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Mutacion asociada a la resistencia a insecticidas
piretroides en el mosquito transmisor de dengue
(Aedes aegypti)

KARLA SAAVEDRA RODRIGUEZ*, GUSTAVO PONCE GARCIA*, ILDEFONSO FERNANDEZ SALAS*,
RAUL TORRES ZAPATA*, ADRIANA E. FLORES SUAREZ*

el Los piretroides sintéticos, como
UANL 2008 i permetrina, deltametrina,
resmetrina y sumitrina se aplican
con frecuencia como adulticidas
de mosquitos. El uso de pabello-
nes, cortinas y otros articulos ho-
garefios tratados con piretroides
para proteccion personal ha incrementado! y pro-
mete generalizarse en el futuro para el control del
vector del dengue.? La aparicion de resistencia
podria volverse comtin en muchas poblaciones del
mundo; por lo tanto, el monitoreo de la resisten-
cia sera crucial para asegurar el control vectorial.
La resistencia metabolica y la insensibilidad del
sitio blanco son los principales tipos de resisten-
cia a los piretroides.” La resistencia Knockdown
(kdr) es un término genérico aplicado a los insec-
tos que no pierden la coordinacion inmediatamen-
te después de una exposicion a los piretroides.
Tipicamente, kdr no es afectado por sinergistas
que inhiben a esterasas y monoxidasas. Kdr surge
debido a mutaciones no-sinonimas en el gen del

[ El presente articulo estd basado en la investigacion “Mapeo
cuantitativo de loci que controlan la resistencia a incecticidas
en el mosquito Aedes aegypti (Diptera: Cilicidae)”, galardona-
da con el Premio de Investigacién UANL 2008 en la categoria
de Ciencias Naturales, otorgado en sesién solemne del Conse-

jo Universitario, en septiembre de 2008.
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canal de sodio dependiente de voltaje (locus de para-
lisis en Drosophila melanogaster), las cuales reducen la
union de los piretroides a los canales de sodio que
se encuentran en la membrana celular nerviosa.

Kdr usualmente limita en diversos grados la
efectividad de los piretroides, dependiendo de que
el insecticida contenga alcohol adesciano-3-
phenoxybenzyl (piretroide tipo I) o un alcohol o
cyano-3-phenoxybenzyl (tipo II). La deteccion de
kdr en campo tiene severas consecuencias en la
continuacion del uso de los piretroides para con-
trol de mosquitos. La deteccion y caracterizacion
temprana de kdr es critica para el desarrollo de
estrategias de manejo de la resistencia.

El mosquito Aedes aegypti es el principal vector
de los cuatro serotipos del virus del dengue
(DENV1-4).%" Ocurren de 50 a 100 millones de
infecciones del dengue cada afio; mientras la ma-
yoria son leves o asintomaticas, el nimero de in-
fecciones severas con shock o hemorrdgicas ha in-
crementado, con una fatalidad de 20%.%°
Brengues et al.'” examinaron la resistencia al DDT
y piretroides en Ae. aegypti de trece localidades y
encontraron evidencia de resistencia al DDT vy
piretroides de cepas provinientes de Semarang en
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Java Central, Belem en Brazil y Long Hoa, en Viet-
nam. Obtuvieron la secuencia de la regién que
codifica al segmento hidrofobico 6 del dominio
I1 del gen del canal de sodio dependiente de volta-
je de diez mosquitos de las trece cepas. Analiza-
ron los exones 19 a 21 que codifican los aminoa-
cidos 908-1036. El exon 19 contiene aminoaci-
dos asociados con la resistencia ‘super kdr’, e in-
cluye: la metionina en la posicion 918, leucina en
la 925, treonina en la 929 y leucina en la 932.1
El exon 20 contiene la sustitucion de leucina a
fenilalanina en la posicién 1014, la cual confiere
insensibilidad nerviosa a los piretroides en un
amplio rango de especies de insectos, incluyendo
Anopheles gambiae." Brengues et al.'® descubrieron
siete nuevas mutaciones en Ae. aegypti en relacion
con An. gambiae. La cepa de Belem tuvo una valina
en la posicion 923 (exén 19), mientras que tres
cepas de Ae. aegypti y An. gambiae tuvieron una
glicina en el mismo sitio (se refiere como Val923).
Todas las cepas de Ae. aegypti contienen una
isoleucina en la posicion 952 (exén 20) y una lisina
en la 961 (ex6n 20), mientras que An. gambiae
contiene una valina e histidina en las mismas po-
siciones, respectivamente. La cepa de Long Hoa
contiene un triptofano en la posicion 982 (exén
20), mientras que las otras tres cepas de Ae. aegypti
y An. gambiae tienen una leucina en el mismo sitio
(Trp982). La sustitucion en la posicion 1014 de
leucina a fenilalanina estuvo ausente en todas las
cepas de Ae. aegypti.

