos el
9.7%. La figura 23 muestra los lugares donde se localizé a Cx. p. quinquefasciatus (nimeros en
azul) o a Cx. p. pipiens (nimeros en rojo) atraves del analisis morfoldgico y confirmado por los
andlisis moleculares en el gen Ace.

Tabla 7. Condiciones climaticas de algunos sitios de colecta localizados en los Cementerios Analizados a fin
de determinar la posicion morfoldgica y molecular en machos adultos seleccicnados al azar. Se muestra el
porcentaje de mosquitos hibridos encontrados para cada uno de los cementerics enunciados.

Lluvia ; : .R. Total Identificacion Morfoldgica Identificacion Molecular

(mm/year) c) i % larvas (%) (%)

Cx.p.q | Cx.p.p Hib Cx.p.q Cx.p.p Hib
AO 29.1 15.1 14.2 33.8 7.2
03-AO** 38 15.4 13.9 36 7.9 2030 91 0 9 100 0 0
AZ 69.8 17.5 15.5 39.3 6.9
11-AZ* 61 AT 15 42 7 2200 98 0 2 99 0 1
CJ 225 13.3 11 43 74
21-CJ* 225 14 13 56 7.2 2790 0 81 19 0 100 0
22-CJ** 225 11 8 37 7 1360 0 100 0 100 0
23-CJ** 225 15 12 36 - 865 0 72 28 0 94 6
GM 105.7 18 17.2 47.8 7.3
26-GM* 107 17 15 56 7.2 710 98 0 2 100 0 0
IP 90.1 171 15.6 40.1 7.2
37-IP* 85 16 14 57 7.2 4765 22 39 39 31 41 28
38-1P** 85 17 15 52 7.5 2345 53 22 25 61 18 21
39-IP* 85 15.5 14 34 7.2 1710 99 1 0 100 0
44-|P* 94 16 16 36 T 2640 97 0 3 100 0 0
MC 204 12.5 11.5 57.5 7.18
45-MC* 204 12 11 62 73 845 67 29 4 70 30 0
47-MC* 204 12 10 58 74 995 67 0 33 100 0 0
MA 140 14.2 13.4 34.7 7.4
62-MA** 140 13.8 12,5 34 7.3 2895 73 0 27 87 0 13
63-MA** 140 132 [ 11.8 36 1.7 1845 68 9 23 80 18 2
64-MA*** 140 13.6 12.2 35 7.8 2420 87 13 0 87 13 0
65-MA** 140 13.9 13 33 6.9 619 94 0 6 100 0 0
TH 111.2 16.2 15.9 59.1 7
73-TH* 107 16 16 82 2 2680 71 0 29 100 0 0
75-TH** 156 16 15.5 62 6.9 1140 56 3 41 97 0 3
77-TH*™* 96 17 16.5 52 6.6 1290 61 18 21 59 15 26
TL 184.1 12.3 9.8 44.9 7.2
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78-TL* 145 13.5 11 35 7 3720 82 0 18 100 0 0
80-TL*** 219 8 6 55 7.8 1450 0 100 0 0 100 0
81-TL** 219 11.5 7 52 7.3 1795 0 100 0 0 100 0
82-TL** 219 12.5 7 54 7.1 2130 0 100 0 0 100 0
83-TL** 219 11 8 52 7.2 1690 0 100 0 0 100 0
84-TL™ 145 13 11.5 42 7.2 940 12 37 51 0 84 16
XOo 78.8 16.7 | 13.9 36.3 7.1

90-XO*** 177 9 5 27 7.1 930 88 2 10 97 0 3
91-XO** 116 8 8 28 7 2590 76 0 24 100 0 0

"Temperatura ambiente, Temperatura del agua, ¥ Humedad relativa, *Urbana, **Suburbana, **Rural.

Analisis molecular
El gen mitocondrial ND4

En relacién con el gen mitocondrial ND4, Gorrochotegui-Escalante y colaboradores (2000 y 2002) y
Garcia-Franco y colaboradores (2002), compararon poblaciones de Ae. aegypti en varias regiones
de México. Los autores encontraron que la estructura estandar de esta especie varia segun la
region. Bosio y colaboradores (2005) caracterizaron la estructura genética de Ae. aegypti en
Tailandia, con el mismo gen ND4 y los autores sefialan que la estructuracion de esta especie no
varian segun la region, a diferencia de lo que sucedié en México. Lo anterior pudo haber ocurrido
por las diferencias de tiempo en la ocupacion de espacio (presentado anteriormente en Tailandia y
recientemente en México) o el efecto de los esfuerzos en el control de estos mosquitos, haciendo
que la poblaciéon de Tailandia estuviese afectada por un cuello de botella, afectando
profundamente la diversidad genética. En el presente estudio se examino la variacién haplotipica
en un segmento de 349 pb de la regién mitocondrial ND4 mediante la técnica de SSCP. Se extrajo
el ADN de 100 mosquitos machos, adultos, seleccionados al azar en los distintos sitios de colecta.
Se sometieron a un proceso de amplificacion con los primers correspondientes al marcador
mitocondrial de acuerdo a lo especificado en materiales y métodos. Se aplico la técnica de SSCP y
se seleccionaron 52 muestras que exhibieron bandas diferenciales. Se secuenciaron los productos
de PCR de 23 mosquitos, los cuales representaron los diferentes patrones de migracion de las
bandas diferenciales de las muestras seleccionadas, esto permitid la identificacion de 14
haplotipos para la Ciudad de México.

Los productos de extraccion de ADN total de algunas muestras, los productos de amplificacién
caracteristicos en algunas de ellas y el corrimiento diferencial por SSCP de algunos de estas
muestras se muestran en las figuras 26, 27 y 28, respectivamente. Las secuencias de los 14
haplotipos encontrados seleccionados se alinearon en el programa Vector NTI Suite 6.0, donde
pudimos observar los sitios de mutacién, asi como las bases correspondientes a dichos cambios
que diferenciaban a un haplotipo de otro. Al observar los cambios en las secuencias pudimos
corroborar la sensibilidad de la técnica de SSCP para detectar las mutaciones puntuales.
Finalmente realizamos una comparacion de estas secuencias con las secuencias reportadas en el
GenBank por Rasgon y colaboradores (2006) por medio del programa Clustal W (Thomson et. al.,
1994) y se tradujeron automaticamente usando el programa BioEdit 7.0.9 (Ibis Biosciencies). Para
los analisis filogenéticos se usaron los métodos de Neighbor-joining, Méxima Parsimonia y Minima
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evolucién con correccion gamma y un bootstrap de 10000 repeticiones y el método de
substitucion nucleotidica determinada por “Model Selection” utilizando el programa MEGA V4
(Tamura et. al., 2007) y obtuvimos finalmente los arboles filogenéticos mostrados en la figura 29.
Las frecuencias haplotipicas estan representadas en la figura 30, (Ver los valores en la tabla 8).

M DX174
w 17-BJ
& 18-C0
v 21-0J
o 24-CU

46-MC
52-MH
58-MA
69-TH
78-TL
87-vC
88-X0
104-TBC
105-CHJ

e
=
-
<
=

Figura 26. Extraccion de ADN total de mosquitos del complejo Cx. pipiens. La imagen muestra los
productos de extraccion de 22000 pares de bases, aproximadamente, que reflejan la presencia de
ADN total con alta integridad, de muestras de mosquitos colectados en diferentes panteones de la
Ciudad de México.
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Figura 27. Amplificacion del gen mitocondrial ND 4 en mosquitos del complejo Cx. pipiens. La
imagen muestra un gel de agarosa con los productos de ADN mitocondrial amplificados (349 pb)
con los primers especificos para la region de la NAD desidrogenasa IV.
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RSS: Renatured Single Strand DNA, Cadena Sencilla de DNA Renaturalizada.

M (DX174

1078 pb
—y

872 pb
e

603 pb

DSS: Denatured Single Strand DNA, Cadena Sencilla de DNA Desnaturalizada.

Figura 28. SSCP (Polimorfismos de conformacion de cadena sencilla) de productos de amplificacién del
marcador molecular ND4. La figura muestra las bandas de la cadena sencilla del ADN renaturalizado
(parte superior) y las bandas de cadena sencilla del ADN desnaturalizado (parte baja), mostrando los
patrones diferenciales de algunas de las muestras amplificadas.
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(A)

ND4 Cx. quinquefasciatus

ND4 Cx. pipiens

Figura 29. Representacion filogenética de los haplotipos encontrados con el gen mitocondrial ND4
en muestras de la Ciudad de México. En la figura podemos observar la filogenia correspondiente a
los 7 haplotipos de Cx. quinquefasciatus (A) y en (B) la filogenia correspondiente a los haplotipos
para Cx. pipiens.
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Tabla 8. Distribucién haplotipica del gen mitocondrial ND4 en la Ciudad de México. Se puede observar los

diferentes sitios representados para cada uno de los haplotipos encontrados en muestras de mosquitos del
complejo Cx. pipiens en la Ciudad de México.

Haplotipo Especie Frecuencia Sitios representados

UACM1 |quinquefasciatus 11 10-A0,17-BJ,24-CU,87-VC, 27-GM, 26-GM,32-GM, 16-AZ
UACM2 |quinquefasciatus 3 27-GM,31-GM

UACM3 |quinquefasciatus 9 47-MC,48-MC,5-A0,7-A0

UACM4  |quinquefasciatus 14 60-MA,58-MA,62-MA,59-MA,65-MA, 58-MA

UACMS quinquefasciatus 6 45-MC,4-A0,2-A0

UACM6 |quinquefasciatus 12 26-GM,49-MH,50-MH, 51-MH,52-MH, 53-MH, 36-GM, 15-GM
UACM7 |quinquefasciatus 5 83-TL, 94-X0,58-MA,70-TH

P1-UACM |pipiens 7 |21ClL22.c

P2-UACM |pipiens 2 21-CJ,22-CJ

P3-UACM |pipiens 1 21-CJ,22-CJ

P4-UACM |pipiens 1 21-CJ,22-CJ

P5-UACM |pipiens 6 82-TL,81-TL,83-TL

P&-UACM |pipiens 3 82-TL,83-TL

P7-UACM |pipiens 2 21-CJ,22-CJ

Frecuencia haplotipica

Figura 30. Representacion grafica de las frecuencias haplotipicas para el gen mitocondrial ND4 en la
Ciudad de México.
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El gen nuclear Ace 2

Con el fin de distinguir los dos taxones nominales del complejo Cx. pipiens, el gen nuclear Ace 2
fue amplificado por la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para detectar los amplicones
especificos de dichos taxones. Los resultados representativos de la prueba de PCR para Ace 2 en
mosquitos colectados en los cementerios de la Ciudad de México se muestran en la figura 31. Los
productos de PCR de 610 y 274 pb se observaron paran Cx. p. pipiens y Cx. p. quinquefasciatus,
respectivamente, y ambos fragmentos fueron observados para los individuos hibridos (Figura 31-B
y figura 32). Los mosquitos morfolégicamente identificado como Cx. tarsalis no generaron ningin
producto de amplificacion por PCR, como ya se esperaba (Figura 31-A, linea 10).

Los resultados del radio DV /D fueron generalmente concordantes con los resultados de los
ensayos moleculares (amplificacion del gen Ace 2). Es importante mencionar que de todos los
mosquitos analizados habia nueve mosquitos identificados como hibridos por el analisis
morfoldgico, analisis de radios DV/D, que se identificaron como Cx. p. quinquefasciatus por el
analisis molecular en el sitio 03-AO (Santa Rosa Axochiac) (Tabla 7). En las zonas donde puede
haber introgresion genética -la introgresion genética se refiere al hecho de introducir en una
poblacién genes de otra diferente- (Figura 34, linea gris débil), algunos individuos con radios de
DV/D que fueron identificados como Cx. p. pipienss, mediante el analisis molecular se supo que
eran hibridos y algunos identificados como Cx. p. quinquefasciatus en el andlisis morfologico
también fueron identificados como hibridos en el analisis molecular. Curiosamente, la banda
mayormente "observable" correlaciona con la determinacion morfoldgica. Nuestro analisis
molecular, en la regién nuclear, reveld que la frecuencia de los miembros del complejo Cx. pipiens
en los sitios de recoleccion fue: Cx. p. quinquefasciatus=95.5%, Cx. p. pipiens=14% vy los
hibridos=10%. Mosquitos de las especies Cx. p. pipiens y/o Cx. p. quinquefasciatus fueron
monitoreados e identificados durante todo el afio en 2 sitios de colecta, El Calvario (21-CJ) en
Cuajimalpa de Morelos y Sanctorum (52-MH) en Miguel Hidalgo, respectivamente, (Ver figura 33).
Ademads fueron identificados mosquitos hibridos, durante el temporal de lluvias, en las muestras
de Santa Lucia en Azcapotzalco (11-AZ), La Concordia en Cuajimalpa (23-CJ), San Nicolas Tolentino
en Iztapalapa (37-IP), San Salvador Cuauhtenco en Milpa Alta (63-MA), Santa Catarina en Tlahuac
(77-TH) y San Francisco Tlalnepantla en Xochimilco (90-XO) como se muestran en la figura 32. (Ver
tabla 9).
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Figura 31. Amplificacion del gen nuclear Ace 2 en mosquitos del complejo Cx. pipiens. La imagen
muestra geles de agarosa con los productos de ADN nuclear amplificados (274 pb para Cx.
quinquefasciatus y 610 pb para Cx. pipiens, ambas para los Cx. hibridos) con los primers especificos
para la region de Acetilencolinesterasa 2.

Figura 32. Amplificacion por PCR del gen nuclear Ace 2 a partir de muestras de seis diferentes
cementerios durante el temporal de lluvias en 2005. Se observa claramente la presencia de
individuos hibridos que exhiben ambas bandas en el amplificado.
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Tabla 9. Distribuciéon de los miembros del complejo Culex pipiens e individucs hibridos identificados por la
aplicacion del marcador molecular Ace 2. La tabla muestra la distribucion de especies de mosquitos en 6
cementerios de la Ciudad de México durante el temporal de lluvias del afio 2005, donde se observo la
presencia de individuos hibridos en el estudio previo durante 2004.

