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1. RESUMEN

Los mosquitos son insectos dipteros que se distribuyen globalmente. Se les considera
los principales vectores de patdgenos que causan millones de muertes cada afo. Las
enfermedades transmitidas por mosquitos representan un importante problema de
salud publica en México. Los cementerios son areas criticas para el desarrollo de
mosquitos y, por lo tanto, para la distribucidén de patdogenos. El objetivo de esta
investigacion es obtener un registro actualizado de la biodiversidad de especies de
mosquitos en los cementerios de la ciudad de Chihuahua. En este estudio se
recolectaron larvas de mosquito de cuatro cementerios ubicados en la ciudad, durante
el periodo de agosto - octubre del 2019. La colecta fue mediante pipeteo manual y
posteriormente se criaron en el laboratorio hasta la eclosion del adulto. Los adultos se
identificaron mediante claves taxonomicas y técnicas moleculares. Se colectaron un
total de 3,250 larvas, emergiendo 741 adultos de estas. También, se recolectaron 16
adultos de los cementerios. Se identificaron dos géneros importantes, Aedes y Culex;
dentro de estos géneros se identificaron 6 especies diferentes: Aedes (Stegomyia)
aegypti (Linnaeus 1762), Culex (Culex) quinquefasciatus (Say, 1823), Culex (Culex)
restuans (Theobald, 1901), Culex (Culex) stigmatosoma (Dyar, 1907 ), Culex (Culex)
tarsalis (Coquillett, 1896) y Culex (Neoculex) territans (Walker, 1856). Los resultados
de este estudio sugieren que las especies de mosquitos que se encuentran presentes
en los cementerios representa una sefial de alerta importante, ya que estas especies
estan relacionadas con la transmision de diversos patdégenos, principalmente
arbovirus. La poblacion que reside cerca de estas areas podrian estar expuestas a
estas enfermedades transmitidas por mosquitos y representan un importante problema
de salud publica. Los datos podrian usarse para desarrollar medidas de control y
prevencion pertinentes para abordar estas infecciones transmitidas por mosquitos; asi
como también, abre la puerta a nuevas investigaciones sobre éstos artrépodos,
particularmente en el campo de la entomologia médica y veterinaria, que pueden

ayudar a prevenir este problema de salud publica en esta zona de México.
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1.1 ABSTRACT

Mosquitoes are dipterous insects that are globally distributed. They are considered the
main vectors of pathogens, that causes millions of deaths every year. Mosquito-borne
diseases represent an important public health problem in Mexico. Cemeteries are
critical areas for mosquito development and therefore for the distribution of pathogens.
The aim of this investigation is to get an updated register of mosquito species
associated with vector-borne diseases in cemeteries at Chihuahua city in northern
México. Mosquito larvae were collected from four cemeteries located in the city, during
the period from August-October of 2019. They were taken by manual pipetting and
artificially reared in the laboratory until obtaining the adult. The reared adults were
identified using taxonomic keys and molecular techniques. A total of 3,250 larvae were
sampled, 741 adults emerged, and 16 adults were collected in the field. Two important
genera were identified, Aedes and Culex; within these genera, 6 different species were
identified: Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus 1762), Culex (Culex) quinquefasciatus
(Say, 1823), Culex (Culex) restuans (Theobald, 1901), Culex (Culex) stigmatosoma
(Dyar, 1907), Culex (Culex) tarsalis (Coquillett, 1896), and Culex (Neoculex) territans
(Walker, 1856). The results of this study suggest that the mosquito species population
that are present in cemeteries represents an important warning sign because this
species is related to the transmission of diverse pathogens, principally arboviruses. The
inhabitants near of these areas could be exposed to these mosquito-borne diseases
and represent an important public health problem. The data could be used to develop
control and prevention measures for these infectious diseases and also opens the door
to new research on mosquitoes particularly in the field of medical and veterinary

entomology, that may help to prevent this public health problem in this region of Mexico.
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2. INTRODUCCION