Sin embargo, la cepa de Belem tuvo una
metionina en la posicion 1011 (exén 20), mien-
tras que tres cepas de Ae. aegypti y An. gambiae pre-
sentaron una isoleucina en el mismo sitio
(Met1011). Mds aun, la cepa de Tailandia presen-
t6 una glicina en la posicion 1016 (exon 21), mien-
tras tres cepas de Ae. aegypti y An. gambiae codifica-
ron una valina en el mismo sitio (Gly1016). Ensa-
yos neurofisiologicos directos sobre larvas indivi-
duales de cepas con estas mutaciones mostraron
una reduccion en la sensibilidad nerviosa a la
permetrina o lambda cialotrina al ser comparadas
con las cepas susceptibles.
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Material y métodos

En una busqueda inicial de estas mutaciones no
sinénimas en los exones 20 y 21, a partir de 87
mosquitos de 30 cepas de Ae. aegypti de América
Latina, se descubrieron dos nuevas mutaciones en
los codones 1,011 y 1,016. Una transiciéon A/G
en la primera posicion de 1,011 codifica un cam-
bio a valina (Val1,011) y una transicion A/G en la
primera posicion de 1,016 codifica una sustitu-
cion a isoleucina (Iso1,016). La relaciéon de estos
seis alelos en los codones 1,011y 1,016 de para en
Ae. aegypti se encuentran en la tabla I. También se
reporta el desarrollo de un ensayo de PCR para
cada uno de estos alelos, cuyos resultados pueden
leerse ya sea en un gel de agarosa, o bien, median-
te una curva de desnaturalizacion en una maqui-
na de PCR tiempo real. En 30 cepas de América
Latina y en las cepas susceptibles de Rockefeller y
New Orleans se estiman las frecuencias de Iso1,011,
Met1,011, Val 1,011, Val 1,016, Iso1,016, y
Gly1,016. En adicion, se muestran dos experimen-
tos de seleccion: uno con deltametrina en una cepa
de campo de Santiago de Cuba," y otro con
permetrina en una cepa de Isla Mujeres, México,
donde ocurre un rapido incremento en la frecuen-
cia del alelo Iso1,016 y decrece la frecuencia en el
exén 1,011,

Una intercruza F1 se realizd entre la cepa
suceptible de New Orleans y la cepa F5 de Isla
Mujeres, previamente seleccionada para resisten-
cia a permetrina. Los bioensayos en la generacion
F3 indicaron que Iso1,016 actia como un alelo
recesivo para conferir kdr. Analisis de segregacion
entre los alelos de los codones 1,011 y 1,016 en la
descendencia F3 sugieren que existe una alta pro-
porcion de recombinacion, aunque los dos
codones estan separados solamente por un intron
de ~270 bp. Finalmente, con la secuencia del
intrén que separa a los exones 20 y 21 se realizd
un andlisis filogenético a 87 mosquitos, con el
proposito de evaluar la historia progresiva entre
estos cuatro alelos.
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Cepas de mosquitos y extraccion de ADN

La tabla II muestra un listado de las cepas de Ae.
aegytpi analizadas, los nombres, localidades de co-
lecta, pais, coordenadas de los sitios de colecta (o,
en el caso de las cepas de Cuba, las publicaciones
que describen los sitios de colecta). También se
enlista el namero de mosquitos analizados por
cada cepa.

Las cuatro cepas seleccionadas de Cuba (delta-
metrina F12 y F13, propoxur F14 y temefos F6)
se originaron en la misma coleccion de Santiago
de Cuba descrita por Rodriguez et al.'? Las condi-
ciones de seleccion para la F12 y F13 con delta-
metrina se describen en Rodriguez et al.”