Cementerio MAY ' JUN JUL AUG SEP OCT
Santa Lucia, Azcapozalco q h h h h h
La Concordia, Cuajimalpa q p h h h h
San Nicolas Tolentino, Iztapalapa q h p h h h
San Salvador Cuauhtenco, Milpa Alta ND q h p p p
Santa Catarina, Tlahuac q h h h h h
San Francisco Tlalnepantla, Xochimilco p h h q q p

* Las muestras fueron tomada de seis cementerios y probadas para el gen nuclear Ace2 para
determinar la presencia de Cx. p. quinquefasciatus (q), Cx. p. pipiens (p) o sus hibridos (h).

§ 8 8 & & & = g 8§ R E 3 &8 ? % 4 B
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Figura 33. Amplificacion por PCR del gen Ace 2 a partir de muestras de dos diferentes cementerios en
2005. (A) Las muestras de cementerio "El Calvario" en Cuajimalpa de Morelos. Todos los productos de
PCR corresponden con la banda especifica para Cx. p. pipiens (610 pb) en cada mes durante el afio
2005. (B) Se muestran las amplificaciones del cementerio "Sanctorum" en Miguel Hidalgo donde los
productos de PCR corresponden con Cx. p. quinquefasciatus (274 pb) en cada mes durante el afio
2005. Los controles negativos son indicados como C-Cs.ADN (Culiseta) y C-Oc.ADN (Ochlerotatus). Los
controles positivos son indicadas como C + pip, C + qui y 52 MH2004 (C +). La escalera de 100 pb
corresponde al marcador de peso molecular, en las lineas 1 panel A, linea 19 del panel B. También se
muestra el marcador de ADN ¢ X174 /Hae Ill, en la linea 17 panel A, linea 1 panel B.
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Figura 34. Distribucién de mosquitos del complejo Culex pipiens en Ciudad de México. Mapa de
distribucién que muestra la localizacién de las poblaciones de Cx. p. quinguefasciatus, Cx. p. pipiens
e hibridos de acuerdo con los resultados en la diferencia de nucleétidos en el gen Ace 2. Las graficas
de pastel o sectores (nimeros en negro) indican la distribucion de las frecuencias que identifican los
linajes correspondientes. Los tamafios de los segmentos de las graficas de pastel son proporcionales
a la cantidad de mosquitos identificado como Cx. p. quinquefasciatus (azul), Cx. p. pipiens (rojo) o
hibridos (verde). Los nimeros en azul indican los sitios donde Cx. p. quinquefasciatus se identifico
de manera exclusiva, de color rojo donde Cx. p. pipiens fue reconocido exclusivamente y en negro
donde los hibridos fueron localizados de acuerdo a los graficos y los datos de la tabla 7. Ademas, los
numeros de color marrén indican los sitios donde Cx. p. quinquefasciatus coexiste con Cx. tarsalis
(que es otro vector importante en la transmision del VON). La linea gruesa de color gris refiere la
probable drea de introgresion genética. Los nimeros corresponden a las sitios de recolecciéon de
muestra de la tabla 3.
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Se secuenciaron algunos de los productos de PCR para el gen nueclear Ace 2, buscando que
quedaran representados los diferentes sitios de colecta en la capital del pais. Las secuencias de los
7 haplotipos encontrados en las muestras seleccionadas al azar se alinearon en el programa Vector
NTI Suite 6.0, donde pudimos observar los sitios de mutacion, asi como las bases correspondientes
a dichos cambios que diferenciaban a un haplotipo de otro. Para finalizar esta parte del estudio
molecular realizamos una comparacion de estas secuencias con las secuencias reportadas en el
GenBank por Aspen y Savage (2003) por medio del programa Clustal W (Thomson et. al., 1994) y
se tradujeron automaticamente usando el programa BioEdit 7.0.9 (Ibis Biosciencies). Para los
analisis filogenéticos se usaron los métodos de Neighbor-joining, Maxima Parsimonia y Minima
evolucién con correcciébn gamma y un bootstrap (una forma de medir el error de muestreo es
tomar muchas muestras de la poblacion estudiada y compararlas, el bootstrap simula esto pero en
lugar de muestrear de una poblacién “remuestrea” los datos originando pseudoréplicas) de 10000
repeticiones y el método de substitucion nucleotidica determimada por “Model Selection”
utilizando el programa MEGA V4 (Tamura et. al., 2007) y obtuvimos finalmente los arboles
filogenéticos mostrados en la figura 36. Las frecuencias haplotipicas estdn representadas en la
figura 35, (Ver los valores en la tabla 10).

Tabla 10. Distribucion haplotipica del gen nuclear Ace 2 en la Ciudad de México. Se pueden observar los
diferentes sitios representados para cada uno de los haplotipos encontrados en muestras de mosquitos del
complejo Cx. pipiens en la Ciudad de México.

Haplotipo Especie Frecuencia Sitios representados
Pipi 1 pipiens 3 21-CJ,22-CJ,23-CJ

Pipi 2 pipiens 7 37-1P,38-1P,80-TL,81-TL,82-TL,83-TL,84-TL
Pipi 3 pipiens 2 37-1P,38-IP

Pipi 4 pipiens 7 37-1P,38-1P,63-MA,64-MA,77-TH,83-TL,84-TL

Qui 1l quinquefasciatus 9 17-B1J,24-CU,25-GM, 26-GM, 27GM, 35-1C, 36-IP,39-1Z,76-TH

Qui 2 quinquefasciatus 21 02-A0,05-A0,11-AZ,17-BJ,20-CO, 24-CU, 25-GM, 26-GM, 27GM, 34-GM,
35-1C,36-1P,37-1P,38-1P,39-1Z,48-MC, 76-TH, 78-TL,84-TL,87-VC,95-XO
Qui 3 quinquefasciatus 9 10-A0,12-AZ,49-MH,50-MH,51-MH, 53-MH, 55-MH, 56-MH, 57-MH
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Frecuencia haplotipica
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Figura 35. Representacion grafica de las frecuencias haplotipicas para el gen nuclear Ace 2 en
Ciudad de México.

a

Alvaro Diaz Badillo [82] Posgrado en Ciencias Genomicas



Genética de Poblaciones del Complejo Culex pipiens (Diptera: culicidae) en la Ciudad de México

(A) (B)

plp-esavage
mvege

o

.ﬁ

Fol
\?/ B )
= <\

(C) 58— quin-2
31— quin-3
(A quinquefasciatus
i qui-savage
14 quin-1
pipi-3
I -pipi-2
46 | 4o pip-savage
pipi4
pipiens
pipi-1
42-| torrentium
nigripalpus

79 restuans

tritaeniorhynchus

0.01

Figura 36. Representacion filogenética de los haplotipos encontrados con el gen nuclear Ace 2 en
muestras de la Ciudad de México. En la figura podemos observar la filogenia correspondiente a los 4
haplotipos de Cx. pipiens (A) y en (B) la filogenia correspondiente a los 3 haplotipos para Cx.
quinquefasciatus. En (C) la filogenia de todo el complejo incluyendo a los otros miembros del

complejo.
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Contribucién de las lluvias estacionales en la genética de los mosquitos

Con el fin de determinar la influencia de las lluvias estacionales en la abundancia de los mosquitos
del complejo Cx. pipiens, se analizaron molecularmente 600 mosquitos por mes, colectados en seis
cementerios durante la estacién lluviosa de mayo a octubre de 2005 (Tabla 9, figura 32).
Mosquitos Culex pipiens quinquefasciatus hibridos se encontraron en los seis sitios de recoleccion.
Los mosquitos fueron colectados una vez al mes a partir de 10 contenedores diferentes en cada
sitio. Los hibridos se detectaron en el sitio de Azcapotzalco de junio a octubre, en el sitio de Milpa
Alta, en julio, en el sitio de Cuajimalpa de julio a octubre, en el sitio de Tlahuac de junio a octubre,
en el sitio de Iztapalapa en junio y de agosto a octubre y finalmente, en el sitio de Xochimilco en
junio y julio (Tabla 9). Ademas, las densidades de mosquitos hibridos fueron cualitativamente
superiores durante la temporada de lluvias. Es importante mencionar que los hibridos no se
observaron durante todo el afio. Cabe destacar que no se detectaron en los meses secos (Enero a
mayo). Dos picos en la abundancia de mosquitos hibridos se observaron (Ver figura 29), el primero
en junio y el segundo en agosto en el Pantedn Civil San Nicolds Tolentino (37-IP). Las temperaturas
en los sitios de recoleccion, de forma total, fluctuaron entre 8 ° C a 23 ° C. Los hibridos fueron
encontrados a temperaturas entre 12.5°Ca 17 ° C.
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DISCUSION

De acuerdo a lo mostrado en la literatura, los mosquitos pertenecientes a los géneros Culex,
Culiseta y Ochlerotatus recolectados e identificados en la Ciudad de México son capaces de
transmitir agentes patdgenos causantes de muchas enfermedades, tales como el VON. Los
mosquitos pertenecen al complejo Cx. pipiens, sus hibridos, y Cx. tarsalis se consideran
importantes vectores de VON, que puede causar fiebre, la muerte y secuelas a largo plazo en los
seres humanos infectados, asi como la muerte de caballos y otros mamiferos (Kulasekera et. al.,
2001). La infeccién por VON es principalmente enzodtica entre las aves (Malkinson y Banet, 2002),
y teniendo a los seres humanos y equinos como huéspedes accidentales o huéspedes terminales al
causarles la muerte (Murge et. al., 2001). Las aves migratorias pueden propagar el virus a largas
distancias (Hannoun et. al., 1972. Rappole et. al., 2000) EI VON es responsable de brotes
importantes de casos humanos en los Estados Unidos, Europa y el Oriente Medio (Hayes et. al.,
2005. Bernard et. al., 2001. 2010 WNV-CDC, 2010). La Ciudad de México tiene las condiciones
climaticas similares a otras ciudades donde los brotes de VON se han producido con consecuencias
fatales para los seres humanos. El VON se ha reportado en seis estados mexicanos (Anuarios de
morbilidad DGEPI, 2010. Rios-Ibarra et. al., 2010), lo que aumenta la probabilidad de introduccion
del virus en la capital del pais. Poco se sabe sobre la distribucion de mosquitos del complejo Cx.
pipiens en la Republica Mexicana, mas aun hay escasa informacion para la Ciudad de México.

Esta informacién es esencial para evaluar el potencial que se tiene de que se presente una
epidemia por el VON en la Ciudad de México. El VON se ha detectado en diversas especies de
mosquitos del genero Culex en los Estados Unidos desde 1999, y se ha extendido por la mayoria de
los estados de ese pais (CDC, 2010), resultando en 30658 casos humanos con 1206 muertes a
finales de 2010. El virus llegd a Canada en 2001 y los paises del Caribe y América Central en 2003
(Rios-lbarra et. al., 2010. Elizondo-Quiroga et. al., 2005). EI VON fue detectado en caballos en los
estados mexicanos de Veracruz, Yucatdn, Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas, Tabasco en 2002
(Estrada-Franco et. al., 2003). Sin embargo, el virus no fue detectado en muestras de caballos de
Durango, San Luis Potosi, Jalisco, Distrito Federal, Guerrero, Puebla, Oaxaca y Chiapas donde los
resultados finales fueron negativos para VON (Estrada-Franco et. al.,2002). Los dos primeros casos
autdctonos confirmados de humanos infectados por el VNO en México se registraron en Nuevo
Ledn y Sonora en 2005 (Elizondo-Quiroga et. al., 2005). A nuestro entender, sélo 8 casos humanos
de infeccién por el VON se han producido en México, 3 de los cuales fueron graves, pero no
ocasionaron la muerte (Rios-lbarra et. al., 2010). Un caso humano mortal se registré en Nuevo
Ledn, México en 2005 (Rios-lbarra et. al., 2010) y 6 casos mas en el norte de México, en una
encuesta de 2005 a 2007 (Rodriguez et. al., 2010).

Ademas, hay otros informes que sugieren que debido a que hay muchos casos de dengue (DENV)
en México los posibles casos humanos mexicanos tienen anticuerpos contra el flavivirus del DENV
que pueden bloquear al otro flavivirus de VON (Rodriguez et. al., 2010). Sin embargo, dado que no
ha habido ninguna actividad de DENV en la Ciudad de México, la gente de la Capital podria estar
mas expuesta a ser infectada por este virus, si es que los anticuerpos contra DENV tienen algin
papel en el bloqueo de la infeccion por el VNO. La introduccién y el establecimiento del VON en la
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Ciudad de México -que bien podria resultar en un desastre de salud publica- es posible porque los
principales vectores Culex estan presentes en toda la ciudad, ademas de que la ciudad esté dentro
del trazo migratorio de muchas de las aves que han sido reportadas como reservorios naturales
del VON (Rappole et. al., 2000), mas el hecho de que la Capital del pais es una de las ciudades mas
pobladas del mundo. Como pudimos analizarlo, la introduccién del virus puede ocurrir en una
considerable variedad de maneras, incluyendo, como ya se menciono, la migracién de las aves
infectadas con el VON o por humanos o por mosquitos infectados en los aviones y otros medios de
transporte. Los brotes de VON que se producen de forma esporadica en el sur de Europa se
atribuyen a la importacién del virus por las aves migratorias de Africa, que luego infectan a los
mosquitos locales (Murge et. al., 2001 y 2002).