Los mosquitos son insectos pertenecientes al orden Diptera, que se clasifican
como nematdceros colocados dentro de la familia Culicidae, y que se divide en la
subfamilia Culicinae y Anophelinae (Knight y Stone, 1977). Hay alrededor de 3,490 a
3,601 morfoespecies actualmente reconocidas a nivel mundial, y 15 de ellas estan
reconocidas como registros fosiles (Harbach, 2007; Wilkerson et al., 2015). De los 44
géneros aceptados, solo Toxorhynchites no posee habitos hematdéfagos, mientras que
el resto se alimentan de sangre (solo las hembras) y se consideran vectores

importantes de patdégenos de salud publica (Takken y Verhulst, 2013).

Las enfermedades transmitidas por vector (ETV) son ocasionadas por
patdogenos transmitidos por diversos artropodos, principalmente mosquitos, estas
representan el 17% de las enfermedades infecciosas a nivel mundial segun con datos
proporcionados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017). A través de la
historia han ocasionado morbilidades y mortalidades significativas. Anualmente
causan aproximadamente 700,000 muertes y discapacidad en cierto porcentaje de la
poblacién (OMS, 2017). Los mosquitos son los principales y mas importantes vectores
de enfermedades por arbovirus como el DENV, el ZIKV, el CHIKV, el YFV, el VON, el
VEEV, entre otras, que afectan a humanos y animales (Service, 2012). También,
enfermedades como la malaria o el dengue afectan a la mayoria de los paises, sobre
todo los sub-desarrollados, siendo millones la cifra global de infectados y miles de
defunciones por afio (OMS, 2017).

De acuerdo con la OMS, México es vulnerable para estas enfermedades
antropozoondoticas; el territorio cuenta con factores ambientales y socioecondmicos
optimos para la transmision enfermedades a través de artropodos vectores. Se estima
que en México alrededor de 50 millones de personas que viven en areas urbanas y
rurales que se encuentran en riesgo de adquirirlas (Centro Nacional de Programas
Preventivos y Control de Enfermedades (CENAPRECE), 2017).
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En el estado de Chihuahua, se ha reportado la presencia de varios arbovirus
como el virus del dengue (DENV) (Mora-Covarrubias et al., 2010), el virus del zika
(ZIKV) (Correa-Morales et al., 2019) y el virus del oeste del nilo (VON) (Estrada-Franco
et al., 2003).

Las carecteristicas medioambientales de determinadas regiones de la entidad
favorecen el crecimiento y desarrollo de los vectores, sobre todo en temporada de
lluvias, ya que parte del ciclo de vida del mosquito se desarrolla en ambientes
acuaticos (Crans, 2004). Es importante sefalar que la presencia de aves migratorias
y otros animales pueden actuar como reservorios de diversos patdogenos tales como
el VON (Kuno et al, 2017; Rappole et al., 2000). También las actividades
socioecondmicas como la ganaderia, la agricultura, el turismo, entre otras; son un
factor importante, sobre todo en la distribucion de los vectores y los patogenos (Gratz,
1999; Mayer et al., 2017). Asi mismo, también influyen los factores sociodemograficos,
tales como las condiciones de las viviendas y el saneamiento, la salud, la educacién y

el trabajo de los individuos (Ernst et al., 2009; Vannavong et al., 2017).

La lista de factores que pueden promover la transmision de patégenos a los
humanos y animales es amplia. Sin embargo, debido a que es un area poco estudiada
en Chihuahua y no se cuenta con informacion actualizada a la fecha, el presente
estudio proporciona un registro actualizado sobre la biodiversidad de especies de
mosquitos asociados a enfermedades transmitidas por vector (ETV) en la ciudad de
Chihuahua, particularmente en cementerios. Estos sitios se consideran areas criticas
para el desarrollo de mosquitos, esto debido a que poseen fuentes de alimento, refugio
y una alta disponibilidad de habitats de reproduccion tales como floreros u otros
recipientes; lo cual, puede influir directamente en la distribucién de patégenos. Los
resultados que se presentan en esta tesis se obtuvieron como parte de un estudio

multidisciplinario realizado en el periodo abril — diciembre de 2019 en la entidad.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Enfermedades transmitidas por vector.

