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Resumen:

Los reportes existentes relacionados con la presencia y distribucion geografica de los mosquitos
Anopheles en nuestro pais son variados e inconsistentes en cuanto al nUmero de especies
reconocidas, no obstante, la situacion actual de la diversidad de anofelinos en el sur de México
es incierta. Solo tres de estas especies de mosquitos se han incriminado como los principales
vectores de paludismo en las diferentes areas ecogeograficas del territorio nacional, Anopheles
albimanus Wiedemann, Anopheles pseudopunctipennis Theobald y Anopheles vestitipennis Dyar
& Knab, en contraste, se desconoce la variedad, distribucién geografica e importancia entomo-
epidemiolégica de las otras especies de este grupo. Por lo tanto, se hace patente la necesidad
primaria de actualizar la informacién relacionada con la diversidad, abundancia y distribucion
espacio-temporal de las especies de anofelinos, asi como, reconfirmar y aportar elementos
adicionales para facilitar las determinaciones taxonémicas de los mosquitos silvestres con ayuda
de nuevas caracteristicas morfoldgicas, el empleo de la nomenclatura actual y los marcadores
moleculares especificos para incorporarlos a las descripciones de las diferentes especies, como
tarea previa a los estudios de bionomia. En este sentido, las limitaciones sobre la aplicacion de
algunas claves para la identificacion de las especies comprendidas dentro de este género han
llegado a ser consideradas como problemas importantes en varias regiones del mundo en los
Gltimos afios. No obstante, para abordar los retos biosistematicos de la actualidad, se ha
requerido del apoyo de procedimientos metodolégicos complementarios. Algunas de las dudas
sobre la taxonomia y sistematica de varios grupos de insectos de importancia médica se han
resuelto mediante el empleo de métodos alternativos para el diagndstico taxonémico, por esta
razon, las técnicas moleculares forman parte de las herramientas modernas utilizadas con éxito
en la identificacion y diferenciacion de especies a partir de marcadores genotipicos. Por lo
anterior, el conocimiento de la diversidad y la distribucion de los mosquitos anofelinos en el sur
de México debe ser contemplado como un requisito previo para focalizar y definir las estrategias
a seguir en los programas de vigilancia entomoldgica y control de vectores de paludismo. En este
contexto, el objetivo de este trabajo es la actualizacién del listado entomolégico y la distribucion
geogréfica de los Anopheles locales empleando dos métodos diferentes para la identificacion de
especies: 1) el analisis taxondmico tradicional, y 2) el andlisis molecular del DNA gendémico con
marcadores RAPD-PCR y las regiones ITS2 del rDNA.



Con este proyecto de investigacién se espera aportar informacion suficiente y publicable para la
actualizacién del inventario de los mosquitos anofelinos presentes en los estados del sur de
México, ademas, se pretende proporcionar la descripcion de los perfiles moleculares para el
diagnostico taxondmico de las especies del género Anopheles distribuidas en la parte sur del
pais a partir de los marcadores genotipicos obtenidos por el analisis del material genético y de
las secuencias conservadas de los espaciadores internos de transcripcion del DNA ribosomal,
como método alternativo para apoyar la identificacion de las especies a través de los
procedimientos tradicionales de clasificacion.

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente
0 la descripcién de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacién adicional
sobre ellos, pueden consultarse en www.conabio.gob.mx

e ** F| usuario tiene la obligacion, de conformidad con el articulo 57 de la LFDA, de citar a los autores de
obras individuales, asi como a los compiladores. De manera que deberan citarse todos los responsables de los
proyectos, que proveyeron datos, asi como a la CONABIO como depositaria, compiladora y proveedora de la
informacion. En su caso, el usuario deberd obtener del proveedor la informacién complementaria sobre la
autoria especifica de los datos.
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Introduccion

La clase Insecta constituye el grupo zooldgico mas exitoso y de mayor diversidad en todos los
ecosistemas, con excepcion del mar. Entre las caracteristicas importantes a las que deben su éxito en la
colonizacion de los habitats disponibles destacan: el ciclo de vida corto, la capacidad de evolucionar
rapidamente para explotar nuevos nichos y la facultad de separar las fases de crecimiento y dispersion.
Se estima que el nimero de especies existentes de insectos es de 1-10 millones. Aunque una baja
proporcién de ellas se alimenta de sangre de vertebrados, alrededor de 300-400 especies de insectos

hematofagos son de importancia médica (Lehane, 1996).