Los mosquitos Culex spp son frecuentemente capturados y colectado en aviones (Russell, 1987), y
es posible que el VON se podria haber introducido en Nueva York en 1999 por un mosquito
infectado transportado desde el Medio Oriente. En este sentido la Ciudad de México cuenta con
los enormes servicios del Aeropuerto Internacional de la Ciudad de México, que es el aeropuerto
mas grande y visitado de América Latina, con flujo regular de vuelos diarios a América del Norte, la
parte continental de México, América Central y el Caribe, América del Sur, Europa y Asia, ademas
de que tiene acuerdos politicos y comerciales con practicamente todos los paises del mundo. Se
sabe que este aeropuerto actualmente es utilizado por mas de 26 millones de pasajeros al afio
(AICM, 2010), y en 2008, aproximadamente 31 millones de personas pasaron por los aeropuertos
de esta ciudad capital. Con este alto volumen de tréafico hacia y desde las zonas endémicas, la
Ciudad de México esta en riesgo de introduccion del VON. Curiosamente, Cx. tarsalis, que
actualmente es considerado uno de los mejores vectores del VON, sélo se detecté en un sitio
cerca del aeropuerto internacional, sugiriendo su posible transportacion a través de aviones como
ha ocurrido en otros paises (Russell, 1987). Esta sugerencia se basa en el hecho de que no
encontramos a este mosquito en los otros sitios de colecta, aun cuando se realizaron las colectas
en contenedores naturales de agua, con menos de una semana de dep0sito, sitios que son
preferido por Cx. tarsalis (Russell,1987).

Nuestros resultados muestran por primera vez la prevalencia y distribucion de mosquitos del
complejo Cx. pipiens en la ciudad capital de México, lo que ayudara a los esfuerzos de control de
vectores en el caso de la introduccién del virus. Es importante tomar en cuenta que en este
estudio sélo se utilizaron los hdbitats de larvas en los cementerios y se tomaron muestras para
hacer el uso mas eficiente de los recursos disponibles. Una muestra mas amplia de tipos y sitios de
colecta esta disponible (por ejemplo, industrias, viviendas de alta densidad, comercios, etc.) y
pueden producir resultados ligeramente diferentes. Del mismo modo, el uso de trampas de luz,
para capturar especimenes adultos, muy probablemente produciria resultados diferentes, dadas
las diferencias conocidas en respuesta a las trampas de luz por otras especies de mosquitos. En el
caso del muestreo de larvas en comparacion con las trampas de luz, el muestreo de larvas, si es lo
suficientemente detallado, es mas probable que muestre todo el complejo de especies
representadas en los sitios. Se seleccionaron cementerios, debido a su accesibilidad, pues son una
representacion efectiva de la mayor superficie circundante, ya que localizamos una alta densidad
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de unidades habitacionales rodeando a estos recintos publicos. Muestreos de otras clases y tipos
ya han sido aplicados y estan previstos en los proyectos presentes y futuros de nuestro grupo de
trabajo. Es muy claro que Cx. p. pipiens y Cx. p. quinquefasciatus estan estrechamente
relacionados con los seres humanos. Las zonas de hibridacion entre las dos especies han sido
reportadas en América del Norte, Argentina y Madagascar (Cornel et. al., 2003. Humeres et. al.,
1998. Urbanelli et. al., 1995). La Ciudad de México cuenta con aproximadamente 103 cementerios
rodeados de casas y apartamentos, como ya se habia mencionado (Ver ia figura 12).

Las criptas tienen contenedores de agua durante todo el afio y estén rodeadas de vegetacion
considerable, proporcionando las condiciones adecuadas para los criaderos de mosquitos
(Vezzani, 2007). Los cementerios muestreados en este estudio confirmaron la presencia del
complejo Cx. pipiens y Cx. tarsalis en la Ciudad de México. Nuestros resultados muestran por
primera vez que Cx. p. pipiens, Cx. p. quinquefasciatus, sus hibridos y Cx. tarsalis estan todos
presentes en la Ciudad y coexisten bajo distintas condiciones ambientales. Anteriormente, se
pensaba que Cx. p. pipiens sélo se encuentraba en los Estados Unidos y Canada (Barr, 1957).
Ademds, la Ciudad de México no fue incluido en informes anteriores.

Estudios previos basados en los valores de DV/D y un analisis en el ADN ribosomal (Smith y
Fonseca, 2004), muestran que los especimenes ubicados entre las isotermas 12-14 ° C en el norte
de la ciudad de México se identificaron de forma inequivoca como Cx. p. quinquefasciatus. El
nuestro es el primer informe de la Ciudad de México y que esta de acuerdo con estudios previos
donde se muestra que sélo Cx. p. quinquefasciatus, por lo general, se encuentran al sur del
paralelo 36 ° N en América del Norte (Barr, 1957). Culex pipiens pipiens fue detectado por encima
de las isotermas de 12-14 °C en el sur de la Ciudad de México. Por ultimo, mosquitos hibridos de
Cx. p. pipiens quinquefasciatus se detectaron entre las isotermas de 10-12 °Cy las isotermas de 12-
14 °C en las delegaciones de Cuajimalpa, Alvaro Obregén, Magdalena Contreras, Tlalpan,
Xochimilco y Milpa Alta (Figuras 19 y 34). Mosquitos Culex p. pipiens, también fueron colectados
durante todo el afio en el cementerio "El Calvario" en Cuajimalpa de Morelos, lo que sugiere la
adaptacion del mosquito a esta region. Los hibridos se colectaron durante la estacidn de lluvias, de
junio a octubre, del noroeste al sureste de la ciudad, donde habia alta densidad de mosquitos. La
abundancia de mosquitos hibridos aumento a fines del veranc (Cuajimalpa, lIztapalapa,
Azcapotzalco, Xochimilco, Milpa Alta y Tlahuac) entre septiembre y octubre, asociado este
fenémeno, con una disminucién de la temperatura (Tabla 9).

Después de un exhaustivo andlisis, nosotros estamos sugiriendo la ubicacién de una region
hipotética de hibridacion (Figura 34) que revela los limites de distribucion de Cx. p.
quinquefasciatus y Cx. p. pipiens sin ningun tipo de barrera geogréfica aparente. Esto se basa en
los limites espaciales aparentes de las poblaciones de mosquitos de Cx. p. quinquefasciatus y Cx. p.
pipiens, con la localizacién de mosquitos hibridos detectados entre estas dos zonas. Se necesitan
estudios adicionales para demostrar que se trata de una zona de introgresion verdadera. Culex
pipiens pipiens se detecto principalmente en zonas suburbanas o rurales y Cx. p. quinquefasciatus
fue detectado principalmente en las zonas urbanas, concepto que ya ha sido se informé
anteriormente (Huang et. al., 2008). De forma interesante, en las delegaciones del noreste,
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Iztapalapa y Tldhuac, no se advierte una division natural aparente entre los miembros del
complejo Cx. pipiens, donde Cx. p. quinquefasciatus, Cx. p. pipiens y los hibridos de estos, fueron
encontrados en los mismos sitios de colecta (Figura 34).

Se ha sugerido que la hibridacion entre Cx. p. pipiens y Cx. p. quinquefasciatus pudo facilitar la
rapida propagacién del VON en América del Norte (Fonseca et. al., 2004). Nuestros estudios
confirman la presencia de una poblacién auto-sustentable de mosquitas hibridos del complejo Cx.
pipiens en la Ciudad de México (Figuras 19 y 34). Este fenomeno es similar a los resultados de
estudios previos en Colorado (Aspen y Savage, 2003), California (Cornel et. al., 2003), y Tennessee
(Jacob et. al., 1980). La naturaleza de las poblaciones hibridas en la Ciudad de México requiere
mas estudios, como ya se habia detallado. Marcadores de tipo microsatélites se han utilizado para
evaluar la introgresion entre Cx. p. pipiens y Cx. p. quinquefasciatus (Kothera et. al., 2009), y este
enfoque de genética de poblaciones podria ser utilizado para definir el alcance y las regiones
geograficas de la introgresion dentro de la zona de estudio. También hay que sefalar que la
presencia de Cx. p. pipiens podria plantear un riesgo para los humanos en la Ciudad de México, ya
que hay informes que indican que esta especie puede cambiar las preferencias de alimentacién de
las aves a los seres humanos en las zonas urbanas a finales del verano y principios del otofio
(Reisen et. al., 2010).

Nuestros analisis da una idea de la distribuciéon de los miembros del complejo Cx. pipiens en la
Ciudad de México. Esto es importante porque las diferencias de comportamiento, tales como las
preferencias de hospederos para la alimentacién de las hembras adultas, son importantes para
determinar la capacidad vectorial de los mosquitos del complejo Culex. Esta informacion es
necesaria para el establecimiento de una vigilancia eficaz y el establecimiento de programas
especificos de control para prevenir o controlar los brotes de VON, u otras enfermedades
relacionadas como la filariasis.

Alvaro Diaz Badillo [88] Pesgrado en Ciencias Genomicas



Genética de Poblaciones del Complejo Culex pipiens (Diptera: culicidae) en la Ciudad de México

Conclusiones

1. Los mosquitos Culex pipiens pipiens, Cx. p. quinquefasciatus y Cx. tarsalis son importantes
vectores de VON, y se reproducen en Ciudad de México.

2. Los valores de las forma morfométricas de las alas de las hembras adultas de los
mosquitos del complejo Cx. pipiens tienen relacion con las variaciones genéticas de las
poblaciones. El tamafio de los datos de las alas esta relacionado con las dreas geogréficas
donde viven los mosquitos. De igual forma, los valores de la razén DV/D de los brazos
dorsales del edeago en la genitalia masculina no pueden distinguir taxones en el complejo
pipiens, como se pensaba anteriormente, y si, como se vio, son sélo el tamafio de las
medidas que estan mas relacionadas con factores de desarrollo.

3. Los marcadores mitocondriales muestran algunos signos de la diversidad en los miembros
del complejo Cx. pipiens. Sin embargo, las mutaciones encontradas son “silenciosas”
porque no tienen efecto sobre la funcién de la proteina producida. Por lo que se sugiere
realizar mas estudios al respecto.

4. El segundo intron del locus de la acetilcolinesterasa (Ace 2) demostrd estar fijo en las
poblaciones de mosquitos del complejo Cx. pipiens, ya que fue amplificado con los mismos
primers, de forma eficiente y clara, en las muestras de mosquitos.

5. Las poblaciones hibridas del complejo Cx. pipiens parecen estar todavia en un proceso de
fijacion para el establecimiento de zonas de introgresion de genes. Este estudio fue
esencial, a fin de conocer los limites de la introgresion entre estas dos especies en la
Ciudad de México.

6. El mosquito Cx. quinquefasciatus, que es netamente urbano, recibe una gran cantidad de
presion del medio donde vive, lo que reduce su diversidad genética. Entre estas presiones
se encuentran, la aplicacion indiscriminada de insecticidas para el control de las
poblaciones adultas, la degradacién ambiental caracteristica del entorno urbano, la
excesiva radiacion solar por efectos del cambio climatico, y los extremos en el rango de
temperatura.

7. Los hibridos de Cx. p. pipiens y Cx. p. quinquefasciatus fueron detectados por andlisis
morfolégico de la genitalia masculina (razon DV/D) y por el analisis molecular del ADN de
los mismos (marcadores ND4 y Ace 2).

8. Los hibridos fueron identificados durante la temporada de lluvias de junio a octubre, en
una region de introgresion que se extiende desde el noroeste al sureste de la ciudad.
Queda claro que la Ciudad de México tiene una abundancia de vectores competentes del
genero Culex spp y que corre el riesgo de la introduccion de VON y otras enfermedades
epidémicas. El incremento en los programas de vigilancia y control de vectores, eficaces,
deben aplicarse con el fin de evitar el riesgo de una epidemia por el VON en esta region de
la Republica Mexicana que se caracteriza por su densidad alta poblacional humana.

9. Los avances de este proyecto fueron presentados durante su desarrollo en distintos foros
de discusion cientifica y de investigacion, como se muestra en el Anexo.
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P2. DISTRIBUCION DE MOSQUITOS DEL COMPLEJO CULEX (CULEX)
PIPIENS EN LA CIUDAD DE MEXICO.

Alvaro_Diaz-Badillo”®, Minerva Camacho—Nuez’ Jorge Pascual Martinez-Munoz®, Barry Beaty®,
William Black’, Mana de Lourdes Mufioz'. 'Departamento de Genéhca y Bno)ogia Molecular,
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN, México D. F., Posgrado en Ciencias
Genbmicas, Universidad Auténoma de la Ciudad de México, Méxrco D. F., *Laboratorio Estatal
de Salud Publica de Qaxaca. Oaxaca de Juarez., Mexico, Department of Microbiology,
Immunology, and Pathology, Colorado State University, Fort Collins, CO, United States.

Palabras Clave: Culex pipiens Complex, Virus del West Nile, Genomita y Proteomica de
Poblaciones.

La Encefalitis del Nilo, (West Nile), es una enfermedad emergente en las
regiones templadas de Europa vy, recientemente, en Norteamérica. La
manifestacion mas grave es la encefalitis, que afecta tanto a humanos como a
caballos y provoca la muerie de algunas aves silvestres y domésticas. Es una
enfermedad viral producida por un flavivirus del grupo de las encefalitis viricas
transmitidas por artrépodos. Se distribuye ampliamente en Africa, Oriente
Medio, Europa, Asia Occidental y Central, Australia y, actualmente, en América
del Norte. La enfermedad se transmite mediante la picadura de un mosquito
infectado con el virus, el que a su vez se infecta al picar un ave infectada. El
virus queda alojado en las glandulas salivales del mosquito, inoculandolo al picar
para alimentarse con sangre. Hasta 1999, las aves circulaban sin una
enfermedad aparente, siendo humanos y caballos hospederos terminales. La
enfermedad no se transmite persona a persona. El virus necesita de vectores
artropodos, y los mas frecuentes son el Culex pipiens complex en lsrael, Sud
Africa, India, Europa y ahora Ameérica del Norte y Culex perexiguus/univittatus,
en Egipto, Israel y Sud Africa. Sin embargo, se ha aislado a este virus en mas
de 40 especies: Culex, Aedes, Anopheles, entre ofros y también en garrapatas.
El Culex pipiens es un mosquito que vive cerca de las casas, presente en casi
todas las areas urbanas. Las hembras ponen sus huevecillos sobre agua con
mucha materia organica (charcos, recipientes artificiales, plantas de tratamiento
de aguas negras, etc.). Se alimentan preferentemente de sangre de aves, pero
pueden picar a humanos y otros mamiferos. En la Ciudad de México, los
mosquitos que prevalecen son los Culex sp, conocidos como “moscos o
zancudos” y que corresponden a Culex pipiens (quinquefaciatus)
mayoritariamente. Su area de distribucién no es muy variable y a la fecha no
han tenido un rol en la transmision de enfermedades en animales o humanos.
Esta nueva enfermedad es una preocupacion en la actualidad para los paises de
Ameérica del Sur y el Caribe debido a la existencia de aves migratorias,
existencia generalizada de Culex y un alto nimero de poblacion susceptible.
Actualmente se ha reportado la presencia del virus en el norte de México
(Monterrey) asi como en el sur (Yucatédn). Ello, debe alertaros a investigar con
f mayor entusiasmo las encefalitis en el pais y comunicar los casos dudosos para
| aclarar su etiologia.