Las enfermedades transmitidas por vector (ETV) son enfermedades causadas
por patdgenos de etiologia diversa (bacterias, parasitos, virus) y afectan tanto a
humanos como a animales (OMS, 2017). Son transmitidos por organismos Vivos,
generalmente artropodos hematdéfagos a los que se les conoce como vectores (Beard
et al., 2016). Se consideran vectores a todos aquellos organismos en los cuales tiene
lugar alguna fase esencial del ciclo de vida del agente patégeno y son capaces de
transmitirlo de forma activa al hombre y los animales, ya sea por picadura, mordedura

o a través de fluidos corporales (Wilson et al., 2017).

A nivel mundial las ETV representan un grave problema de salud publica, se
estima que mas del 17% de las enfermedades infecciosas son a causa de las ETV. En
2017 la OMS sefal6 que alrededor de 700,000 personas mueren anualmente a causa
de las ETV; 3,900 millones estan en riesgo de contraer dengue y que
aproximadamente 400,000 mas mueren a causa de la malaria/paludismo (OMS, 2017).
Gran porcentaje de la poblacion es afectada y se encuentra expuesta a alguna
enfermedad transmitida por vector como la enfermedad de Chagas, leishmaniasis,
esquistosomiasis, entre otras (OMS, 2017).

Existen una gran variedad de artropodos que pueden actuar como vectores, los
principales en interés médico a nivel mundial son los mosquitos, seguidos por las
garrapatas. Estas ultimas son consideradas las primeras en importancia veterinaria,
seguidas de los mosquitos. Otros vectores de interés en ETV son las moscas tse-tsé,
moscas negras (simulidos), chinches (triatominos), pulgas, piojos, flebétomos;
ademas, ciertas especies de caracoles acuaticos pueden actuan como intermediarios
(Tabla 1).



N

u FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Tabla 1. Principales vectores y enfermedades que transmiten

Vectores Géneros Enfermedades transmitidas
Anopheles spp. Malaria/paludismo, filariasis linfatica
Chikungunya, fiebre del Dengue,
. .. Aedes spp. filariasis linfatica, fiebre de Rift
Mosquitos (Culicidae) . . .
Valley, fiebre amarilla, Zika
Encefalitis japonesa, filariasis
Culex spp.

linfatica, fibre del Nilo occidental

Garrapatas (Ixodidae)

Ixodes spp., Dermacentor

spp., Rhipicephalus spp.,

Argas spp., Ornithodoros
spp.

Fiebre hemorragica de Crimea-
Congo, enfermedad de Lyme, fiebre
recurrente (borreliosis),
enfermedades rickettsiales (FMMR
and fiebre Q), encefalitis transmitida

por garrapatas, Tularemia

Moscas de la Arena

(Phlebotomidae/Psychodidae)

Phlebotumus sp.

Lutzomyia sp.

Leishmaniasis, fiebre Pappataci

Triatominos (Reduviidae)

Triatoma sp.

Enfermedad de Chagas

(Tripanosomiasis americana)

MoscaTsé-Tsé (Glossinidae)

Glossina sp.

Enfermedad del suefio

(Tripanosomiasis africana)

Pulgas (Pulicidae)

Pulex irritans
Ctenocephalides felis

Xenopsylla cheopis

La peste (Yersinia pestis)
transmitida por pulgas de ratas a los

humanos, Rickettsiosis

Mosca negra (Simuliidae)

Simulium spp.

Oncocercosis (ceguera de los rios)

Piojos (Phthiraptera)

Phtirus pubis

Pediculus humanus

Tifus y fiebre recurrente transmitida

por piojos

Caracoéles acuaticos
(Planorbidae)

Biomphalaria spp.