El habito de la hematofagia ha evolucionado en diferentes lineas de especializaciéon ecoldgica
independientes. No obstante, los insectos asi considerados se han unificado fisiolégicamente por la
necesidad de adquirir proteinas a partir de la sangre de otro animal, formando un agrupamiento diverso
en términos taxonémicos (Crosskey, 1988). Por esta razon, estos grupos taxondmicos representan una
seria amenaza para la salud publica debido a que tienen la capacidad de inocular agentes infecciosos

como protozoarios, helmintos, bacterias y virus (Harwood y James, 1993).

Entre las enfermedades mas importantes transmitidas por artrépodos destacan 8 padecimientos
infecciosos: la tripanosomiasis africana (enfermedad del suefio), el dengue, la leishmaniasis (Ulcera de
los chicleros), el paludismo, la esquistosomiasis, la tripanosomiasis americana (enfermedad de Chagas),
la filariasis linfatica y la oncocercosis (ceguera de los rios), a las cuales el programa especial de
investigacion y entrenamiento en enfermedades tropicales (TDR) ha considerado como prioritarias
(WHO/TDR, 2004). A pesar del esfuerzo multidisciplinario de este programa global independiente de
colaboracion cientifica, existen aspectos ecolégicos, como la diversidad biolégica, la distribucién

geograéfica y la abundancia de los vectores que necesitan ser investigados permanentemente.

La revision bibliografica més reciente de la fauna de mosquitos (Diptera:Culicidae) de México
presentdé como resultado una lista de 20 géneros, 27 subgéneros y 224 especies (Darsie, 1996). La gran
rigueza de especies pertenecientes a este grupo taxonémico de insectos hematéfagos se debe a la
topografia del territorio nacional. De acuerdo con Folsom y Wardle (1934), las tierras altas de nuestro
pais se encuentran dentro de la regidon neértica, mientras que las tierras bajas estdn en la regién
neotropical, por lo que las especies de mosquitos disponen de condiciones climéticas favorables para la

sobrevivencia y reproduccion.

En el caso particular de los mosquitos Anopheles, género al que pertenecen los vectores del
paludismo, Vargas y Martinez-Palacios (1956) publicaron el inventario entomoldgico de anofelinos

mexicanos, lo cual significé un gran avance en el conocimiento taxonémico y biogeografico de los



mosquitos transmisores de plasmodios en nuestro pais. A través del tiempo, la lista de especies ha
sufrido modificaciones conteniendo 27 nombres cientificos dentro de 3 subgéneros en su versién mas
actual (Tabla 1): Anopheles, Kerteszia y Nyssorhynchus (Darsie, 1996; WRBU, 2001).

Tabla 1. Comparacion de las listas de especies de mosquitos del género Anopheles reportadas para

México.
Vargasy Vargas? Wilkerson Walter Reed
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* Otros autores.

En este contexto, los resultados del presente trabajo corresponden a la verificacion de la
informacion bibliografica mediante el muestreo entomol6gico en campo en los estados de Guerrero,
Oaxaca y Chiapas con su respectiva determinacion taxonémica a nivel de especie, integracion de la
coleccion cientifica de referencia para mosquitos del sur de México y sistematizacion de la informacion

curatorial.



Actividades de Campo

Durante los afios 2001-2003, se realizaron 8 muestreos de material biol6gico en los estados de
Guerrero, Oaxaca y Chiapas, de acuerdo con el programa de colectas, ademas de las adicionales (Tabla
2).