El objetivo de este estudio es determinar la distribucion de los miembros de este
complejo de mosquitos a través de técnicas morfologicas y moleculares, usando
marcadores geneéticos; determinando la estructura genética poblacional con
marcadores RAPD y mitocondriales, y relacionando dicha estructura con
estudios de capacidad y competencia vectorial,
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Biomedicina in the Post-genomic Era
Instituto Nacional de enfermedades Respiratorias
December 1*-December 3", 2005

“CULEX PIPIENS COMPLEX SPECIES (DIPTERA: CULICIDAE): MOLECULAR AND
MORPHOLOGYCAL IDENTIFICATION AND PHYLOGENOMIC RELATIONSHIPS IN MEXICO CITY.”

Diaz-Badillo A. (1,2), Martinez-Mufioz J. P. (3), Beatty B. J. (4), Black IVW. C. (4) and Mufioz M. L.
(1).

(1) Department of Genetics and Molecular Biology, Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del IPN, México., alvaro@cinvestav.mx, {2) Genomic Sciences Program, Universidad
Autonoma de la Ciudad de México., (3) Laboratorio Estatal de Salud Publica de Oaxaca. SS., (4)

Department of Microbiology, iImmunology, and Pathology, Colorado State University, Fort Collins, CO-
USA.

Abstract

West Nile virus (WNV) was initially isolated in America from species of Culex mosquitoes and
birds in New York City in 1999. Subsequently, the virus spread in the United States and many human
cases were reported. Members of the Culex pipiens complex are the principal vectors of St. Louis
encephalitis (SLE) virus in the central and eastern United States with the exception of Florida, and in
urban areas elsewhere in the U.S.A. Cx. quinquefasciatus and Cx. pipiens are also vectors of other
encephalitis diseases such as dog heartworm cause by Dirofilaria inimitis, periodic lymphatic filariasis
{Wuchereria bancrofti), avian malaria and other encephalitides across the world. Members of the complex
may also be important pest mosquitoes, particularly in urban areas in association with feed lots and farms.
The Culex pipiens complex in North America is represented by four members. Culex pipiens, the northern
house mosquito, is encountered in areas above 39° N latitude . At latitudes of less than 36° N, Cx.
quinquefasciatus, the southern house mosquito is found. Between 36° and 39° N latitudes, Cx. pipiens,
Cx. quinquefasciatus, and hybrids are encountered. The distribution of the fourth member, Cx. pipiens
molestu and Forskal, remains poorly known. Adults of the Cx. pipiens complex are light brown mosquitoes
that lack distinctive markings on the proboscis and legs, and are not realy separated from other Culex
(Culex) mosquitoes. Adult females of the complex are usually identified by the presence of distinctive,
basal, pale abdominal bands. Abdominal bands are broadly rounded medially and distinctly constricted
sublaterally before joining large, lateral scale paiches. Male adults of Cx. pipiens and Cx.
quinquefasciatus, and with less precision Cx. pipiens-quinquefasciatus hybrids, can be identified by use of
the DV/D ratio of the genitalia. Larvae of the Cx. pipiens complex can be identified by: the presence of a
moderately long siphon that has 6-13 pecten teeth located on the first third of the basal region and 4-
branched siphonal tufts. One of them is inserted laterally and out-of-alignment with the other three; and
double-branched lateral setae on abdominal segments llI-IV. The shape of the siphon and number of
branches on setae | on abdominal segments 3-4 can be used to characterize Cx. pipiens and Cx.
quinquefasciatus. However, there is not a reliable method for specific larval identification in areas where
hybrids may occur. Recent molecular studies have lead to the development of specific polymerase chain
reaction (PCR) primers that can be used in a PCR "cocktail” to idenlify Cx. salinarius, Cx. restuans, and
the Cx. pipiens complex. Furthermore, variation between Cx. pipiens and Cx. quinquefasciatus was
insufficient to develop diagnostic primers for these taxa. Recently Culex complex mosquitoes are
considered to be the most important vectors, although WNV has been isolated or detected from
approximately 20 species of mosquitoes in the United States. WNV was initially detected in equines and
birds in Monterrey, Tamaulipas, Coahuila and Yucatan. Because the importances of this vector the aim of
the present research was to investigate the Culex species distribution in Mexico City and some states as
Mexico, Tlaxcala, Jalisco, Oaxaca, Saltillo, Nayarit and Morelos to know the potential to spread WNV in
Mexico. A total of 32 sites were sampled during 2004-2005 for mosquito larva stage. The major aim of this
study is to determine the members in the Cx. pipiens complex (Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus) in
Mexico City to know the potential of West Nile transmission. We are studying the members of this complex
by morphology and molecular techniques. Furthermore, we are determining the genetic population
structure of these mosquitoes by RAPD and mitochondrial markers. Our morphological studies showed
Cx. quinquefasciatus in Mexico City. Detection of Cx. pipiens is in processes and the morphological
studies will be supported by molecular techniques. Culex quiquefasciatus was the dominant larva
collected during the year.

Key words: West Nile viruses, Culex pipiens complex, Phylogenomics analysis
© 2005 by The European Molecular Biology Organization
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between pcpulation genetic variation and observed geographic
variation in WNYV transmission. Inter-simple sequence repeat
(ISSR) screening, in which regions between microsatellites are
amplified, indicated that microsatellite motifs (AG)n, (AC)n
and (CAG)n are comman in the Cx. tarsalis genome. Genomic
libraries enriched for these repeats were generated. An
additional library was enriched for the repeat (ATG)n, which
was not investigated by ISSR. I55R-guided libraries were highly
enriched for microsatellites, with library-specific enrichment
rates ranging from 81-96%. Library ATG was not as highly
enriched {41%). Out of 98 total sequenced clones, 79 contained
microsatellites of which 77 were unique. PCR primers were
designed for 55 loci, Initial efforts have identified 11 loci that
amplify reliably and are polymorphic. A prefiminary screen of
wild individuals from Coachella Valley, California has revealed
high levels of genetic variation, with 3 to 9 alleles per locus and
heterozygosity ranging between 018 and 1.0, The application
of these microsatellite markers to the genetic structure of Cx.
tarsalis will be discussed,

(ACMCIP Abstract)

MALARIA TRANSMISSION AND OCCUPATIONAL RISK
FACTORS IN RURAL SOUTH WESTERN VIETNAM

Thuy Q. Truong

Hospital For Tropical Diseases, Ho Chi Minh City, Viet Nam

As in much of South East Asia, malaria incidence in Vietnam
has dropped dramatically in the past 10 years due to rigorous
control programs, namely the distribution and retreatment

of impregnated bed nets, indoor spraying, improved early
diagnosis and treatment at the commune levei, However, in
small pockets of the country there continues to be a significant
burden of malaria. in 2001 to 2003 in the rural commune of
Dak O in Binh Phuoc province, South West Vietnam, there
were between 150 to 200 cases of slide positive malaria
presenting at the commune health station each month. At the
same time there was no evidence of malaria transmission from
infected mosquitoes in the villages. We conducted intensive
entomological studies in three habitats: hamilets, fields and
forests, to investigate the dynamics of malaria transmission in
this commune, In parallel, we carried out knowledge, attitude
and practise questionnaires (KAP) with all health station
attendees (6350 people), to identify ethnic and behavioural
malaria risk factors. The entomological studies revealed
Anopheles dirus and Anopheles minimus as the primary vectors
of malaria. Using RFLP-PCR and multiplex PCR we identified
An. minimus species A and An. dirus species A. An, minimus,
which is found mainly in the hamlets and has traditionally been
implicated as the main vector. had relatively low infection
rates. An, dirus had significantly higher infection rates and was
caught in high densities in the forests and fields. The annual
entomological inoculation rates (EIR) in the hamlets, fields and
forests are 4.3, 17.3 and 51.3 infective bites per year respectively.
The KAP studies highlighted that the main burden of malaria is
in young men between 20-39 years old, and of Kinh majority
ethnicity. We identified that the risk of malaria is significantly
greater for migrant workers (OR= 2.7, p <0.001), and for people
working in the forests (OR = 3.6, p<0.001). We conclude

that the burden of malaria transmission has shifted from the
hamilets to the forests and An. dirus A is the primary vector We
identified a high-risk group of individuals who are not covered
by current control strategies and may be responsible for
maintaining malaria transmission in this area.

(ACMCIP Abstract)

ESTABLISHMENT OF ROBUST SALIVARY GLAND-
SPECIFIC TRANSGENE EXPRESSION SYSTEM IN
ANOPHELINE MOSQUITOES

Shigeto Yoshida, Hiroyuki Watanabe

Jichi Medical School Minamikawachimathi, Jepan

Recent advances in the genetically engineering of Anopheline
mosquitoes have raised hopes for their use as new strategies
for malaria control and provided a powerful tool to investigate
parasite-mosquito interactions. The interruption of the parasite
cycie in the mosquito using transgenic strategies can occur at
the midgut level, interfering with ookinete invasion or oocyst
differentiation, and at the salivary gland level, blocking invasion
of gland cells or the transmission of infective sporozoites from
the salivary glands, So far, only the carboxypeptidase and
vitelfogenine promoters have been used for driving transgenes
in mosquitoes for the gut- and fat body- specific expression,
respectively. Thersfore, research on transmission blockade using
transgenic mosquitoes has been limited to the midgut stage
of the parasites. It has been postulated that establishment of
salivary gland-specific transgene expression system would
make it possible to elucidate the parasite-salivary glands
interaction. However, robust salivary gland-specific expression
in any transgenic mosquitoes has not been achieved yet. Here,
we generate transgenic Anopheles stephensi mosquitoes that
specifically express Discosoma sp. red fluorescent protein
(DsRed) in their salivary glands. Using advanced 3D confocal
microscopy, we show robust expression of DsRed in the distal-
lateral lobes of the salivary glands, where the sporozoites
invade preferentially, driven by a newly isolated salivary gland-
specific promoter in a living mosquito as well as in dissected
sativary glands. Furthermore, by using GFP-expressing
sporozoites, we could observe the parasites passing through
the salivary glands from the outer surface. These results open
up the possibility of elucidating the process and molecules
involved in the salivary glands-parasites interactions, and may
lead to the development of transmission-blocking strategies
by using genetically modified mosquitoes that express anti-
parasitic genes in a salivary gland-specific manner.

DISTRIBUTION OF MOSQUITOES IN THE CULEX
(CULEX) PIPIENS COMPLEX IN MEXICO CITY; MEXICO

Alvaro Diaz-Badillo’, Minerva Camacho-Nuez”, Jorge
Pascual Martinez-Munoz?, Barry Beaty*. William Black®,
Maria de Lourdes Munoz’

Vepartment of Genetics and Molecular Bioiogy, Centro de
Investigacion y e Fstudios Avanzados del iPN, Mexico D F,
Mexico, Universidad Autonoma de 13 Ciugad de Mexico, Mexico
0. F. Mexice, SLaborstorio Estatal de Salud Publice de Osxaca,
Servizias de Salud, Qaxacs de Juarez, Mexico, *Department
biology. Immunclogy. and Pathology, Coturado State
University, Fort Colins. CO, United States

The disease vectors in the Culex pipiens complex have become
very important in transmission of West Nile virus and St. Lous
encephalitis in the eastern United States. West Nile has been
also detected in the north of Mexico (Monterrey) as well as in
the South (Yucatan). In addition, these mosquitoes transmit
periodic lymphatic filariasis (Wuchereria bancrofti) avian malaria
and other encephalitides across the world. Distnibution of
these mosquitoes is uncertain in Mexico City, consequently the
major aim of this study is to determine the members in the Cx.
pipiens complex (Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus and hibrids)

of Mic
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in Mexico City to know the potential of West Nile trar

We are studying the members of this complex by morphology
and molecular techniques. Furthermore, we are determining
the genetic population structure of these mosquitces by RAPD
and mitochondrial markers. Our morphological studies showed
Cx. quinquefaciatus in Mexico City. Detection of Cx. pipiens is
in processe and the morphological studies will be supported by
molecular techniques.

439

PHYSICAL MAPPING OF THE ANOPHELES STEPHENS!
GENOME

Maria V. Sharakhova. Sarah |. McAllister, Ai Xia, Igor V.
Sharakhov

Virginia Tech, Blacksburg, VA, United States

Anopheles stephensi is one of about 200 species in subgenus
Cellia which includes the most important vectors of malaria in
the tropics. This species is a convenient choice for experimental
genetics. It can be readily bred in a laboratory environment. An.
stephensi is a perfect model for studying host - malaria parasite
interactions. in addition, stable genetic germ-line transformation
has been developed only for this Anopheles mosquito.
Presence of high quality polytene chromosomes in different
tissues makes this species a superior model for cytogenetic
research. Ch rearrang place an important
role in mosquito evolution and adaptations related to malaria
transmission. Availability of sequenced An. gambiae genome
provides an opportunity for comparative genomic studies
with other important malaria vectors. However, no physical
map exists for An. stephensi and only drawn cytogenetic
maps were so far available for this species. The goals of our

h are to d ine types, rates, and chromosomal
distribution of g ic rearrang 1ts in subg Cellia.
We have developed a high resolution cytogenetic photomap
for An. stephensi polytene chromosomes from ovarian nurse
cells. Using fiuorescent in situ hybridization (FISH) we have
mapped about 50 conserved cDNAs of An. gambiae and An.
fi to the ch of An. stephensi. We determined
the correspondence between chromosomal arms among An.
stephensi, An. gambiae, and An. funestus which supports
previous cytogenetic observations about whole chromosomal
arm translocations between species.