Bulinus spp.

Schistosomiasis (bilharziasis)

Adaptado de la hoja informativa de la OMS: Enfermedades transmitidas por vectores (OMS, 2017)



La distribucién de las ETV esta estrechamente determinada por diversos
factores medioambientales y socioeconomicos. El turismo y el comercio internacional,
la urbanizacién desmedida y los diferentes desafios medioambientales, como el
cambio climatico, pueden afectar de manera directa e indirecta la exposicion y
transmision de patodgenos, hacer que la temporada de transmisién sea mas larga o
mas intensa o causar enfermedades en paises donde antes no se tenian registros
(Sutherst, 2004).

Otros factores que influyen son los cambios en las practicas agricolas debido a
los cambios de la temperatura y las precipitaciones pueden afectar en la exposicion y
la transmision de enfermedades transmitidas por vectores. El crecimiento poblacional
y urbanistico, propicia la carencia de agua potable confiable, el manejo inadecuado de
los desechos solidos, pueden hacer que grandes poblaciones en pueblos y ciudades
estén en riesgo de contraer alguna enfermedad viral transmitida por los mosquitos
(Leisnham y Juliano, 2012). Todos los factores mencionados influyen en el alcance
de las poblaciones de vectores y los patrones de transmision de patégenos causantes
de enfermedades (Beard et al., 2016; OMS, 2017). Las ETV estan presentes en mas
de 100 paises en todo el mundo, predominantemente en paises en desarrollo en los
tropicos y aunque existen medidas de control y prevencion de estas enfermedades los
casos de incidencia, morbilidad y mortalidad van en aumento (McGraw y O’Neill, 2013).

3.2 ETV en México.

Actualmente en México, las ETV representan un importante problema de salud
publica. Se estima que, en las zonas de desarrollo econdmico importante, tales como
centros agricolas, ganaderos, industriales, pesqueros, petroleros y turisticos se
poseen factores medioambientales y socioeconomicos que favorecen la distribucion
de vectores y posteriormente aumenta el riesgo de transmisiones de ETV. Es decir,
alrededor del 60% del territorio nacional cuenta con estas caracteristicas, lo que
conlleva a que cerca de 50 millones de habitantes de zonas urbanas y rurales, se
encuentren en riesgo de padecer alguna ETV (CENAPRECE, 2017).
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El territorio mexicano posee una superficie de 1,958,200 km?. La mayor parte
del pais es una inmensa meseta elevada y se encuentra rodeada por sistemas
montafiosos importantes. Las dos cadenas montafiosas son las Sierras Madre Oriental
y Occidental. El rasgo topografico mas notable es la meseta central, la cual comprende
mas de la mitad de la superficie del pais (INEGI, 2013). Las variaciones climaticas son
debido a que México se encuentra dividido en dos partes por el tropico de cancer, pero
en general el clima varia en relacion a las diversas altitudes. A lo largo de la Republica
Mexicana, existen territorios que poseen caracteristicas medioambientales y factores
socioeconomicos, donde los problemas de las ETV implican un gran desafio para el
sistema de salud del pais. Esto debido a que generalmente los habitantes de estas
zonas conforman una sociedad diversa, con problemas de equidad y desigualdad,
tanto econdmica, como cultural (Rodriguez-Dominguez, 2002).

El boletin epidemiolégico, es el medio oficial de difusiéon de la morbilidad del
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE) y representa una de las
principales herramientas epidemioldgicas proporcionadas por la Direccion General de
Epidemiologia (DGE). Su funcion es difundir los casos nuevos de los padecimientos
sujetos a vigilancia cada semana por sexo, grupo de edad y entidad federativa (SSA,
2019). En la seccion de ETV en México, se reportaron a la semana 53 del afio 2020;
19,172 casos de dengue no grave, 4,083 casos de dengue con signos de alarma, 1,058
casos de dengue grave, 7 casos de Chikungunya, 20 casos de Zika y 345 casos de

paludismo causados por Plasmodium vivax (DGE, 2020).