Tabla 2. Cronograma de actividades entomolégicas de campo.

Periodo Estado(s) Zona(s) Dias Condicién
22 octubre -16 noviembre 2001 Chiapas Costa y montafia 20 Programada
22 octubre -26 noviembre 2001 Guerrero y Oaxaca Montafa y costa 36 Programada
18 enero — 11 febrero 2002 Chiapas Selva 25 Programada
22 abril — 17 mayo 2002 Chiapas Montafa y costa 10 Programada
24 mayo — 17 junio 2002 Chiapas Selva 25 Programada
10 julio — 9 agosto 2002 Guerrero y Oaxaca Costa y montafia 31 Programada
14 septiembre — 19 octubre 2002 Chiapas Costa y montafia 20 Adicional
22 enero -26 enero 2003 D. F. y Oaxaca Montafa y costa 5 Adicional

En general, se colectaron estados inmaduros (pesquisa larvaria) y adultos de anofelinos
(hembras intentando picar a humanos, trampeo con cebo animal dentro de una cortina, bisqueda de
hembras en corrales y trampeo con luz UV) representativos de 129 localidades, distribuidas
geograficamente en los siguientes estados del territorio nacional: 17 en Guerrero., 43 en Oaxaca, 67 en
Chiapas, 1 en el Distrito Federal, y 1 en el Estado de México (Tabla 3).

Tabla 3. Lista de localidades por estado y especies colectadas por periodo de muestreo en campo.

Colecta Localidad Municipio Especie
CHIAPAS
2002 Acacoyagua Acacoyagua AEG
2002 y 2003a Acapetahua Acapetahua AEG, OCP, LID
DRY El Arenal Acapetahua AAL, APS
DRY y WET Las Palmas Acapetahua AAL, ACR,
DRY y WET Rio Arriba Acapetahua AAL, APU, AVE,
2002 Arriaga Arriaga AEG, OCE
2002 Cacahoatan Cacahoatan AEG, AEA
DRY y WET Union Roja Cacahoatan APS, APU
WET Catazaja Catazaja AVE
DRY y WET Ichinton Chamula AHE
DRY Puente Maculiapa Cintalapa APS
DRY Rancho Santa Clara Cintalapa APS
DRY Rosendo Salazar Cintalapa APS
2002 Escuintla Escuintla LID
2002 Huehuetan Huehuetén AEG, AEA, LID
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San Francisco de la Frontera
Huixtla

Mapastepec

Barra San Simén

Mazatan

Metapa de Dominguez
Benemérito de las Américas
Frontera Corozal

Ixcan

Lépez Mateos

Pefia Blanca
Quirinhuicharo
Rancho ID-Km 181
Palenque

Rancho Chenique
Cascadas de Misol-ha
San Cristobal de las Casas
Ciudad Hidalgo
Cuauhtémoc