MICROSATELLITE AND LIFE HISTORY ANALYSIS OF
THE CULEX PIPIENS COMPLEX IN THE EASTERN
UNITED STATES

Joseph H. Vineis

New York State Department of Health, Slingerlands, NY, United
States

In the southeastern United States Culex quinquefasciatus is
considered to be the main enzootic vector of West Nile virus,
biting indiscriminately, both birds and humans. In the northeast,
Culex pipiens feeds mainly on avian hosts, but will occasionally
bite humans. Both species are considered important vectors

in maintaining the enzootic cycle and serving as a possible
bridge vectors contributing to human infection. Intermediate
forms exist between the two species and may serve as more
potent bridge vectors, leading to increased severity in human
infection. We used eight polymorphic microsatellite loci and
measured several life history traits to characterize populations
of Culex pipiens and Culex quinquefasciatus mosquitoes on the
east coast of the United States. Analysis of microsatellite alleles

d significant population structure between northern
populations but none between the southern populations.
Geographic distance limited gene flow between northern
populations. Significant heterozygote deficits and associated
linkage disequilibrium were led in three populations where
the two species occur sympatrically indicating inbreeding, a
Wahlund effect, or selection. Differentiation between extreme
north and south populations was as high as would be expected
from different species. Six sites representing the north, south
and sympatric zones demonstrated a large degree of variability
in life history traits. The north and south were significantly
different in all traits examined and the sympatric sites
demonstrated similarities to the northern and southern zones
for some traits. The significant isolation by distance between
the northern populations of Culex pipiens may be the result

of extreme winter conditions resulting in annual population
reduction. In sympatric locations there is evidence of individuals
exhibiting mixed ancestry, and three populations demonstrate
strong evidence of a Wahlund effect or assortative mating.
Southern populations of Culex quinquefasciatus demonstrate
low differentiation with no boundaries to gene flow. The
heterogeneity in population structure may contribute to
regional differences in West Nile virus transmission on the East
Coast.

SELECTION AND THE ORIGIN OF INCIPIENT SPECIES
WITHIN THE AFRICAN MALARIA MOSQUITO,
ANOPHELES GAMBIAE

Aram D. Stump’. Meagan C. Fitzpatrick', Neil F. Lobo',
Sekou Traore?, N'Fale Sagnon?, Carlo Costantini?, Frank H.
Collins', Nora J. Besansky'

"University of Notre Dame, Notre Dame, IN, United States,
2Centre National de Recherche et Formation sur le Paludisme.
Quagadougou, Burkina Faso

The M and S molecular forms of Anopheles gambiae are
undergoing speciation, despite ongoing gene flow which
maintains genetic homogeneity across much of their

genomes. We hypothesized that regions that are differentiated
between the two forms, such as the centromeric (proximal)
end of the X chromosome, had been affected by genetic
hitchhiking on positive selection in one or both of the forms.
We sequenced introns from 22 genes located on the X
chromosome in specimens of both forms, from two locations

in West Africa where the forms are sympatric. In both forms,
nucleotide diversity was generally high in divisions 1-4 of the X
chromosome, lower in division 5, and very low in division 6 near
the centromere. Conversely, differentiation between the forms
was virtually zero in divisions 1-4 and very high in divisions

5-6. Pairwise comparisons to a close relative, the sibling
species A. arabiensis, demonstrated uniformly high divergence
regardless of position along the X chromosome, suggesting
that this pattern cannot be explained solely by heterogeneity

in mutation or recombination rate between distal and proximal
regions. Instead, the joint pattern cbserved for M and S strongly
suggests the action of divergent natural selection countering
gene flow at this end of the X chromosome. Comparison of sites
with fixed differences between M and S, to the corresponding
sites in the recent common ancestor A. arabiensis revealed

that derived substitutions had been fixed in both forms, further
supporting the hypothesis that both have been under selection.
For both forms, these derived substitutions are fixed in the two
West African samples, as well as samples of the S form from
western and coastal Kenya, suggesting that selection occurred
before the forms expanded to their current ranges.

wwwastmh.org
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COUNTRYWIDE DISTRIBUHON AND CHROMOSOMAL
POLYMORPHISM OF ANOPHELES GAMBIAE MOLECULAR
FORMS IN BURKINA FASO

Wamdaogo M. Guelbeogo', ismael H. Bassole®, Marco Pombi?,
Corentin Y. Some?, Alessandra della Torre?, Fréderic Simard, Nora
1. Besansky®, Didier Fontenille®, N'Fale Sagnon’, Carlo Costantini’
‘Centre National de Recherche et Formation sur Je Paludisme,
Ouagadougou, Burkina Faso, *Parasitology Unit, Department Public
Health, University Rome «La Sapienza, Rome, aly, *Ecole inter-Etats
d'ingénieurs de 'Equipement Rural, EIER-ETSHER, Ouagadougou, Burkina
Faso, “Institut de Recherche pour le Développement - URG16, and
Organisation de Coordination pour la Lutte contre les Endémiss en Afrique
Centrale, Yaounde, Cameroon, ‘Department Biological Sciences, University
Notre Dame, Notre Dame, IN, Upited States, SInstitut de Recherche pour le
Deéveloppement - URD1T6, Montpelfier, France, “institut de Recherche pour
fe Développement - URQ16, and Institut de Recherche en Sciences de la
Santé, Bobo Dioulasso, Burkina Faso

A countrywide survey of Anopheles gambiae 5.1, taxs was carried out in
Burkina Faso during the peak of the rainy season. Samples of 20 half-
grawd females were collected from each of 300 gecreferenced villages,
chasen according to a stratified random sampling protocol acrass an

area spanning LAT §°45'N-14°40'N and LONG 5°30'W-1°45°. Individual
mosquitoes (n=4,362) were scored both for their karyotype and rDNA
pattern defining the chromosamal / species / molecular form status.
Overall, the molecular form 5 of An. gambiae s.5. was the most abundant
48%), foliowed by the M-form {29% ), and An. arabiensis (23%). The
distribution of the two molecular forms followed a clear geographic
pattern: the M-form dominated in the northern arid areas; the S-orm was
most abundant in the more humid southern regicns. This transition was
rather abrupt at ¢. 12°30°N latitude. An. arabiensis was most prevaient

in the central plateau—between 11%30'N and 13°30'N—decreasing in
abundance when moving centrifugally away fram this region. Contingency
analysis of presence/absence of each pair of taxa in any village, showed
that the M-form and An. arabiensis co-occurred significantly more than
expected, whereas the M- and S-forms were significantly less associated
than expected (P<<G.0001 in both cases), for An. arabiensis and the
S-form, support for statistically lower assaciation was less (P=0.035).
Chramasomal analysis of each molecular form revealed divergent patterns
of polymorphism characterized by contrasting inversion frequencies.

No chromaosomal arrangement was exclusive of either molecular form.
With the exception of inversion 2Rl in the S-form, all inversions showed
variable dinal changes in frequency with latitude. Our results suppen the
view that molecular forms of An. gambiae represent diverging taxonomic
units defining an incipient speciation process, whose chromosomat
polymorphism modulate ecelogical niche partitioning in relation to eco-
geegraphicat clines at the macro-geographic scale.

DlSTRlBUﬂON OF CULEX PIPIENS COMPLEX IN MEXICO CITY
AND THE POTENTIAL OF WEST NILE

Alvaro Diaz-Badillo’, Jorge P Martinez-Mufioz?, Barry Beatty’,
William Black?, Maria de Lourdes Mufioz!

‘Department of Genetics and Molecular Biology, Centro de Investigacion

y de Estudios Avanzados del PN, Mesico City, Mexico, “Labaratorio Estatal
de Saiud Pablica dei Estado de Qaxaca., Qaxaca City, Mexico, “Department
of Microbiology, immunology, and Pathology, Colorado State University,
Fort Coliins, €O, United States

West Nife virus (VNV} was initially isolated in Amenica from species of
Cudex mosquitoes and birds in New York City aseain 1999, Subseguently,
the virus spread in the United States and many human cases were
reparted. Culex mosquitoes are considered to be the most important
vectors of WNY, although this virus has been isolated or deteced in
morz than 20 species of mosquitoes in the United States. Because

the importance of this vectors the aim of the present research was 1o
investigate the Culex species distribution in Mexico. This studies were
focus in Mexico City and the surrounding states to know the potential to
spread WNV in this city. WNV has been detected in equines and birds in
Monterrey, Yucatan among others. A total of 42 sites were sampled from
2004 to 2005 for mosquito larva stage principally. Culex quiquefaciatus
was the dominant larva collected along the year Vertical stratification may
be influenced by humidity, temperature, light, and possibly by availabifity
of hosts. The maximum mosquito density was during the temparal rain.
Culex pipiens, specias that preferentially feeds on birds is an impartant
and competent vectar of WNV in both the Cld and New Worlds was also
collected in Mexico city. The likelyimpaortance of this species in the natural
history of WNV inthe northeastern Urited States prompted us 10 evaluate
the breeding sites of Cx. pipiens and associated species to the potential

of future epidemics of WNY in Mexice. The molecular and morghelogicat
studies showed that the species Culex quiguefaciatus, Culex pipiens and
their hybrids are drealating in Mexico City,

POPULATIONS OF THE ANOPHELES GAMBIAE M-FORM CAN
HAVE TYPICAL SAVANNA-FORM INVERSION KARYOTYPES
AT THE NORTHWESTERN LIMITS OF ITS GEOGRAPHICAL
RANGE

Beniamino Caputo’, Davis Nwakanma?®, Musa jawara’, lorahima
Dia*, Lassana Konate®, Mario Coluzzi, Vincenzo Petrarca’, David J.
Conway’, Alessandra della Torre'

‘Parasitology Unit, Department Fublic Health Sciences, University “ta
Sapienza”, Rome, jtaly, *Medical Research Council (MRC) Laboratones,
Fajara, Bamui, Gambia, ‘institut Pasteur, Unit of Insects and Infectious
Dissases, Dakar, Seneqal, “University of Dakar, Dakar, Senega),
“Department Genetic and Molecular Biclogy, University “La Sapienza®,
Rome, ltaly

Scanty data are avaiizble on the relative frequencies of Anopheles gambize
molecuiar forms and on their chramosomat inversion polymaorphism
patterns at the western extremes of their geographical range. At the end
of the 2005 malaria transmission season (Oct-Nov), we conducted a cross-
sectional survey by pyrethrum-spray and hand aspirator catches at 5 sites
covenng a west-to-east transect from the coastat region of The Gambia
10 eastern Senegal. Malecular identifications showed the presence of An.
mefas (N=144} in the 3 sites wathin 200 km from the coast, and of An.
gambiae s.5. (N=258) and An. arabiensis (N=668) at all sampling sites. A
cline was observed in the refative frequencies of An, gambiae molecular
forms: the S-form i) was reported for the first time in the “coastal” sites;
iy was absent in samples from central Gambian areas, charactensed by
extensive rice cultivation; and, iii} predominated in eastern Senegal. The
M-form was present at all the sampling sites and largely predominated
over S in the § Gambian sites. Throughout the study area, both molecular
forms showed high frequenciss of inverted arrangements 2Rb, 28d and
21a, typical of the SAVANNA chromosemat form. S-poputations from
Senegal were charactensed by the presence of the 2Rj arangement,
mostly associated with 28b and/or 2Rd. Rare carriers of the typkal
MOPTIspecific polymorphism (2Rbcs/s) and BISSALLspedific karyotypes
(2Rd/d_2L+/a) were recorded i the M-farm only. Unexpectediy, ndividuals
charactersed by the most typical SAVANNA karyotype (2Rb/A_2La/a) were
identified mostly as M-form, The absence of the S-form in the intensely
rice Cultivated Gambian areas and its predommance in Guinea-savannagh
aastern localities, suggests a greater abilty of the M-populations 1 adapt
1o the rice ecosyster, even in the absence of the inversion set-up typical
of the MOPT chromosomal form (ZRbq/ul, which is usually found in
comparable ecosystems of Mali and Burkina Faso. Coliections along the
same transect are planned in 2006 to confir these prelminary data

www.astmh.org
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1 were di inued for 7 d and the wild Cufex density rebounded 1o pre-ireatment levels. The third
treatment reduced Culex densities by 7.1 quitoes/trap/d (P<0.2), but the last treatment at the beginning of
September had no effect on population density. Overall, multiple ground ULV suppressed wild Culex
density and this supports the recommendations by the CDC for controlling Culex mosquitoes especially Culex
pipiens.

99 Knowledge and attitndes toward prevention and control of dengue in a slum area in Brasilia, Brasil
Ivenise Leal Braga, ivenise.bragai@saude.gov.br, Ricardo-Pimenta Fana) Traci Crillanovick, Ligia Maria Paixfo
Silva, Marisa Pacini Costa, and Ima Braga

SaENE

A knowledge, attitude, and behavior survey was conducted among residents of a slum area in Brasilia, Brasil
regarding dengue fever (DF) and dengue hemorrhagic fever (DHF). A random sample of 421 houses (2.1% of the
area) was visited and a guestionnaire was applied. About 94% of those interviewed had heard about dengue and
73.7% knew that the disease was transmitted by mosquito bites; 83.1% knew dengue symptoms and 14.4%
informed us they had had dengue before; 47.5% knew the practices to avoid the mosquito found in containers and
tires, Nearly 95% of slum-dwellers use barrels and drums for water storage, common sources of Aedes aegypti. The
results show that adequate knowledge of dengue and prevention methods are found in close association with high
Ae. aegypti domiciliary infestation rates. This suggests that traditional education strategies, although efficient in
5 transmitting information, have failed to change the population’s behavior. The study presents important data that
i appear to explain these attitudinal difficulties i in avoiding infestations of household water storage containers
because of sanitation problems in this V.