En México, en un panorama a futuro, es muy probable que ciertos factores clave
se combinen, tales como: el incremento de temperatura y humedad, mayores
precipitaciones en zonas costeras y en el sureste del pais; propiciando asi, un cambio
ecologico considerable. Debido a lo anterior, los patrones de distribucién de vectores
experimenteria una alteracion importante, sobre todo en aquellas regiones calidas y
semicalidas que son areas potencialmente endémicas (Aguilar, 2006; Arredondo-
Garcia et al., 2020).
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No obstante, estas ETV se han vuelto en la actualidad un problema de salud
publica importante en determinadas regiones del pais, por ejemplo, se han reportado
5 brotes importantes de dengue durante el periodo 2010 — 2019 en México, en los afios
2007, 2009, 2012, 2013 y el mas reciente en 2019; con mas de 518,000 casos
confirmados en varios estados de la republica, tales como: Veracruz, Oaxaca,
Guerrero, Quintana Roo, Nuevo Leon, Nayarit, Jalisco, Colima, Yucatan, Morelos,
Chiapas, Tabasco, Tamaulipas y Baja California Sur (Arredondo-Garcia et al., 2020).

En estudios previos, se hace énfasis en factores como el cambio climatico
global, el cual es permanente y ocurre a una velocidad dramatica (Nacional Academia
de Ciencias, 2016). Se debe controlar y revertir los cambios demograficos y
urbanisticos, asi como también, realizar cambios en las practicas agricolas como el
uso de suelos, vegetacion, especies; disminuir las emisiones de CO. para retardar el
desgaste de la capa de ozono, el calentamiento de la tierra y el inminente deshielo de
los casquetes polares, ya que son de las mayores preocupaciones a nivel mundial
(Mayer et al., 2017). Otro punto importante que se aborda es el control y la prevencién
de enfermedades emergentes/reemergentes transmitidas por vectores, lo cual
representa un desafio mayor, pero solo de esa manera se podria tener éxito contra los
problemas de las ETV en la actualidad y en un futuro (Gratz, 1999; D J Gubler, 1998;
Sutherst, 2004).

3.3 Mosquitos (Diptera: Culicidae).

Los mosquitos son insectos de dos alas pertenecientes al orden Diptera, familia
Culicidae. Son un grupo bastante amplio y el mas conocido por su importancia en salud
publica, ya que pueden actuar como vectores de diversas enfermedades que afectan
a animales y humanos. Son cosmopolitas, alcanzando su mayor diversidad en las
selvas tropicales y probablemente su mayor abundancia en las regiones articas y
antarticas después del deshielo de la primavera y principios del verano (Carpenter y
La Casse, 1955).
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La familia Culicidae incluye 3,539 especies agrupadas en la subfamilia
Anophelinae y Culicinae, de los cuales se clasifican 112 géneros. La subfamilia de
Anophelinae esta compuesta por hasta tres géneros, mientras que la subfamilia
Culicinae tiene 109 géneros segregados en 11 tribus (Harbach, 2007). Dentro de la
primera subfamilia tenemos al género Anopheles, el cual es el vector del protozoario
causante de la malaria/paludismo. Por parte, en la subfamilia Culicinae, se encuentra
el género Aedes, el cual es transmisor de diversos arbovirus como el DENV, YFV,
ZIKV, CHIKV, entre otros, igualmente es vector de malaria aviar y filariasis en humanos
y animales. Otro género importante de esta subfamilia es Culex, los cuales son
transmisores de otros arbovirus causantes de enfermedades como el: VON, JEV,
VEEV, SLEV; asi como también, enfermedades parasitarias como las filariasis
linfaticas ocasionadas por nematodos de diferentes especies (Wuchereria bancrofti,
Brugia malayi, Loa loa, Manzonella spp., Dirofilaria immitis) (OMS, 2017).