El Gancho

Miguel Aleman

Nueva Independencia
El Retiro
Fraccionamiento Galaxias
La Boquilla

Manacal

Nuevo Chespal

Plan las Palmas
Puerto Madero
Tapachula de Cérdova y
Ordoiez

Belen de Teopisca

El Rosario

Entonque a El Naranjo
Fraccion Tiltepec
Laguna El Rosario
Puente Rio Flor
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WET Chiquihuites Union Juarez APA
DRY Talquian Union Juérez AHE
2002 Union Juarez Unién Juéarez OCE
DRY y WET Zinacantan Zinacantan AHE, APS
DISTRITO
FEDERAL
2003 Xochimilco Xochimilco AAZ
ESTADO DE
MEXICO
2003 Canal de la Compafiia Nezahualcoyotl OCT, CXE, CUI
GUERRERO
DRY Atlixtac Atlixtac APS
DRY y WET Alcholoa Atoyac de Alvarez APS
WET Acatlan Chilapa de Alvarez APS
WET Zoquiapan Chilapa de Alvarez APS
WET San Isidro Coyuca de Benitez APS
WET Cafiada de Huapa Huitzuco de los Figueroa APS
DRY Poliutla Huitzuco de los Figueroa APS
DRY Presa Topula Huitzuco de los Figueroa APS
DRY Ixtapa-Zihuatanejo José Azueta AAL, APS
DRY Playa La Ropa José Azueta AAL, APS
DRY Puente Las Vigas San Marcos AAL, APS
DRY Puente El Tuzal Tecpan de Galeana APS
WET Tecpan de Galeana Tecpan de Galeana APS
DRY El Crustel Teloloapan APS
Paso de Iguala-Presa Valerio
DRY y WET Trujano Tepecoacuilco de Trujano AAL, APS
DRY y WET San Vicente Palapa Tepecoacuilco de Trujano AAL, APS
DRY El Tanque Tlapehuala APS
OAXACA
DRY y WET Rio Perros Ciudad Ixtepec AAL, APS
WET y 2003 Guelatao de Juarez-Gravera  Guelatao de Juérez AFR, APS
Guelatao de Juarez-Laguna
DRY y WET Encantada Guelatao de Juarez AFR, APS
WET Colonia ElI Carmen Juchitan de Zaragoza AAL
DRY Puente Los Caporales Juchitan de Zaragoza AAL
DRY y WET Rancho Lugarda Juchitan de Zaragoza APS
WET El Salado Magdalena Tequisistlan APS
DRY, WET y
2003 Magdalena Tequisistlan Magdalena Tequisistlan AFR, APS
DRY San Dionisio Ocotlan de Morelos APS
WET Boca del Rio Salina Cruz AAL
WET La Ventosa Salina Cruz AAL
DRY y WET Puente Carrizal Salina Cruz AAL, AFR, APS
DRY Puente Las Tejas Salina Cruz APS
WET Candelaria San Carlos Yautepec APS
DRY y WET San Carlos Yautepec San Carlos Yautepec APS
WET San Isidro Manteca San Carlos Yautepec APS
San Juan Bautista Valle
DRY San Bernardo Nacional APS
DRY San Juan Chicomezuchitl San Juan Chicimezuchil APS
DRY y WET San Miguel Ejutla San Miguel Ejutla APS
DRY, WET y San Pablo Villa de Mitla San Pablo Villa de Mitla AFR, APS



2003

San Pedro Mixtepec - Distr.

DRY Bajos de Chila 22 - APS
DRY Chepilme San Pedro Pochutla APS
DRY San José Chacalapa San Pedro Pochutla APS
DRY San Miguel Figueroa San Pedro Pochutla APS
WET 21 de Marzo San Pedro Tapanatepec AAL, APS
WET Buenavista-Santa Cecilia San Pedro Tapanatepec AAL
WET San José de Gracia San Pedro Totolapa AFR, APS
WET San Pedro Totolapa San Pedro Totolapa APS
DRY Km 176.5 Santa Catarina Ixtepeji AFR, APS
DRY Aguaje de Danta Santa Maria Colotepec AFR, APS
DRY Junta Potrero Santa Maria Colotepec APS
Santa Maria Jalapa del
WET Km 211 Marqués APS
DRY Rancho Santo Domingo Santa Maria Xadani AAL, APS
DRY Rancho Tres Corazones Santa Maria Xadani AAL, APS
WET Santa Maria Xadani Santa Maria Xadani AAL
DRY y WET Puente Zaachulo Santiago Astata AFR, APS
DRY y WET Santiago Astata Santiago Astata AFR, APS
DRY Puente Rio Verde Il Santiago Jamiltepec AAL, APS
DRY y WET Puente Niltepec Santiago Niltepec AAL, APS

WET Rancho La Fortuna
DRY Santo Domingo Tehuantepec
WET Puente Zanatepec

DRY y WET Rancho Las Delicias

Santo Domingo Tehuantepec AAL
Santo Domingo Tehuantepec APS
Santo Domingo Zanatepec APS
Santo Domingo Zanatepec AAL, APS

Al final, se acumularon 172 dias efectivos de muestreo en campo, tiempo durante el cual se
colectaron 21 especies taxonomicas pertenecientes a 6 géneros y 8 subgéneros de mosquitos, segun el
Catalogo Sistematico de Culicidae (WRBU, 2001).