Las condiciones de seleccion para la cepa
temefos F6 se describen en Rodriguez et al.” y la
seleccion de propoxur F14 aparece en Bisset et al.'*
Aedes aegypti también se colectd en Isla Mujeres,
justo al noreste de Cancun, México."® Este es un
sitio turistico donde ambos, temefos y piretroides,
son regularmente utilizados para control de larvas
y adultos, respectivamente. Después de establecer
una poblacion F1 en laboratorio, los adultos F2
fueron expuestos a 5 Ug de permetrina en un
biensayo de botella.!® Después de una hora de ex-
posicion, los mosquitos se colocaron en una jau-
la. Transcurridas 24 horas, 14% de los mosquitos
sobrevivientes se alimentd con sangre para obte-
ner huevecillos F3. Los adultos de la F3 se expu-
sieron otravez a 5 g de permetrina por una hora
y se colocaron en una jaula. Después de 24 horas,
90% de los mosquitos sobrevivientes fueron ali-
mentados con sangre para obtener huevecillos F4.
Esto se repitio una vez més, y 98% de los mosqui-
tos F4 sobrevivié la exposicion.

La generacion seleccionada F5 de Isla Mujeres
se cruzo con la cepa susceptible de New Orleans
para el mapeo cuantitativo de loci (QTL)."" La ge-
neracion F3 se expuso a 1.2 ug de permetrina en
un ensayo de botella durante una hora. Los adul-
tos activos se registraron como vivos, y los adul-
tos restantes se revisaron después de cuatro horas
y se registraron como recuperados o muertos. Aqui
solo se muestran los datos de la segregacion de
alelos en el locus para. El resto de las cepas de
mosquitos analizado proviene de huevecillos F1 a
partir de adultos que emergieron de larvas colec-
tadas en campo. El ADN se aislé individualmente
de mosquitos mediante la extraccion por sales'® y
fue resuspendido en 500 il de buffer TE (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8.0). El ADN se divi-
di6 en cinco alicuotas de 100 ul y se almaceno a -

70°C.
Resultados y discusiones
Evolucién de las mutaciones kdr

Se amplificaron y secuenciaron directamente al
intron que separa los exones 20 y 21 para exami-
nar la evolucidon de las cuatro mutaciones para.
Los iniciadores kdr20f y kdr21r fueron utilizados
para amplificar la terminacion 3’ del exon 20, el
intron completo y la region 5 del exén 21. Las
secuencias de 87 mosquitos seleccionados con base
en los genotipos en las posiciones 1,011 y 1,016
fueron obtenidas. Las secuencias fueron alineadas
utilizando CLUSTALW. Los archivos de las
cromatografias contenian dos curvas cuando los
mosquitos eran heterocigotos para los
polimorfismos en el intrén. En estos mosquitos

Tabla I. Mutaciones en los codones 1011 y 1016 de para en Ae. aegypti.

Codones
Fuente 1011 1016
Silvestre Iso ATA Val GTA
Beregues et al. 2003"° Met ATG Gly GGA
Presente estudio Val GTA Iso ATA
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Tabla II. Cepas de Ae. aegypti analizadas en el estudio de frecuencia de mutaciones kdr. La ciudad, pais y coordenadas de los sitios
de colecta, asi como el nimero de mosquitos analizados estdn adjuntos. Para las cepas de Cuba, seleccionadas con insecticidas,
se agregd la publicacion donde se describe la seleccion vy sitios de colecta.

Cepa Numero de
Localidad Pais Latitud  Longitud muestra
Rockefeller Puerto Rico USA * 30
New Orleans New Orleans USA 30
PCHI Puerto Chiapas México 14.7142  -92.4152 48
CHID Ciudad Hidalgo México 14.6799 -92.0229 48
RIOF Rio Florido México 14.2611 -93.3361 48
PLJI Pijijiapan México 15.6811 -93.2069 48
HUET Huehuetan México 15.0155 -92.3860 48
HUIX Huixtla México 15.1376  -92.4696 48
MAZA Mazatan México 14.8676  -92.4496 48
MOTZ Motozintla México 15.3638 -92.2431 48
ESQI Esquintla México 15.3268 -92.6587 48
MAPA Mapastepec México 15.4366 -92.9028 48
IMUS Isla Mujeres México 21.2345 -86.7316 30
Santiago de Cuba | Santiago de Cuba Cuba * 30
F12 Deltamethrin | Santiago de Cuba Cuba Rl 30
F13 Deltamethrin | Santiago de Cuba Cuba HAK 30
F14 Propoxur Santiago de Cuba Cuba ++ 30
F6 Temephos Santiago de Cuba Cuba woE 30
La Habana Ciudad de La Habana  Cuba * 30
Nicaragua Managua Nicaragua 30
Costa Rica Guanacaster Costa Rica * 30
Panama Rio Abajo Panama 30
Cumana Sucre Venezuela  10.4332 -64.1825 58
Barcelona Anzoategui Venezuela 8.9093 -64.6768 50
Barquisimeto Lara Venezuela  10.0781 -69.4010 50
Guanare Portuguesa Venezuela 9.5781 -69.2523 55
Caja Seca Zulia Venezuela 9.1944 -71.0033 51
La Fria Tachira Venezuela 8.1974 -72.2360 54
Los Teques Miranda Venezuela  10.1735 -65.8065 50
Cd. Bolivar Bolivar Venezuela 8.0688 -63.5565 55
San Fernando Apure Venezuela 7.8422  -67.5283 55