En México, de acuerdo con la Coleccién de Artropodos con importancia Médica
(CAIM) del Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE), a través de
la plataforma de Global Biodiversity Information Facility (GBIF), se estiman
aproximadamente 36,668 registros de mosquitos de la familia Culicidae (Figura 1). En
el reporte predomina el género Culex con 11,849 registros (32.3%), seguido de Aedes
con 9,906 (27%) y posteriormente el género Anopheles con 6,175 (16.7%), el restante
corresponde a otros géneros de mosquitos (Jiménez, 2018).
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Figura 1. Registros de mosquitos (Diptera: Culicidae) de la Coleccién de artropodos de importancia
médica (CAIM). Predominancia de los géneros Culex, Aedes y Anopheles, abarcando aproximadamente

75% de los registros en México (Jiménez, 2018).

3.3.1 Ciclo de vida.

Durante su vida los mosquitos atraviesan cuatro etapas sucesivas en su desarrollo:
huevo, larva, pupa y adulto (Figura 2) (Carpenter y La Casse, 1955). Las etapas
inmaduras de los mosquitos ocupan un espectro de ambientes acuaticos. El adulto es
un insecto volador. Después de alimentarse con sangre, el mosquito hembra pone los
huevos directamente sobre o cerca del agua, el suelo y en la base de plantas, de

preferencia en lugares que pueden llenarse de agua.

Los huevos pueden sobrevivir en condiciones secas durante unos meses
dependiendo la especie. Por ejemplo, los huevos de Aedes aegypti resisten mas
tiempo en condiciones mas altas de temperatura y climas secos, lo que favorece su

supervivencia y le da ventajas sobre otras especies de mosquitos (Juliano et al., 2002).
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Los huevos eclosionan en el agua y emerge la etapa inmadura del mosquito, la
larva o también denominados coloquialmente como "maromeros". El tiempo de
eclosion depende de la temperatura del agua, la humedad relativa y la especie de
mosquito. La larva vive en el agua, se alimentan de algas, plancton, hongos y bacterias
y otros microorganismos (Crans, 2004). La fase larvaria se desarrolla en cuatro
estadios denominados “instar’, que van desde el instar 1 hasta el instar 4.
Posteriormente, se transforma a pupa. Esta ultima también vive en el agua, pero ya no
se alimenta, solamente se coloca cerca de la superficie del agua para respirar
mediante estructuras denominadas trompetas respiratorias. Finalmente, el mosquito
emerge de la pupa después de un periodo de dos dias a una semana
aproximadamente. El ciclo de vida suele durar dos semanas, pero dependiendo de
factores medioambientales y disponibilidad de alimento, puede variar de 4 dias a un
mes. El mosquito adulto emerge a la superficie del agua y vuela, listo para comenzar

su ciclo de vida.

La distribucion de las especies depende en gran medida de las preferencias de
alimentacion. Todos los mosquitos machos y hembras se alimentan principalmente de
néctares y azucares de plantas, para la obtencion de nutrientes. Cabe destacar que
sélo la hembra pica y se alimenta de la sangre de humanos y otros animales, debido
a que la alimentacion con sangre activa la etapa vitelogénica de la ovogénesis, es decir
el desarrollo y maduracion de los huevos (Valzania et al., 2019). La mayoria de las
especies de mosquitos se alimentan de la sangre de animales vivos, sin embargo,
especies de los géneros Toxorhynchites, Topomyia y Malaya, no poseen habitos de
hematofagia. Estas especies, pueden producir huevos sin ingerir sangre, al poseer un
primer grupo de huevos de manera autégena (Gulia-Nuss et al., 2015).