Actividades de Laboratorio

Taxonomia Clasica

Las exuvias de los estados inmaduros (larvas de IV estadio y pupas) fueron montadas y
preservadas permanentemente en portaobjetos para llevar a cabo la determinacién taxonémica de los
ejemplares a nivel de especie por la via clasica. Por otra parte, los adultos colectados en campo y los
emergidos en el laboratorio se montaron en alfileres entomolégicos para facilitar la manipulacion de los
ejemplares durante la observacion directa de las estructuras morfolégicas durante el proceso de
identificacion.

Al término del trabajo taxonémico con los mosquitos colectados en campo, se obtuvo una lista
general en la cual se incluyeron 6 géneros, 8 subgéneros y 21 especies de culicidos. En la Tabla 4 se

presenta la clasificacion a la que pertenecen los ejemplares identificados por el método tradicional.

La presencia de las especies por entidad federativa estuvo conformada de la siguiente manera:
en Chiapas se encontraron12 Anopheles, 2 Aedes, 2 Ochlerotatus y 1 Limatus; en Guerrero fueron
colectados 2 Anopheles; en Oaxaca fueron encontrados 3 Anopheles; en el Distrito Federal 1 Anopheles

y en el Estado de México 1 Culex, 1 Culiseta 'y 1 Ochlerotatus (Tabla 5).

Con respecto a la diversidad y distribucién geografica de los mosquitos del género Anopheles en
el sur de México, se confirmo la presencia de 2 especies en Guerrero, 3 especies en Oaxaca y 12
especies en Chiapas (Tablas 3). Por otra parte, algunos de los hallazgos interesantes derivados del
proyecto, incluyeron la primera evidencia de Aedes albopictus en Tapachula, Chiapas, sur de México
(2002) y su dispersion territorial sobre el plano costero del Océano Pacifico; el encuentro nuevamente de
Ochlerotatus epactius, Ochlerotatus podographicus y Limatus durhamii en el estado de Chiapas; la
presencia de Anopheles franciscanus en los estados de Oaxaca y Chiapas, la cual es una especie
representativa del norte de México, la colecta de Culex erythrothorax, especie reportada con anterioridad
para el area de Xochimilco y la costa de California en EUA,; la captura inesperada en el D. F. de
mosquitos exoéticos de la especie asiatica de Ochlerotatus togoi (por confirmar) cuya distribucién en
Ameérica esta limitada al estado canadiense de Columbia Britanica y; por Ultimo el sorpresivo reencuentro
en el D. F. de Anopheles aztecus, especie endémica del Valle de México que durante muchos afios

estuvo considerada entre los principales vectores de paludismo (Tabla 5).

Tabla 5. Presencia de las especies colectadas durante los muestreos entomolégicos de los afios 2001-
2003 en diferentes entidades federativas de México.



Especie

Guerrero

Oaxaca

Estado
Chiapas

D.F.

Edo. de México

Ae.
Ae.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
An.
Cu.
Cx.

aegypty Linneaus, 1762

albopictus Skuse, 1895

albimanus Wiedemann, 1820
apicimacula, Dyar & Knab, 1906
argyritarsis Robineau-Desvoidy, 1827
crucians Wiedemann, 1828

aztecus Hoffmann, 1935

darlingi Root, 1926

eiseni Coquillett, 1902

franciscanus McCraken, 1904
hectoris Giaquinto-Mira, 1931
parapunctipennis Martini, 1932
pseudopunctipennis Theobald, 1901
punctimacula Dyar & Knab, 1906
vestitipennis Dyar & Knab, 1906
inornata Willinston, 1893

erythrothorax Dyar, 1907

Li. durhamii Theobald, 1901

Oc.
Oc.
Oc.