* Rodriguez et al., 2000, ** Rodriguez et al., 2002, *** Rodriguez et al., 2005, + Bisset et al., 2006.
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las secuencias de haplotipos fueron certificadas al
clonar y secuenciar los productos de PCR.

El nimero de sitios de segregacion, inserciones
/deleciones, haplotipos, diversidad nucleotidica
(m, 19), el namero promedio de diferencias nu-
cleotidicas (k, 20), el nimero minimo de eventos
de recombinacién (Rm, 21) y los coeficientes de
desequilibrio de unién?* fueron estimados usan-
do DnaSP 4.10.9.2 DnaSP no analiza las posicio-
nes alineadas que contienen inserciones/
deleciones.

La reconstruccion filogenética fue realizada
usando un andlisis de maxima parsimonia en PAUP
4.0,* en las cuales las inserciones/deleciones fue-
ron tratadas como un quinto caracter y un anali-
sis con 1000 replicaciones fue realizado para pro-
bar la filogenia derivada a partir del analisis.

Frecuencia alélicay genotipica

Las frecuencias de los alelos Iso1,016, Met1,011 y
Val1,011 fueron estimadas junto con los interva-
los de confianza a 95%. La estimacion FIS de
Wright fue utilizada para valuar el equilibrio de
Hardy-Weinberg entre los genotipos, donde: FIS
= 1- (heterocigotos observados/heterocigotos es-
perados). Si un exceso de heterocigotos fue obser-
vado, entonces FIS < 0, y si un exceso de
homocigotos fue observado, entonces FIS > 0.
Una prueba de %2 de ajuste fue usada para probar
la hipotesis nula que de que FIS = 0. Notar que
FIS fue igual a O en el locus 1,016 en todas las
cepas, excepto en un caso (Isol,016 en F14
propoxur) y en todos los analisis de Val1,011. Sin
embargo, las frecuencias genotipicas de Met1,011
no estuvieron en equilibrio en doce cepas. Cabe
resaltar que no se encontré un patrén consistente
en los valore FIS. En seis cepas, FIS <0 (exceso de
heterocigotos) en todos las pruebas significativas,
por otro lado, FIS > 0 (exceso de homocigotos)
en otras seis cepas.

En el locus 1,016 en colecciones de campo que
no fueron sujetas a seleccién en laboratorio, la
frecuencia de Iso1,016 vario de 0.00 en cuatro
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colecciones de Tapachula, México, y en cinco co-
lecciones de Venezuela a un frecuencia de 0.293
en La Habana. Para el locus 1,011 en colecciones
de campo no seleccionadas en laboratorio, la fre-
cuencia de Vall,011 vario entre 0.00 en cuatro
colecciones de Tapachula, México, dos coleccio-
nes de Cuba, una coleccion de Venezuela y 0.188
in Huehuetd, México. En el mismo codon,
Met1,011 fue polimorfico en todas las cepas, la
frecuencia varié de 0.193 en Huixtla, México, a
0.583 en La Habana. Las cepas deltametrina F12
y F13, propoxur F14 y temefos F6 surgieron a
partir de la seleccion con su insecticida correspon-
diente a partir de la colecta de Santiago de Cuba.
La cepa de Isla Mujeres surgio a partir de la selec-
cién en laboratorio con permetrina durante cin-
co generaciones. La frecuencia de Iso1,016 incre-
ment¢ significativamente desde 0.033 en la colec-
ciéon original de Santiago de Cuba hasta 0.567
(prueba exacta de Fisher, P= 6.6 x 10-10) en la
generacion F12 y 0.883 (P= 2.20 x 10-16) des-
pués de una seleccion adicional con deltametrina.
En forma similar, la frecuencia de Iso1,016 incre-
ment6 de 0.259 hasta la fijacion después de cinco
generaciones de seleccion con permetrina de la cepa
de Islas Mujeres (P= 2.20 x 10-16). En contraste,
[s01,016 disminuyo no significativamente de 0.033
a 0.018 (P= 1.000) en la linea seleccionada con
temefos, pero incrementd a 0.400 (P= 8.78 x 10-
7) en la linea seleccionada con propoxur.