Ademas, se ha demostrado que en especies como A. taeniorhynchus, ese
primer grupo de huevos se encuentra presente, sin embargo, necesitan la ingestidén de
sangre para continuar produciendo huevos, a estas especies se les denomina
autogenas facultativas (O’Meara y Edman, 1975). Conocer las diferentes etapas del
ciclo de vida del mosquito puede contribuir al control y prevencidon de enfermedades
(Crans, 2004; US EPA, 2017).
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Figura 2. Ciclo de vida del mosquito. llustracion por: Scott Charlesworth, Purdue University. Fuente:

http://extension.entm.purdue.edu/publichealth/insects/mosquito.html

3.3.2 Cementerios: potenciales criaderos de mosquitos.

Los cementerios son un componente esencial en los asentamientos humanos,
tanto en areas rurales como urbanas. En México y la mayor parte de Latinoamérica,
son una parte fundamental de la cultura, pues en estos lugares se honra la memoria
de los difuntos, especialmente en celebraciones importantes como el Dia de Muertos,
en México, que es atendido por un gran numero de personas (Ordufio-Servin, 2014).

Son considerados como areas criticas para el desarrollo de mosquitos y a
menudo estan ubicados en areas altamente urbanizadas que sirven como refugio para
poblaciones de especies de mosquitos con alto potencial de vector. Lo anterior debido
a que estos sitios poseen diversos recursos naturales que son fuente de alimentacion
para los mosquitos, tales como: néctares de plantas, el jugo de frutas, la melaza, entre
otros jugos con alto contenido de carbohidratos, su principal suministro de energia
(Vezzani, 2007).

13
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Por otro lado, los cementerios también ofrecen zonas de refugio y reposo para
los mosquitos adultos, asi como también, una alta disponibilidad de habitats de
reproduccion tales como floreros u otros recipientes los cuales puedan albergar agua.
Pero lo mas importante de estos sitios, es la presencia de hospederos (animales y
humanos), debido a que las hembras se alimentan de su sangre para llevar a cabo la
ovogénesis y asi reproducirse (Davalos-Becerril et al., 2019; Fryxell et al., 2015;
Garcia-Rejon et al., 2018; Vezzani, 2007; Vezzani et al., 2001).

Se han identificado especies importantes en estos sitios; los estadios inmaduros
de Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti son muy comunes en estos lugares
(Vezzani y Albicocco, 2009). En algunos estudios, se han utilizado estos sitios para la
deteccion y seguimiento de especies invasoras de mosquitos como Aedes albopictus,
evaluando métodos de control de mosquitos y estudiando la ecologia de los mosquitos
(Garcia-Rejon et al., 2018; Leisnham, 2009; Nyamah et al., 2011; O’Meara et al., 1992;
Vezzani, 2007; Vezzani et al., 2001).

3.3.3 Competencia vectorial de patégenos.

Existen varios factores que determinan la capacidad de un mosquito para transmitir
patdogenos que causan enfermedades (Figura 3). Uno de los principales factores es
gue un mosquito debe ser un vector competente. El término de "competencia vectorial”
se refiere a la capacidad de un mosquito de adquirir un agente patégeno de un
reservorio y posteriormente transmitilo a un hospedero susceptible durante su

alimentacion de sangre (Azar y Weaver, 2019).

Esto depende de que el mosquito poseea caracteristicas basadas en factores
ambientales, conductuales, celulares y bioquimicos para ser un hospedero adecuado
en el cual, el patdbgeno sobreviva, experimente un desarrollo esencial (parte de su ciclo
de vida) , se multiplique y eventualmente migre a las glandulas salivales. Cabe
destacar que la transmisidn de los agentes patdogenos ocurre por inyeccion de
secreciones salivales durante el acto de alimentacion (Beerntsen et al., 2000; Souza-
Neto et al., 2019).
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Figura 3. Determinantes naturales de la competencia vectorial. Adaptado de “Aedes aegypti vector
competence studies: A review”. Creado en BioRender.com.
Los elementos genéticos y ambientales pueden favorecer la competencia del vector. Sin embargo, se
necesita un panorama mas amplio acerca de los procesos evolutivos de los vectores, arbovirus y

simbiontes, como de su interaccién (Souza-Neto et al., 2019).