epactius Dyar & Knab, 1908
podographicus Dyar & Knab, 1906
togoi Theobald, 1907

\/

2. 2 2 =2 2

2 2 2 2 2 2 =2 2

Total

17

especimenes que se diferenciaron como fenotipos taxondmicos notables, es decir, presentaron
caracteristicas morfoldgicas intermedias entre Anopheles pseudopunctipennis y Anopheles franciscanus
al momento de llevar a cabo la determinacion a nivel de especie con las claves taxondmicas de Wilkerson
y Strickman (1990).

Entre los mosquitos observados e identificados por la via clasica, se encontraron algunos

Los fenotipos fueron denominados como variante 1 y variante 2, mismos que se

encontraron distribuidos geograficamente en diferentes sitios de los estados de Oaxaca y Chiapa.

andlisis comparativos a nivel molecular para la caracterizacion genética de las 4 poblaciones en
colaboracion con la Dra. Teresa LOpez Ordofez, especialista en biologia molecular del Centro de

Investigacion de Paludismo, como primer avance para definir los estudios entomoldgicos y taxondémicos

Actualmente, algunos ejemplares de estas 2 especies y 2 variantes han servido para realizar

requeridos en el futuro.



Taxonomia Molecular

Para el analisis genético de los mosquitos Anopheles, se utilizaron individuos de las diferentes
especies colectadas en el sur de México. EIl aislamiento del DNA gendémico se realizé de manera
individual, posteriormente se llevd a cabo el tamizaje de 60 iniciadores comerciales de 10 bases de
longitud (kits A, B 'y C de Operon Technologies, Co.). Las pruebas moleculares consistieron en la
amplificacion aleatoria del DNA polimdrfico por reaccidon en cadena de la polimerasa (RAPD-PCR). Los
productos resultantes se visualizaron mediante la electroforesis horizontal en geles de azarosa tefidos
con bromuro de etidio. La identificacion de los marcadores RAPD- PCR dependi6 de la inspeccion visual
de acuerdo al método de agrupacion alélica (Narang et al., 1989) y los datos moleculares se procesaron
con el paquete PHYlogeny Inference Package (PHYLIP) para el célculo de los indices de similitud
(RAPDPLQT), distancias genéticas, construccion de dendrogramas y andlisis boostrap (RAPDDIST,
NEIGHBOR y CONSENSE) y estimacion de los valores de Fsty Nm (RAPDFST).

Durante la seleccién de los iniciadores se utilizaron 12 mosquitos silvestres de 4 especies
diferentes, resultando aceptables los patrones de bandas polimérficas de 9 secuencias arbitrarias
comerciales: A-03, A-10, A-11, A-13, B-06, B-07, B-08, C-02 y C-08 (Tabla 6 y Figura 1).

Tabla 6. Iniciadores seleccionados para las pruebas moleculares RAPD-PCR con DNA de mosquitos

anofelinos del sur de México.

Oligonucleétido Secuencia 5’ -3’ No. de fragmentos
A-3 AGTCAGCCAC 7
A-10 GTGATCGCAG 7
A-11 CAATCGCCGT 5
A-13 CAGCACCCAC 12
B-6 TGCTCTGCCC 9
B-7 GGTGACGCAG 7
B-8 GTCCACACGG 7
C-2 GTGAGGCGTC 8
C-8 TGGACCGGTG 15
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Figura 1. Perfiles moleculares del DNA de las especies de Anopheles con los diferentes iniciadores

arbitrarios comerciales.
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El analisis genético final incluyo 24 mosquitos, 3 individuos por cada una de las siguientes
especies: An. albimanus (AAL), An. crucians (ACR), An. eiseni (AEIl), An. hectoris (AHE), An.
parapunctipennis (APA), An. pseudopunctipennis (APS), An. punctimacula (APU) y An. vestitipennis
(AVE). Con los 83 marcadores moleculares seleccionados se logré la diferenciacion genética de las 8

especies estudiadas (Figura 2, Tabla 7 Figura 3).