Una respuesta contraria a la respuesta de la se-
leccion fue observada en la frecuencia de Met1,011.
Este alelo decrecio de 0.517 en la coleccion origi-
nal de Santiago de Cuba de 0.533 a 0.283 en las
generaciones F12 y F13, respectivamente, después
de la seleccion con deltametrina (prueba exacta
de Fisher, P = 1.000, 0.015 respectivamente).
Met1,011 también disminuy6 de 0.317 en la cepa
de Isla Mujeres a 0.125 después de cinco genera-
ciones de seleccion con permetrina (P = 0.0224).
La frecuencia de Met1,011 aumento ligeramente
de 0.517 a 0.621 (P= 0.3517) en la linea seleccio-
nada con temefos, e incrementé a 0.950 (P=6.03
x 10-8) en la linea seleccionada con propoxur.
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Ninguno de los cambios en la frecuencia de
Val1,011 fueron significativos.

Se analizé un total de 420 descendientes F3
generados de una cruza entre una hembra P1 de
Isla Mujeres (Iso1,011/Met1,011, Iso1,016/
I[5s01,016) y un macho de la cepa susceptible New
Orleans (Iso1,011/Is01,011, Val1,016/Val1,016).
La descendencia F3 fue expuesta a 1.2 ug de
permetrina en bioensayos de botella.!® Después de
una hora, una porcién de los adultos fue registra-
da como vivos (volando o caminando). El resto
de los mosquitos se colocd en una jaula en el
insectario. Después de cuatro horas, estos adultos
fueron registrados como recuperados o muertos.
El ADN de todos los adultos fue colectado vy el
genotipo para el codén 1,016 fue registrado. To-
dos los mosquitos con genotipo Iso1,016/
Is01,016 sobrevivieron, mientras que sélo 9.4%
de Val1,016/1s01,016 y ninguno de los Val1,016/
Val1,016 sobrevivieron. Después de 4 hr 57.5%
de los mosquitos con genotipo Val1,016/1s01,016
estuvieron activos, mientras que solo 15% de los
Val1,016/Val1,016 se re-activaron. Un analisis de
contingencia 2 (3x3) fue altamente significativo
(prueba exacta de Fisher, P = 9.14 x 10-89).
Is01,016 actia como un alelo recesivo y condicio-
na la sobrevivencia de Ae. aegypti al ser expuesta a
la permetrina.

Este analisis fue repetido en los 400 descen-
dientes de la F3 para el alelo Met1,011, sin embar-
go, el analisis de contingencia %2 (3x3) no fue sig-
nificativo (P = 0.411) sugiriendo que este alelo no
confiere resistencia a la permetrina. Este resulta-
do no se esperaba, ya que estos dos codones se
encuentran separados solamente por un intron de
~270 bp y la recombinacion entre éstos debio
haber ocurrido en solo tres generaciones. Mas aun,
los genotipos de los padres F1 fueron Iso1,011/
Met1,011 e Iso1,016/Val1,016 y consecutivamen-
te se esperaban solo tres genotipos en ambos locus
para la generacion, en este caso, se detectaron nue-
ve. Un anilisis de contingencia 2 (3x3) fue reali-
zado en los genotipos 1,011 y 1,016 resultando
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no significativo (P = 0.347), sugiriendo una segre-
gacion independiente.

La observacion de la ocurrencia de mds de tres
genotipos de dilocus 1,011 y 1,016 en los 400
descendenientes F3 no era esperada dado que los
dos codones estian separados por un intron de solo
~270 bp. Es posible sugerir que esta region repre-
senta un punto de alta recombinacion en el geno-
ma de Ae. aegypti. Sin embargo, esta hipdtesis es
muy simple, dado que los estimados de r no se
ajustaron satisfactoriamente a los numeros de
genotipos de dilocus observados.