S

108 Serologic evidence for West Nile virus activity in two areas of Chiapas, México -
Armando Ulloa, aulloa@insp José Domingo Méndez Sénchez, José Alfredo Juarez, Mauricio Casas Martinez,
Juan Guillermo Bond Compean, Rogelio Danis Lozano, José Arturo Farfan Ale, Julidn Garcia Rejon, Luis Flores
Flores, and Nicholas Komar

West Nile viros (WNV) isa ber of the Jap phalitis virus complex within the genus Flavivirus, family
Flaviviridae. In Chiapas, a serologic survey of 200 d« ic animals conducted during 2001 detected a single
animal (cow) with WNV-neutralizing antibody, a result considered inconclusive because of the complexities of
determine the prevalence of WNV in several ¢ ities from the “L don Forest” and the “Encrucijada,” 2
natursl protected areas in Chiapas. We sampled blood from 343 domestic animals, including 215 chickens, 50
turkeys, 44 cattle, 34 ducks, 4 horses, 2 geese, 2 pigs and tested them for WNV-specific antibodies using a blocking
ELISA. Of 36 reactive sera, 19 samples were confirmed by plaque-rerduction neutralization test, including 8
chickens, 5 cattle, 4 turkeys, 1horse, and | goose. After combining results for all species tested, the serologic
prevalence in Benemérito de las Américas, Roberto Barrios and Nuevo Orizaba from Lacandon Rain Forest was
19% (6/31), 7% (4/56) and 5% (2/42), respectively. Seroprevalence was lower (X2:5.6, P=0.03) on the Pacific
coastal plain in the communities of Rio Arribs (6%, 6/94) and Zacapulco (l %, 1/120).

101 First West Nile virus isolations from quitoes in the Neotropics
Roberto Barrera, rbarrera@cde.gov, Manuel Amador, Annette Diaz, Joshua Smith, Elizabeth Hunsperger,
Jorge L Munoz-Jordan, Kovi Bessof, Manuela Beltran, Edgardo Vergne, Mark Verduin, and Wellington Sun

There is ample evidence of West Nile virus (WNV) circulation in the Caribbean and other tropxcai areas of Latin
America, Virus identification in the region has been difficult b of an ab of patent epi or
epidemics. WNV surveillance in North America has used dead birds, horses, 1 chickens, and quitoes, We
are not aware of surveillance programs in tropical America using sentinel chick pled with quito trapping
to detect active WNV transmission and isolate the virus. We initiated a sentinel chicken WNV surveill program
in July 2006 in eastern Puerto Rico, targeting areas where WNV antibodies had previously been detected in a
resident bird and 3 horses in 2004. Surveillance was conducted by taking blood samples every 2 wk from 60 non-
immune chickens distributed across the 6 most representative terrestrial habitats. Blood specimens were tested by a
chicken-specific IgM MAC-ELISA that would reflect a recent infection. The first positive chickens were detected
in June 2007 in evergreen and mangrove forests. After this information was obtained, mosquito trapping was
initiated around the sites where the cages were located and blood samples were taken weekly, Within 2 wk, WNV
seroconversions were detected in all habitats. The WNV virus was isolated from Culex nigripalpus and Cx.

balh is and also detected in Cx: quinquefasciatus by RT-PCR. This is the first report of WNV isolations from
g mosquitoes in the Neotropics. We r d hicken surveil, pled with Juito trapping to
detect recent or active transmission of WNV in the tropics.

102 Culex quite distribution in T Mexico State, Mexico
Karla Balderrama-Martinez, kreepkar85@hotmail.com, Alvaro Diaz-Badillo, América Alejandra Padilla-Viveros,
and Maria de Lourdes Munoz

West Nile Virus (WNV) was initially isolated in America from Culex species and birds in New York City area in
1999. Subsequently, the virus spread in the United States of America (USA) and many human cases have been
reported. Culex mosquitoes are the most important vectors, although WNV has been isolated or detected in more
than 20 mosquito species in USA. WNV was previously detected in equines and birds in Nuevo Leon, Tamaulipas,
Coahuila and Yucatan states in Mexico. Because of the importance of this vector, the objective of the present

21

Alvaro Diaz Badillo [125] Posgrado en Ciencias Genémicas



Genética de Poblaciones del Complejo Culex pipiens (Diptera: culicidae) en la Ciudad de México

Abstracts

research was to investigate the distribution of Culex species in Tecamac, Mexico State, Mexico, since the states of
Mexico, Jalisco, Oaxaca, Michoacan, Tlaxcala, Saltillo, Nayarit and Morelos are potential states where WNV can
spread in Mexico. During May 2007, 2 total of 32 sites were sampled for mosquito eggs, larvae, and pupae, Clex
quingquefasciatus was the domi larval species collected. The likely importance of this species in the natural
history of WNV in the northeastern USA prompted us to evaluate the oviposition sites of Culex species and
associated species as potential future foci of WNV transmission in Mexico. We have demonstrated the presence of
Cx, guinquefasciatus in the State of Mexico.

103 Preferred indoor resting sites of Culex quinguefasci Say in M rey, Nuevo Leon, Mexico

J

Maricela Laguna-Aguilar, A. E. Flores, Gustavo Ponce-Garcia, lldefonso Fernandez-Salas, ifernand@fcb.uanl.mx

The study of adult Culex guinquefusciatus Say quitoes and the ambient dwelling factors explaining its presence
are analyzed in this study. Description of this species® preferred resting was the goal of this work. Abundant Cx.
gquinguefasciatus populations are found in human settlements in Monterrey, northeastern Mexico. This fact
represents a potential for West Nile virus (WNV) tr ission, 4 di with low endemicity to date but with the
potential to cause large human outbreaks. Mosquito collections were made inside and outside houses using a
backpack aspirator. Several variables were recorded concurrently, such as resting site, height above the floor, wall
material and color, as well as blood digestion stages. The collected data were analyzed using the statistical program
SPSS 10. Results showed a clear preference of this species to rest in bathrooms and bedrooms with smooth and
rough wall surfaces. In addition, wall material was mostly dark colored cement. The higher presence of resting
mosquitoes was recorded when the wall had less than 50 cm height. Most of resting sites had an average relative
humidity of 50-60% and an average temperature of 30-35 °C. The distribution of females according to blood
digestion status showed that gravid female Cx. quinquefasciatus preferred indoor resting sites, We concluded that
indoor environments in Monterrey provided enough resources to allow this incriminated WNV vector species to
potentially maintain human epidemics.

104 Host-feeding preference of Culex quinguefasciatus in Yucatan Stute, Mexico
Julian Garcia-Rejon, grejon@nady.mx, Jose Farfan-Ale, Maria Lorofio-Pino, Wilberth Chi-Chim, Luis Flores-
Flores, Elsy Rosado-Paredes, Carlos Baak-Baak, Bradley Blitvich, Jose Perez-Mutul, Victor Suarez-Solis,
Tidefonso Fernindez-Salas, and Barry 1. Beaty

Studies were conducted to determine the host-feeding preference of Culex quinquefasciatus in vrban areas of
Merida, Yucatan State, Mexico. Mosquitoes were collected in the backyards of houses nsing wooden resting hoxes.
Collections were made S times per wk from January to December 2005, DNA was extracted from engorged females
and tested by PCR using universal avian and mammalian-specific primers. DNA extracted from avian-derived
blood was further unalyzed by PCR using primers that differentiate among 3 avian orders: passeriformes,
columbiformes and galliformes. PCR products obtained from mammalian-derived blood were subjected to
restriction enzyme digestion to differentiate between human, dog, cat, pig, cow, and horse-derived blood meals.
Overall, 82% of engorged mosquitoes had fed on birds and 18% had fed on mammals. The MOSt ComMmOon Sources
of avian-derived blood were galliformes and passeriformes. The most of lian-derived
blood were dogs and humans. The overall human blood index (HBI) was 6.7%. The overall forage ratio for humans
was 0.1 indicating that humans are not a preferred host for Cr. quinquefasciatus in Merida,

105 Control of culicine mosquito larvae (Insecta: Diptera) using micronized suspensions of calcium hydroxide
A. Martinez-Ibarra, A. Estrada Aguilar, R. M, Sénchez Manzano, A. D. Camacho, and B. Nogueda-Torres,
bnogueda@yahoo.com

Laboratory bioassays and preliminary field tests were conducted to evaludte the larvicidal effect of micronized
suspension calcium hydroxide (the main component of lime) and the median lethal dose {LDso) was determined,
Fourth instar mosquito larvae were kept in a mixture of drinking water and original pond water from selected )
locations (Mexico City for Culex spp. and Ayala City, Morelos state for dedes spp.). The control with Temephos®
at 0.1 ppm (commercial concentration) caused 100% mortality of larvae 6 h after application and also killed pupae
28 h post-application. The LD, for calcium hydroxide for Culex spp. larvae was 0.084% (w/v) 24 h after
application, for dedes spp. the CDsg for larvae was 0.035%. The effects of caleinm hydroxide on pupae showed
much variation; therefore, we do not consider this comy d effective against pupae. Preliminary field testing
conducted in ponds in Ayals City indicate that calcium hydroxide seers an effective larvicide at LDsg. Our results
show the potential of micronized suspensions of calcium hydroxide as mosquito larvicide. It is worth mentioning
that lime is cheap and the people in the rural areas of Mexico and other countries are familiar with the handling
procedures for this compound.

106 Brain cell karyotype of Culex quinquefusciatus (Diptera: Culicidae) at three temperatures from Colonibia
Jesus Escovar, jeescobar(@lalsatie.edu.co, Carolina Garcia, Yesica Londofio, Ligia Moncada, and Estrella Cardenas

The objective was to analyze the chromosomes of Culex quinguefasciatus at 3 temperatures. The adults were
collected in the following places: EI Mufia (elevation 2,565m and 15 °C avg.), Fusagasugé {elevation 1,700m and
20 °C avg.) and Girardot (elevation 289m and 28°C avg.) in Cundinamarca Department, Colombia. Fourth instar
larvae were obtained from first generation of the 3 colonies. The larvae were placed in colchicine; the heads were
then placed in orcein stain on a microscope slides and the tissue was squashed, Forty slides were examined and
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Diaz-Badillo et al. Parasites & Vectors 2011, 470
http://www.parasitesandvectors.com/content/4/1/70

Parasites
&Vectors

2

RESEARCH Open Access

The distribution of potential West Nile virus
vectors, Culex pipiens pipiens and Culex pipiens
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae), in Mexico City

Alvaro Diaz-Badillo'”, Bethany G Bolling’, Gerardo Perez-Ramirez', Chester G Moore?, Jorge P Martinez-Munoz’,
America A Padilla-Viveros®, Minerva Camacho-Nuez’, Alfonso Diaz-Perez®, Barry J Beaty? and

Maria de Lourdes Munoz'"

Abstract

Background: Cufex spp. mosquitoes are considered to be the most important vectors of West Nile virus (WNV)

detected in at least 34 species of mosquitoes in the United States. In North America, Culex pipiens pipiens, Culex pipiens
quinquefasciatus, and Culex tarsalis are all competent vectors of WNV, which is considered to be enzootic in the United
States and has also been detected in equines and birds in many states of Mexico and in humans in Nuevo Leon. There
is potential for WNV to be introduced into Mexico City by various means including infected mosquitoes on airplanes,
migrating birds, ground transportation and infected humans. Little is known of the geographic distribution of Cufex
pipiens complex mosquitoes and hybrids in Mexico City. Cufex pipiens pipiens preferentially feed on avian hosts; Culex
pipiens quinquefasciatus have historically been considered to prefer mammialian hosts; and hybrids of these two species
could theoretically serve as bridge vectors to transmit WNV from avian hosts to humans and ather mammalian hosts. In
order to address the potential of WNV being introduced into Mexico City, we have determined the identity and spatial
distribution of Culex pipiens complex mosquitoes and their hybrids.

Results: Mosquito larvae collected from 103 sites throughout Mexico City during 2004-2005 were identified as Cufex,
Culiseta or Ochlerotatus by morphological analysis. Within the genus Cufex, specimens were further identified as Cufex

Alvaro Diaz Badillo

tarsafis or as belonging to the Culex pipiens complex. Members of the Culex pipiens complex were separated by
measuring the ratio of the dorsal and ventral arms (DV/D ratio) of the male genitalia and also by using diagnostic
primers designed for the Ace.2 gene. Cufex pipiens quinquefasciatus was the most abundant form collected.
Conclusions: Important WNV vectors species, Cx. p. pipiens, Cx. p. quinquefasciatus and Cx. tarsalis, are all present in
Mexico City. Hybrids of Cx. p. pipiens and Cx. p. quinquefasciatus were also collected and identified. The presence
and abundance of these WNV competent vectors is a cause for concern. Understanding the distribution of these

| vectors can help improve viral surveillance activities and mosquito control efforts in Mexico City.

Background

Arthropod-borne viral (arboviral) infections are a major
public health concern, causing considerable morbidity
and mortality in humans and livestock throughout the
world. There are more than 100 arboviruses that cause
disease in humans, including members of the
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Flaviviridae, Bunyaviridae, and Togaviridae families [1].
Arboviral infections produce a broad spectrum of dis-
ease, ranging from asymptonmatic infection to mild feb-
rile illness or more severe conditions, such as
encephalitis or hemorrhagic fever, which may result in
long-term sequelae or death [2,3]. Human and animal
pathogenic arboviruses such as West Nile virus (WNV),
Chikungunya virus (CHIKV), Rift Valley fever virus
(RVFV) and Bluetongue virus (BTV) have emerged and
caused epidemics in North America, Europe and the
Arabian Peninsula [1]. Culex are important vectors of
West Nile virus and other arboviruses [2,3] in North

© 2011 DiazBadillo et &; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access artide distriluted under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http/aeativecommons.orgllicenses/y/20), which permits urvestricted use, distribution, and
reproduction irr any medium, provided the original work is properly cited
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America, and consequently prediction and monitoring of
their abundance are central to arboviral surveillance and
control programs.