+----AHE1
+-14
' I +—-AHE2
+-18 +-13
LI +---AHE3
LI
+-19 +----AAL1
LA
LA +--AVE1
I 1 +--5
' +-17 +--AVE3
+-20 !
LA +----AVE2
LI
LA +---APU1
P r +--8
+-21 +--9 +--—-APU2
LI !
LA +---APU3
LA
' I +-—-ACR1
' +-12
! I +-ACR2
! +--7
! +---ACR3
1
I +—--AAL2
-22-10
I +---AAL3
1
! +--APS1
! +--3
' +—-4 +-APS2
ror o
' I +-—--APS3
LI
LA +----APA1
+-16 +--6
! ' +----APA3
T +-11
1 1 1 +-_AEIL
rPr 422
+-15 ' +--AEI2
! +--1
! +--AEI3
1
+-——--APA2
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Figura 2. Dendrograma de la relacion genética entre los individuos de las diferentes especies de

Anopheles de acuerdo al indice de similitud.

Tabla 7. Matriz de distancias genéticas entre las 8 especies de mosquitos del género Anopheles del sur
de México analizados con marcadores moleculares RAPD-PCR.

Especie APS APA AHE AVE ACR APU AAL AEI

APS .0000

APA 3531 .0000

AHE 5093 3890 .0000

AVE 4856 3613 3114 .0000

ACR 4624 4226 3965 3386 .0000

APU 5356 4230 2739 3063 2947 .0000

AAL 5522 4014 2689 2915 2500 2630 .0000

AEI 6022 4270 4959 6737 5170 5239 5434 .0000
Fomm An. hectoris
!
-—6--—————- An. punctimacula
1
! Fom—————— An. pseudopunctipennis
! +--1
! +-—m-2 e An. parapunctipennis
! ! !
! +--3 Fo An. eiseni
! 11
' +—-4 +————- An. crucians
L
+--5 +-————- An. albimanus
1
Fomm - An. vestitipennis

Figura 3. Dendrograma de la relacion genética entre las diferentes especies de mosquitos del género
Anopheles analizadas con marcadores RAPD-PCR con base rn los valores de distancia
genética de Nei (1972).

Para validar la consistencia de los agrupamientos y relaciones de parentesco interespecificos de
los mosquitos Anopheles descritas por el dendrograma anterior, se realiz6 el andlisis de “bootstrapping”
que consistio en el remuestreo aleatorio y automéatico de la base de datos para generar 100 series de
datos o seudo-réplicas. El resultado fue el mismo nimero (100) de matrices como series analizadas.

Simultdneamente, cada una de las matrices derivadas de este procesamiento fue colapsada y
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presentada en su correspondiente dendrograma. Al final, se llevd a cabo un consenso de todos los
dendrogramas construidos lo que permiti6 determinar el nivel de soporte que confieren los datos
moleculares entre las especies representado en un dendograma final de aprobacion (Figura 4). Las
consistencias con valores <90% sugieren fuerte soporte para un agrupamiento o relacién determinada,
mientras que los valores mas bajos sugieren la necesidad de adicionar mas datos para apoyar una

asociacion en particular.

+----An. crucians
+-46.0
+-33.0 +--—--An. albimanus
! 1
+-18.0 Fom———— - An. punctimacula
1 1
+-64.0 Fom - An. vestitipennis
! !
+-55.0 Fom An. hectoris
! !
! ! +----An. parapunctipennis
1 Fom e 41.0
! +----An. pseudopunctipennis
1
Fomm An. eiseni

Figura 4. Dendrograma resultante del consenso del analisis bootstrap o de consistencia.