A pesar de la evidencia de recombinacién en
solo tres generaciones y la prediccion general de
equilibrio de unién en otros estudios de genes de
Ae. aegypti, el alelo Iso1,016 ocurre en desequili-
brio con un gran numero de sitios de segregacion
en el intrén y un gran exceso de alelos Iso1,016 se
encontraron asociados con la clada 2 en el analisis
filogenético. Ninguno de estos patrones fue en-
contrado en alguno de los tres alelos del codon
1,011. Este patrén es consistente con la hipotesis
de que un deslice genético del alelo Iso1,016 y la
secuencia intrénica proxima ha ocurrido a partir
de la seleccion con DDT y subsecuentemente con
los piretroides. Mas aun, este evento ha ocurrido
recientemente y no ha habido tiempo suficiente
para que la recombinacion elimine el desequili-
brio entre el alelo [so1,016 y la secuencia intrénica
aproximada.

Desarrollamos un ensayo de PCR para estos
seis alelos que pueden ser leidos ya sea en un gel
de agarosa o en una curva de desnaturalizacion. El
PCR de alelos especificos presentado aqui ha pro-
bado ser una via rdpida y relativamente economi-
ca para diagnositicar los genotipos en los sitios de
segregacion en colecciones de campo de Ae. aegypti.
El costo por determinacion de genotipo utilizan-
do un analisis de curva por desnaturalizacion en
una maquina de tiempo real (figura 1) es de 0.73
dolares (EUA) y el costo cuando se utilizan condi-
ciones de PCR estandar por electroforesis en geles
de agarosa (figura2) es de 0.35 dolares (EUA).

Aproximadamente 0.15 dolares de este costo es-
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Fig. 2. Grafica de las temperaturas de desnaturalizacion para
deteccion de alelos especificos en el sistema Vall,016Iso del
gen para de Ae. aegypti. El genotipo mutante 501,016/ Iso1,016
produjo una curva a 77°C. El genotipo silvestre Vall,016/
Val1,016 produjo una curva a 84°C. El genotipo heterocigoto
501,016/ Val1,016 presentd ambas curvas.

Fig. 3. Fragmentacion de productos de PCR alelo-especificos
del sistema Val1,016Is0 del gen para de Ae. aegypti, en geles de
agarosa a 4%. La banda de 68 pares de bases (bp) presente en
los carriles 1y 2 corresponde al genotipo mutante Iso1,016/
I501,016 (A/A). La banda de 85 pb en los carriles 5y 6
corresponde al genotipo silvestre Vall,016/Val1,016 (G/G).
El genotipo heterocigoto Vall,016/1501,016 (A/G), de los
carriles 3 y 4, presenté ambas bandas. La letra M corresponde
al marcador de peso molecular de 25 pb.
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tan asociados al uso de agarosa de alta resolucion
(GenePure HiRes or Metaphor).

Por ultimo, la validacion de Iso1,016 como un
marcador de kdr en Ae. aegypti de América Latina
requerira probar la asociacion de 1so1,016 y la
susceptibilidad a piretroides en material colecta-
do en campo. Ya que Iso1,016 acttia como un
alelo recesivo para condicionar la sobrevivencia y
la frecuencia de los homocigotos Iso1,016 es baja
en lineas no seleccionadas, este esfuerzo requeriria
aplicar seleccion con piretroides por varias genera-
ciones para poder generar homocigotos Iso1,016
antes de probar la asociacion entre Iso1,016 y la
resistencia. Las herramientas e informacion pre-
sentada aqui debe proveer un medio para la detec-
cién temprana y caracterizacién de kdr que sea
disponible y practica para muchos laboratorios de
paises en vias de desarrollo. Esta informacion serd
critica para el desarrollo de estrategias de manejo
de resistencia.