West Nile virus (WNV) was first isolated in America
from Culex mosquitoes and birds in New York City in
1999. Subsequently, the virus has spread westward
across the country with the total numbers of reported
cases exceeding 30,000 and more than 1200 fatalities
occurring in the past 12 years [4]. WNV is maintained
in nature by a bird-mosquito transmission cycle [5,6].
The most important mosquito vectors belong to the
genus Culex, a very closely related group of mosquitoes
originating in Africa [7,8]. Culex spp. mosquitoes are
widespread and can be found in tropical and temperate
climate zones on all continents except Antarctica [9].

Cx. p. pipiens, Cx. p. quinquefasciatys, and Cx. tarsalis
are considered to be the primary vectors of WNV in
North America for several reasons. First, they are the
most common mosquitoes in urban areas {10-14} WNV
outbreaks typically occur during the peak abundance
period of these vector species [15]; they are competent
laboratory vectors of WNV [16]; and they have repeat-
edly been found infected with WNV in nature in the
United States [17]. Unlike most other arboviruses, WNV
has been detected in several genera and numerous spe-
cies of mosquitoes, including 60 North American spe-
cies and over 75 species from more than 10 genera
worldwide [18]. Culex pipiens complex mosquitoes also
serve as important vectors of St Louis encephalitis [19],
Rift Valley fever {20] and Japanese encephalitis viruses
[21].

The global distribution of the Cx. p. pipiens, Cx. p.
quinquefasciatus and the North American distribution
of Cx. tarsalis poses a threat for introduction and trans-
mission of WNV into Mexico including Mexico City.
Culex spp. mosquitoes are frequently detected on air-
planes [22,23], and the international airport in Mexico
City receives numerous flights from WNV endemic
areas daily. WNV was introduced into Northern Mexico
from the central United States in 2002, presumably via
migration of viremic birds [24]. Either of these mechan-
isms could result in the introduction of WNV into the
metropolitan area of Mexico City. The presence of a
susceptible human population, approximately 20 million
peaple, and abundant Cx. pipiens complex mosquitoes is
of great public health concern.

The Cx. pipiens complex mosquitoes in Europe differ
in behavior and physiology compare to the American
mosquitoes and there is little evidence of gene flow
between species [16]. Cx. p. pipiens have been impli-
cated in urban outbreaks of WNV in Europe; however
these outbreaks were nonrecurring and localized [16],
whereas in the United States WNV is enzootic and
widespread outbreaks occur. Interestingly, hybrids
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between Cx. p. pipiens and Cx. p. quinquefasciatus are
widely found in the United States [16]. These hybrids,
which presumably feed on birds as well as humans, may
contribute to the sustained transmission of WNV to
humans and horses in North America.

Because of their potential importance in serving as
bridge vectors for WNV from avians to humans, we
were interested in determining the frequency and distri-
bution of Cx. p. pipiens-Cx. p. quinquefasciatus hybrids
in Mexico City.

The Cx. pipiens complex is considered a controversial
topic in mosquito taxonomy [25], because divergent
physiological and behavioral traits occur without distinc-
tive morphological differentiation. Two methods used to
distinguish between Cx. p. pipiens and Cx. p. quinque-

fasciatus are: 1) DV/D ratio, and 2) PCR amplification

of acetylcholinesterase (Ace.2) gene sequences. The DV/
D ratio refers to the relative overlap and measurement
of the dorsal and ventral arms in male genitalia. DV/D
ratios for Cx. p. pipiens are less than 0.2, for Cx. p.
quinquefasciatus they are greater than 0.4, and hybrids
have intermediate ratios between 0.2-0.4 {26,27]. PCR
amplification of Ace.2 gene sequences result in ampli-
cons of different sizes specific for the two taxa [28-30].

In this study, mosquitoes were differentiated by both
the male DV/D ratio measurements and by the Ace.2
gene PCR product analysis [30]. Mosquito larvae were
collected from breeding sites, reared to adults, and DV/
D ratios were determined in males. Morphological and
molecular results were used to determine whether the
mosquito was Cx. p. quinquefasciatus, Cx. p. pipiens or
a hybrid between the two species.

Determining the distribution of Cx. p. pipiens, Cx. p.
quinquefasciatys, their hybrids and Cx. tarsalis is neces-
sary to determine the epidemic potential of WNV in
Mexico City. This information will provide base-line
information for initiating surveillance programs and
initiating control activities in the event that WNV is
introduced into the region.

Methods

Study area

Mexico City, the capital city of Mexico, is a Federal Dis-
trict. The Distrito Federal is at the same administrative
level as the states. It is located in the Valley of Mexico,
also called the Basin of Mexico or the Valley of Ana-
huac, a large valley located in the Trans-Mexican Volca-
nic Belt in the high plateaus at the center of Mexico. It
has a minimum elevation of 2,200 meters above sea
level and is surrounded by mountains and volcanoes
that reach elevations of over 5,000 meters. The city pri-
marily rests on what was once Lake Texcoco. The entire
lakebed is now paved over and most of the city’s
remaining forested areas lie in the southern boroughs of
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Milpa Alta, Tlalpan and Xochimilco. The city has a tem-
perate highland climate [31}, due to its tropical location
and high elevation. The lower region of the valley
receives less rainfall than the higher regions of the
south. The lower boroughs of Iztapalapa, Iztacalco,
Venustiano Carranza and the west portion of Gustavo
A. Madero are usually drier and warmer than the upper
southern boroughs of Tlalpan and Milpa Alta, 2 moun-
tainous region of pine and oak trees known as the range
of Ajusco, Tlalpan. Seasonally, the lowest temperatures
usually register during January and February, reaching
-2 to -5°C (28 to 23°F), sometimes accompanied by
snow showers on the southern regions of Ajusco. The
maximum temperatures occur during late spring and
summer reaching up to 32°C (90°F). The area receives
about 700 mm of anpual rainfall, which is concentrated
from June through September/October with little or no
precipitation the remainder of the year. Mexico City is a
prominent economic, industrial, and cultural center in
the country and is the most populous city with over
8,836,045 inhabitants in 2008 [32]. The Federal District
is divided into 16 districts or boroughs. The boroughs
are composed of hundreds of neighborhoods [33]. The
metropalitan area, Zona metropolitana del Valle de
México, consists of the Federal District and 60 other
municipalities, mainly located north and east of Mexico
City. This area has a total population of approximately
20,000,000 inhabitants (2010 estimate, 29).

Mosquito collection and identification

Mosquitoes were collected as larvae aboveground from
various urban (Pigure 1A), suburban (Figure 1B) and
rural cemeteries (Figure 1C) in Mexico City during
2004-2005. This represents the first study describing
mosquito larval habitats in Mexico City. Larvae were
collected from tree holes, ditches, decorative ponds,
flower pots, buckets, and water-retaining debris from
each cemetery (Figure 1D-I). The water in the collection
sites was present for different periods of time. Temporal
analysis of mosquito population dynamics was addressed
by performing monthly collections en six occasions
from May through October 2005. Larvae were carried
alive to the insectary where they were reared to adults
and examined after emergence. Larvae were reared
under standard conditions and pupae were placed
(approximately 200 pupae/cup) in cages (30 x 30 x 30
cm) for adult emergence (approximately 400 adults/
cage). Mosquitoes were maintained at 28°C + 2°C and
photoperiod of 14:10 (L:D) h.

Specimens were identified to species with the aid of a
stereomicroscope by using standard identification keys
and recently described characters [34] including the
DV/D ratio descriptive key [35]. Culex pipiens complex
specimens were further subjected to a species-specific
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polymerase chain reaction (PCR) test based on riboso-
mal DNA (Ace.2 gene) to confirm the results of mor-
phologic identifications [30,34]. ldentified specimens
were either processed immediately for genomic DNA
extraction or stored at -80°C.

Genomic DNA extraction

Genomic DNA extraction was performed on individual
male mosquitoes. Each mosquito was homogenized with
the aid of a microtube pestle (USA Scientific, Enfield,
CT) in a 1.5 ml tube containing 180 pl phosphate buf-
fered saline (PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM
Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4) and subjected to DNA
extraction according to Garcia-Franco, et al. [36]. Iso-
lated DNA from each mosquito was reconstituted in 50
pl Tris-EDTA (TE) buffer (10 mM Tris-Cl, 1 mM
EDTA, pH 8.0), and stored at -20°C for PCR [28,30].

Polymerase chain reaction assay
The PCR reaction was carried out by incubation of 0.20
#M of the corresponding sense and antisense PCR primers,
1x PCR buffer, 250 uM of each dNTP, 2 mM MgCl, 0.15
mg/ml of bovine serum albumin, 2.5 units of Taq polymer-
ase (Applied Biosystems), and approximately 6 ng of geno-
mic DNA per the manufacturer’s recommendations.
Amplification of the Ace.2 gene was performed using
primers:
ACEquin (5-CCTTCTTGAATGGCTGTGGCA-3),
ACEpip (5-GGAAACAACGACGTATGTACT-3") and
B1246 (5"-TGGAGCCTCCTCTTCACGGC-3') described
previously (30]. The PCR conditions were as described pre-
viously, briefly: one cycle at 94°C for 5 min, followed by 35
cycles of 94°C for 30 seconds, 56°C for 30 seconds, 72°C
for 60 seconds, and one final extension of 72°C for 5 min.

Results

Species of collected mosquitoes

A total of 202,148 mosquito larvae belonging to the gen-
era Culex (77%), Culiseta (18%) and Ochlerotatus (5%)
were collected from 3,955 containers from cemeteries in
16 Districts in Mexico City (Additional file 1}. Larvae
were collected in all sites; 49.5% of the collected sites
yielded Cx. pipiens complex mosquitoes exclusively;
40.7% of the sites yielded Ochlerotatus mosquitoes, and
33.9% of the sites yielded Culiseta mosquitoes. Interest-
ingly, Cx. tarsalis was identified only in Pefion de los
Baiios (site 87-VC) close to the international airport
(Figure 2, 3) coexisting with Cx. p. quinguefasciatus.
Furthermore, Cx. pipiens complex were coexisting with
Culiseta and Ochlerotatus in 25 sites, with Culiseta in
10 sites, and with Oclilerotatus in 17 sites (Figure 2). In
this study, we used 3 different land cover classes, urban,
suburban and rural areas (Figure 1A-C) to characterize
the landscape in different regions of Mexico City. The
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Figure 1 Landscape and habitats of mosquito larval collection sites
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locations of all mosquitoes belonging to the different
genera are displayed in Figure 2.

Out of 10,250 Cx. pipiens complex mosquitoes exam-
ined, 54.5% were females and 45.5% were males (Addi-
tional file 1). The male to female ratio was 0.84:1.

Alvaro Diaz Badillo [132]

Identification of Culex pipi

Mexico City by DV/D analysis
The locations of the Culex complex mosquito collection
sites are shown in Figure 3. The mean value of DV/D
ratio of the specimens examined in this study was used

complex
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detected in Mexico City for 2004 1he map of Mexico City dispays the

to distinguish Cx. p. pipiens from Cx. p. quinquefascia-
tus (Table 1). Cx. p. pipiens had DV/D ratios of less

Alvaro Diaz Badillo [133]

than 0.2, Cx. p. quinquefasciatus had DV/D ratios
greater than 0.4 and hybrids displayed intermediate
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ratios of 0.2-0.4 (Table 1). Most collections consisted of
Cx. p. quingquefasciatus (73.8%) alone and five collec-
tions contained only Cx. p. pipiens (4.3%). Two collec-
tions consisted of a combination of Cx. p. pipiens and
Cx. p. quinguefasciatus (1.9%); Cx. p. pipiens, Cx. p.
quinquefasciatus and hybrids (7.8%); Cx. p. pipieis and
hybrids (1.9%) or Cx. p. quinguefasciatus and hybrids
(9.7%). Figure 3 shows the locations where Cx. p. guin-
quefasciatus (numbers in blue) or Cx. p. pipiens (num-
bers in red) were identified by morphological analysis
and confirmed by molecular analyses (Ace.2 gene).

Molecular Analyses

In order to distinguish the two nominal taxa, the Ace.2
gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR)
to detect taxa-specific amplicons. The representative
results of the Ace.2 PCR assay for mosquitoes collected
from cemeteries in Mexico City are shown in Figure 4.
The PCR products of 610 and 274 bp were observed for
Cx. p. pipiens and Cx. p. quinquefasciatus respectively
and both fragments were detected for hybrids (Figure 4-
B}. The mosquitoes morphologically identified as Cx. tar-
salis did not yield any PCR product as expected (Figure
4-A, line 10). The DV/D results were generally concor-
dant with the results from the molecular (Ace.2 gene
amplification) results. Out of all mosquitoes analyzed
there were only 9 mosquitoes identified as hybrids by
DV/D analyses that were identified as Cx. p. quinquefas-
ciatus by molecular analysis in (03-A0) Santa Rosa Axo-
chiac (Table 1). In areas where there may be
introgression (Figure 3, faint gray line), individuals with
Cx. p. pipiens DV/D ratios were identified as hybrids by
molecular analysis and a few with Cx. p. quinguefasciatus
DV/D ratios were also identified as hybrids. Interestingly,
the most “observable” band correlated best with the mor-
phological analysis. Our molecular analysis revealed that
the frequency of members of the Cx. pipiens complex in
the collection sites was: Cx. p. guinquefasciatus = 95.5%,
Cx. p. pipiens = 14% and hybrids = 10%.

Cx. p. pipiens or Cx. p. quinquefasciatus were identi-
fied during the whole vear in El Calvario (21-CJ), Cuaji-
malpa de Morelos and in Sanctorum (52-MH), Miguel
Hidalgo respectively (Additional file 2). Furthermore
hybrids identified in the samples from San Nicolas
Tolentino in Ixtapalapa (37-IP) and from La Concordia
in Cuajimalpa (23-CJ) are displayed in the Additional
file 2.