En conclusién, estos resultados corresponden al primer avance en taxonomia molecular con
mosquitos mexicanos del género Anopheles. También se ha considerado la recomendacién de la técnica
RAPD-PCR como una herramienta adicional y complementaria en la soluciéon de problemas taxonémicos
con ejemplares daflados o de colecciones cientificas, ademas se establecieron las bases para seguir
ampliando las investigaciones sobre este tépico con otros grupos de insectos transmisores de

enfermedades.
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Base de Datos

Recientemente, se concluy6 la incorporacion de los registros curatoriales a la base de datos del
proyecto. Con la sistematizacion de la coleccién cientifica de mosquitos del Centro de Investigacion de
Paludismo (CIP) se ha puesto de manifiesto el interés por ampliar los conocimientos sobre la
entomofauna del sur de México, especialmente de las especies de la familia Culicidae del orden Diptera,
gue se encuentran distribuidas en esta regién del pais. A pesar de la existencia de algunas colecciones
entomoldgicas establecidas en instituciones académicas de los estados de Guerrero, Oaxaca y Chiapas,
esta es la primera coleccion de referencia especializada en mosquitos de importancia médica y
veterinaria segun los resultados de la encuesta del “Inventario y Diagnéstico de la Actividad Taxonémica

en México” (Llorente et al., 1999).

La Tabla 5 contiene las especies incluidas en la base de datos de la coleccion bioldgica del CIP y

su presencia en los diferentes estados del pais.

En términos numéricos, la base de datos esta integrada por 757 registros curatoriales, en donde
se encuentran incluidas 21 especies de mosquitos representativas de 6 géneros y 8 subgéneros de la
familia Culicidae del orden Diptera (WRBU, 2001). Del total de unidades curatoriales, 405 corresponden
a registros colectados en campo durante el desarrollo del proyecto (2001-2003), 51 registros son
ejemplares colectados entre los afios 1987-2000 y 301 registros fueron reportes de la bibliografia (Tabla
8). De los registros derivados del muestreo entomolégico de campo (405), 272 pertenecen al estado de
Chiapas, 37 a Guerrero, 92 a Oaxaca, 1 al D. F. y 3 al Estado de México. Todos los ejemplares de las
colectas previas al proyecto (51) fueron capturados en localidades del estado de Chiapas. Los registros
bibliograficos (301) comprendieron a 8 estados de la Republica Mexicana con 289 registros para
Chiapas, 1 de Colima, 1 de Guerrero, 1 de Jalisco, 1 de Nayarit, 3 de Nuevo Ledn, 1 de Oaxaca y 4 de

Sinaloa.

Tabla 7. Resumen de registros curatoriales contenidos en la base de datos del proyecto V019.

Tipo de registro Unidades Estados Especies

Ejemplares de las colectas previas al estudio (1987-2000) 51 Chis. 2
Chis., Gro.,

Ejemplares colectados durante el proyecto (2001-2003) 405 Oax., D. F., 21
Edo. Mex.
Chis., Col.,
- . Gro., Jal.,

Reportes en la bibliografia 301 Nay.. N. L, 6
Oax., Sin.

Total 757 8 21
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Conclusiones

1.

Se colectaron mosquitos anofelinos en 129 localidades, distribuidas geograficamente en los

estados del Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Distrito Federal y Estado de México.

Se conformd una lista general que incluyé 6 géneros, 8 subgéneros y 21 especies de culicidos

endémicos y exéticos.

Resultando aceptables los patrones de bandas polimorficas de 9 secuencias arbitrarias
comerciales que produjeron 83 marcadores moleculares RAP-PCR con los cuales se logro la

diferenciacion genética de las 8 especies analizadas.

Se integré con 757 registros curatoriales la primera coleccion biolégica sistematizada sobre la
entomofauna del sur de México, especializada en las especies de la familia Culicidae del orden
Diptera, en el Centro de Investigacion de Paludismo de la Ciudad de Tapachula de Cdérdova y

Ordéiiez, Chiapas.
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