Resumen

Los piretroides se aplican con frecuencia como
adulticidas de mosquitos, y la evolucion de la re-
sistencia a estos compuestos es la principal amenza
para salud publica. La resistencia ‘Knockdown’
(kdr) hacia los piretroides es causada frecuentemen-
te por mutaciones no sinénimas en la proteina
transmembranal del canal de sodio dependiente
de voltaje (para), la cual reduce la union de los
piretroides. La deteccion temprana de kdr es criti-
ca en el desarrollo de estrategias de manejo de re-
sistencia en mosquitos, incluyendo Aedes aegypti,
el vector mas prevalente del los virus del dengue y
la fiebre amarilla. Se encontraron siete mutacio-
nes nuevas en el segmento hidrofobico 6 del do-
minio Il de para en Ae. aegypti. Los ensayos en
larvas que presentan estas mutaciones indicaron
una reducida sensibilidad nerviosa a la inhibicion
por piretroides. Dos de éstos ocurrieron en los
codones Iso1011 y Val1016 en los exones 20y 21,
respectivamente. Una transicion en la tercera po-
sicion de Iso1011 codifica una sustitucion a
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Met1011, y una transversion en la segunda posi-
cion de Vall016 codificd una sustitucion a
Gly1016. Se evaluo esta misma region en 1,318
mosquitos de 32 cepas adicionales, 30 de Améri-
ca Latina. Mientras el alelo Gly1016 no fue detec-
tado en América Latina, se encontraron dos nue-
vas mutaciones en estos mismos codones. Una
transicion en la primera posicion del codon 1,011
codifica una sustitucion a valina, mientras que una
transicion en la primera posicion del codon 1016
codifica una sustitucion a isoleucina. Aqui se de-
sarrollo un ensayo de PCR para estas cuatro mu-
taciones, y el genotipo puede ser leido en un gel
de agarosa o en una curva de desnaturalizacion.
Los experimentos de seleccion, uno con deltame-
trina en una cepa de campo proviniente de San-
tiago de Cuba y otro realizado con permetrina en
una cepa de Isla Mujeres, incrementaron rapida-
mente la frecuencia del alelo Iso1,016. Los bioen-
sayos con la descendencia F3 proviniente de los
padres homocigotos Vall,016 susceptibles a la
permetrina y homocigotos [so1,016 resistentes a
la permetrina demostraron que Iso1,016 segrega
como un alelo recesivo para conferir kdr. El anali-
sis de segregacion entre los alelos de los codones
1011 y 1016 en la F3 mostré un alto grado de
recombinacion, aun cuando los dos codones es-
tuviesen separados solamente por un intron de
~270 bp. Las herramientas e informacién presen-
tada aqui proveen medios para la deteccion vy ca-
racterizacion temprana de kdr, la cual es critica
para el desarrollo de estrategias de manejo de re-
sistencia a insecticidas.

Palabras clave: Aedes aegypti, Mutacion kdr,
Piretroides.

Abstract

Pyrethroids are commonly used as mosquito
adulticides and evolution of resistance to these
compounds is a major threat to public health.
‘Knockdown resistance’ to pyrethroids (kdr) is fre-
quently caused by nonsynonymous mutations in
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the voltage-gated sodium channel transmembrane
protein (para) that reduce pyrethroid binding.
Early detection of kdr is critical to the develop-
ment of resistance management strategies in mos-
quitoes including Aedes aegypti, the most preva-
lent vector of dengue and yellow fever viruses.
Brengues et al. described seven novel mutations
in hydrophobic segment 6 of domain II of para
in Aedes aegypti. Assays on larvae from strains
bearing these mutations indicated reduced nerve
sensitivity to permethrin inhibition. Two of these
occurred in codons Iso1011 and Vall016 in ex-
ons 20 and 21 respectively. A transition in the
third position of Iso1011 encoded a Met1011 re-
placement and a transversion in the second posi-
tion of Val1016 encoded a Gly1016 replacement.
We have screened this same region in 1318 mos-
quitoes in 32 additional strains; 30 from through-
out Latin America. While the Gly1016 allele was
never detected in Latin America, we found two
new mutations in these same codons. A transi-
tion in the first position of codon 1011 encodes a
Val replacement while a transition in the first
position of codon 1016 encodes an Iso replace-
ment. We developed PCR assays for these four
mutations that can be read either on an agarose
gel or as a melting curve.

Selection experiments: one with deltamethrin on
a field strain from Santiago de Cuba and another
with permethrin on a strain from Isla Mujeres,
Mexico rapidly increased the frequency of the
[s01016 allele. Bioassays of F3 offspring arising
from permethrin susceptible Val 1016 homozygous
parents and permethrin resistant [so1016 homozy-
gous parents show that [so1016 segregates as a re-
cessive allele in conferring kdr. Analysis of segrega-
tion between alleles at the 1011 and 1016 codons
in the F3 showed a high rate of recombination
even though the two codons are only separated
by a ~ 250 bp intron. The tools and information
presented provide a means for early detection and
characterization of kdr that is critical to the devel-
opment of strategies for resistance management.
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