Seasonal Rainfall Contribution

In order to determine the influence of seasonal rainfall
on the abundance of Cx. pipiens complex-mosquitoes,
we analyzed molecularly 600 mosquitoes/month col-
lected in six cemeteries during the rainy season from
May to October in 2005 (Table 2). Culex pipiens-
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quinquefasciatus hybrid mosquitoes were found in all
six collection sites. Mosquitoes were collected once per
month from 10 different containers at each site. Hybrids
were detected in the Azcapotzalco site from Jun to
October, in the Milpa Alta site in July, in the Cuaji-
malpa site from July to October, in the Tlahuac site
from June to October, in the Ixtapalapa site in June and
from August to October, and finally in the Xochimilco
site in June and July (Table 2). Furthermore, hybrid
mosquito densities were qualitatively higher during the
rainy season. Hybrids were not observed throughout the
vear. Notably they were not detected in the dry months
(January to May). Two peaks in abundance of hybrid
mosquitoes were observed (Additional file 2): the first in
June and the second in August at the cemetery Civil
San Nicolas Tolentino (37-1P site). Temperatures at the
collection sites fluctnated from 8°C to 25°C. Hybrids
were found at temperatures from 12.5°C to 17°C.

Discussion

The mosquitoes belonging to the genera Crlex, Culiseta
and Ochlerotatus collected and identified in Mexico City
are capable of transmitting pathogens causing many dif-
ferent diseases, including WNV. Mosquitoes belonging
to the Cx. pipiens complex, their hybrids, and Cx. tarsa-
lis are considered important vectors for WNV, which
can cause fever, death, and long term sequelae in
infected humans and also death in horses [37]. WNV is
primarily enzootic among birds [38], with humans and
equines serving as incidental or dead-end hosts [39].
Migratory birds can spread the virus over long distances
[40,41]. WNV is responsible for human outbreaks in the
United States, Europe, and the Middle East [6,15,42).
Mexico City has similar climatic conditions to other
cities where outbreaks of WNV have occurred. West
Nile virus has been reported in six Mexican states
[43,44], which increases the probability of introduction
of the virus into Mexico City. Little is known about the
distribution of Cx. pipiens complex mosquitoes in the
city. This information is essential for assessing the epi-
demic potential of WNV in Mexico City. West Nile
Virus has been detected in Crlex spp. mosquitoes in the
United States since 1999, and has spread across most
states [42], resulting in 30,658 human cases with 1,206
deaths by the end of 2010. The virus reached Canada in
2001 and countries of the Caribbean and Central Amer-
ica by 2003 [44,45]. WNV was detected in horses in the
Mexican states of Veracruz, Yucatan, Chihuahua, Coa-
huila, Tamaulipas, Tabasco in 2002 [24]. However, the
virus was not detected in horse samples from Durango,
San Luis Potosi, Jalisco, Distrito Federal, Guerrero, Pue-
bla, Qaxaca and Chiapas were negative for WNV [24].
The first two autochthonous human cases of confirmed
WNYV infection in Mexico were reported in Nuevo Leon
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Table 1 Climatic conditions and percentage of hybrids collected from the different cemeteries

Key Rain{mm/year) 'T Q) 'W.T.{¢ R pH  Total larvae Morphological Identification (%) Molecular Identification (%}
o] H. (%)
x p. ox. p. Hybrd Cx p. Cx.p.  Hybrid
quingue-  pipiens quinque-~ pipiens
fasciatus fasciatus
151 142 338 72
154 139 36 75 2030 91 ¢ 2 10 4] ¢
175 155 393 6.9
17 15 Az 7 2200 2 G 2 a2 0
B3 N 43 71
14 i3 56 72 760 0 81 19 ¢ 100 ¢
] & 37 7 1360 Q Hey G 100 @
15 12 34 70 865 0 72 28 0 94 €
18 17.2 47.8 73
7 15 56 o3 4 2 100 4 ¢
171 156 40.1
6 14 57 22 3 39 31 41 23
7 15 52 s3 z 25 6 13 2
155 14 24 S 0 100 ) ¢
16 36 97 ¢ 3 10 + ¢
128 115 57.5
iz 1" 62 67 o} 4 70 20 ¢
12 HY 58 71 WS &7 ¢ 33 100 0 [¢]
142 134 347 74
62-MA™ 140 13 125 24 73 73 ¢ 27 a7 ) 13
BI-MA*Y 140 132 us 36 77 68 9 22 20 18 2
O4-MAR* 140 136 122 25 78 &7 12 Q 87 12 i
€5-MA™ 114G 136 13 33 82 619 94 ¢ [ 100 i ¢
16.2 159 59.1 7
6 i1 81 72 2680 N { 29 10 ] g
1€ 155 62 69 1149 $6 2 41 ars 0 3
FTTHeR %5 17 S 52 61 18 n 59 15 S
n 123 98 439
7RTL* 125 9 s &2 18 100 ¢
GO-TL e 3 6 5 Q Q [y
&1L ns 7 52 0 fa ¢
2T 128 7 54 0 100 0 0 ¢
83T 11 8§ 52 4] Hey [ 0 ¢
84-TL 148 12 ins 4: 12 37 51 U B4 1
X0o 157 139 36.3 73
R tond] ] s 27 70 930 & 2 10 97 ] 2
V1RO & 3 2% 7 2580 7£ G 24 100 3] ¢

‘Temperature, 'Water temperaiure, “Relative humidity, *Urban, **Suburban, **"Rural.

and Sonora in 2005 [45]. To our knowledge, only 8
human cases of WNV infection have occurred in Mex-
ico, 3 of which were severe but did not result in death
[41]. One fatal human case was reported in Nuevo
Leon, Mexico in 2005 [44] and 6 more cases in the

Alvaro Diaz Badillo

[136]

northern Mexico in a survey from 2005 to 2007 [46]. In
addition there are other reports that suggest that
because there are many cases of dengue (DENV) in
Mexico it also may be that the human Mexican hosts
had antibodies against DENV that can block WNV
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morphological analysis or by the Ace2 gene assay

Figure 4 PCR ampilification of the Ace.2 gene. lavae collectad at various cemetedes in Mexico City were ssarad to mosquito adults and then
dentfied by PCR amplification of the Ace2 gene [30] The Cx p pipiens specific band of 610 bp and & p. quinquefasciotus specic band of 274
bp and the expected bands of 610 and 274 bp for hybrids (panel B} are displayed in the agarose gels *Cx tarsalls identified by mosphological

analysis did not produce a PCR amplicon. "Cufex spp. mosquitoes that were not iderttified as permining to the Ce pipiens complex or hybrids by

activity [46]. However, since there has been no DENV
activity in Mexico City, people from Mexico City could
more likely be infected by the virus, if antibodies against
DENYV have any role in blocking WNV infection. The
introduction and establishment of WNV in Mexico
City which would be a public health disaster is a possi-
bility because the Culex vectors are present throughout
the city.

Virus introduction could occur in a variety of ways
including migration of WNYV infected birds or humans
or by infected mosquitces on airplanes. WNV outbreaks
that occur sporadically in southern Europe are attribu-
ted to importation of the virus by migratory birds from
Africa, which then infect local mosquitoes [47). Culex

Table 2 Members of the Culex pipiens complex and
hybrids identified by Ace

Cemetery MAY JUN JUL AUG SEP OCT
Santa Lucia, Azcapazako q h h h h h
La Concordia, Cuajimalpa q p h h h h
San Nicolas Tolentino, Izmpalapa g h p h h h
San Sahador Cuauhtenco, Milpa ND g h P P P
Alta

Santa Catarina, Tlahuac q h h h h h
San Fancisco Thinepantl, p h h g q p
Xochimiko

Samples were taken fiom six cemeteries and tested for Ace 2 gen to
determine Cx. o quinguefascianus (q), Cx. p. pipiens (p) ar their hybrids (h)

[137]

spp. mosquitoes are frequently collected from airplanes
[48], and it is possible that WNV could have been intro-
duced into New York City in 1999 by an infected mos-
quito transported from the Middle East. In this regard
Mexico City is served by Mexico City International Air-
port, Latin America’s busiest and largest airport, with
regular (daily) flights to North America, mainland Mex-
ico, Central America and the Caribbean, South America,
Europe and Asia, has code share agreements spanning
the entire globe. It is now used by over 26 million pas-
sengers per year [49], and in 2008, about 31 million
people went through the city's airports. With high traffic
volume to and from endemic areas Mexico City is at
risk for introduction of WNV. Interestingly, Cx. tarsalis
was only detected in one site close to the international
airport suggesting possible transport of this mosquito
via aircraft as has occurred in other countries (48). This
suggestion is based on the fact that we did not find this
mosquito in any other collection sites, even though col-
lections were made in natural ground pools and water
present for less than a week that is preferred by Cx. tar-
salis (48). Our results display for the first time the pre-
valence and distribution of the Cx. pipiens complex in
the city, which will help to vector control efforts in the
event of introduction of the virus. We note that in this
study only larval habitats from ies were pled
to make the most efficient use of available resources. A
broader sample of land use classes (e.g, industrial, high-
density housing, commercial, etc.) may have produced
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slightly different results. Similarly, the use of light traps
would likely produce different relative abundances given
the known differences in response to light traps. In the
case of larval sampling versus light traps, larval sam-
pling-if it is sufficiently thorough—is more likely to sam-
ple the entire complex of species. Cemeteries, because of
their accessibility, are an effective proxy for the larger
surrounding area. Surveys of other land use classes are
planned in future projects.

It is very clear that Cx. p. pipiens and Cx. p. quinque-
fasciatus are closely associated with humans. Hybrid
zones between the two species are known to occur in
North America, Argentina, and Madagascar [25,50,51].
Mexico City has approximately 103 cemeteries sur-
rounded by houses and apartments (Figure 1). The crypt
vases contain water throughout the year, providing mos-
quito breeding sites [52]. Cemeteries sampled during
this study confirmed the presence of Cx. pipiens com-
plex and Cx. tarsalis mosquitoes in Mexico City. Our
results show for the first time that Cx. p. pipiens, Cx. p.
quinquefasciatus, their hybrids and Cx. tarsalis are all
present in Mexico City. Previously, Cx. p. pipieis was
thought to be found only in the United States and
Canada [26]. Furthermore, Mexico City was not
included in those previous reports.

Based upon DV/D values and ribosamal DNA analysis
[30], specimens from extreme isotherms 12-14 °C to the
North of Mexico City were unambiguously identified as
Cx. p. quinquefasciatus. This is the first report for Mex-
ico City and it is in agreement with previous studies
showing that only Cx. p. quinquefasciatus is usually
found south of 36" N in North America [26]. Culex
pipiens pipiens mosquitoes were detected above iso-
therms 12-14 °C to the South of Mexico City. Finally,
Cx. p. pipiens-quinquefasciatus hybrids were detected
between isotherms 10-12 °C and isotherms 12-14°C at
Cuajimalpa, Alvaro Obregon, Magdalena Contreras,
Tlalpan, Xochimilco and Milpa Alta Districts (Figure 2).
Culex pipiens pipiens mosquitoes were also collected
during the whole year in the cemetery “El Calvario” in
Cuajimalpa de Morelos, suggesting mosquito adaptation
to this region.

Hybrids were collected in the rainy season from June
to October from northwest to southeast of the city,
where there was high mosquito density. The abundance
of hybrid mosquitoes increased in the late summer
(Cuajimalpa, Iztalapa, Azcapozalco, Xochimilco, Milpa
Alta and Tlahuac) between September and October
associated with a decrease in temperature {Table 2).

We are suggesting a hypothetical hybridization region
(Figure 3) revealing the distribution limits of Cx.
p. quinguefasciatus and Cx. p. pipiens without any appar-
ent geographic barrier. This is based on the apparent
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spatial limits of Cx. p. quinguefasciatus and Cx. p. pipiens
populations, with the localization of hybrid masquitoes
occurring between them. Additional studies are needed
to demonstrate that this is a true introgression area.
Culex pipiens pipiens were detected principally in subur-
ban or rural lands and Cx. p. quinquefasciatus were
detected primarily in urban zones, which has been
reported previously [53]. Interestingly, in the Northeast
districts of lztapalapa and Tlahuac, there was no appar-
ent division between the Cx. pipiens complex mosqui-
toes: with Cx. p. quinquefasciatus, Cx. p. pipiens and
hybrids found in the same collection sites (Figure 3).

It has been suggested that hybridization between Cx.
p. pipiens and Cx. p. quinquefasciatus mosquitces may
have facilitated the rapid spread of West Nile virus in
North America [16]. Our studies support the presence
of a self-sustaining hybrid population in Mexico City
(Figure 2). This is similar to results of previous studies
in Colorado [28], California [25,54], and Tennessee [35].
The nature of the hybrid populations in Mexice City
requires further study. Microsatellite markers have been
used to assess introgression between Cx. p. pipiens and
Cx. p. quinquefasciatus {56, and this population genetic
approach could be used to further define the extent and
geographic regions of introgression. It should also be
noted that the presence of Cx. p. pipiens itself could
pose a risk to humans in Mexico City, as there are
reports that this species may shift feeding preferences
from birds to humans in urban areas during late sum-
mer and early fall [57].

Qur analyses provide insight into the distribution of
Cx. pipiens complex mosquitoes in Mexico City. This is
important as behavioral differences, such as host-feeding
preferences, are important in determining the vectorial
capacity of mosquitoes from this complex. This infor-
mation is necessary for establishing effective surveillance
and targeted control programs to prevent or control
WNV outbreaks.

Conclusions

Culex pipiens pipiens, Cx. p. quinquefasciatus and Cx.
tarsalis are important vectors for WNYV, that occur in
Mexico City. Hybrids of Cx. p. pipiens and Cx. p. quin-
quefasciatus were detected by DV/D ratio and molecular
analysis. Hybrids were identified during the rainy season
from June to October, in an introgression region
extending from the northwest to southeast of the city.
Clearly, Mexico City has an abundance of competent
Culex spp. vectors and is at risk for introduction of
WNV and epidemic disease. Increased surveillance and
effective vector control should be implemented in order
to avoid the risk of an epidemic of WNV in this highly
populated city.
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