3.4 Aspectos generales del estado de Chihuahua.

Chihuahua se localiza en la parte central del norte del pais. Se encuentra
ubicado en las coordenadas norte 31°47'04", al sur 25°33'32" de latitud norte; al este
103°18'24", al oeste 109°04'30" de longitud oeste. Es el estado mas grande de la
Republica Mexicana, abarca una superficie de 247,455 km? que representa alrededor
del 12.5% del territorio nacional. Colinda al norte y al este con los EUA; también al este
con Coahuila de Zaragoza y Durango; al sur con Durango y Sinaloa; al oeste con
Sinaloa, Sonora y los EUA (INEGI, 2018).

Posee una gran diversidad de vegetacion que incluye bosques, selva,
pastizales, matorrales y otros, siendo los matorrales los que mayor extension estatal
poseen ya que representa el 32% de esta. A lo largo del estado predominan los climas
secos ya que abarcan el 40% de la superficie del territorio. Estos se distribuyen
principalmente en la zona noreste del estado y en menor proporcion, en el sureste
(INEGI, 2019).
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Los climas templados en el estado se distribuyen al sureste coincidiendo en
territorio con la Sierra Madre Occidental; estos abarcan el 12.87% de la superficie del
estado. También se presentan climas templados semifrios con verano fresco largo
subhumedo. Los climas calidos presentes en el estado se localizan al sureste en la
zona colindante con los estados de Sonora y Sinaloa. Cabe destacar que estos ultimo
son factores clave para el desarrollo de vectores como mosquitos, ya que poseen las
caracteristicas medioambientales 6ptimas para su crecimiento y distribucion (Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), 2019).

Entre las principales actividades socioecondémicas del estado se encuentran:
comercio (15.5%); servicios inmobiliarios y de alquiler de bienes muebles e intangibles
(14.7%); fabricacion de maquinaria y equipo (11.2%); construccion (7.6%); v,
agricultura, cria y explotacion de animales, aprovechamiento forestal, pesca y caza
(6.9%). Dichas actividades socioecondmicas representan el 55.9% del PIB estatal
(Secretaria de Economia (SE), 2018).

3.4.1 Ciudad de Chihuahua.

La ciudad de Chihuahua, Chihuahua, al norte de México (Figura 5). El municipio
de Chihuahua se encuentra localizado justo en el centro del estado en las coordenadas
geograficas: latitud: 28.6353, longitud: -106.089 28° 38' 7" Norte, 106° 5' 20" Oeste. La
ciudad posee una altitud de 1,437 metros sobre el nivel del mar. Alrededor de la ciudad
de Chihuahua, se ubican nueve municipios; al norte colinda con Buenaventura y
Ahumada; al este con Aldama, Aquiles Serdan y Rosales; al sur con Rosales, Satevo
y Belisario Dominguez; y al oeste con Riva Palacio, Namiquipa y Santa Isabel (Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), 2018).

El clima de la ciudad pertenece al semiarido, con variantes como seco templado

seco, seco calido seco y seco templado y semifrio. La temperatura media anual es de

18.2° C con media maxima de 37.7° C media minima de -7.4° C.
y
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La media anual de precipitacion pluvial es de 387.5 mm. Hay 71 dias de lluvias al afio
aproximadamente, con una humedad relativa de 49% (Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI), 2018).
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Figura 4. Mapa de la localizacion de Chihuahua capital. En color verde se muestra el municipio de
Chihuahua, Chihuahua; cuenta con una superficie de 8,384.37 km?, que representan el 3.73% de la

extension total de la entidad.

3.5 Biodiversidad de mosquitos relacionados a ETV en Chihuahua.

Se han identificado un total de 25 especies de mosquitos para Chihuahua. La
mayoria de estas especies estan asociadas con patdgenos transmisibles que pueden
infectar a los vertebrados, incluidos los humanos (Heinemann et al., 1977; Martini,
1935; Ortega-Morales & Nava, 2020; Sudia et al., 1975; L Vargas, 1941; Luis. Vargas
& Martinez Palacios, 1956; Luis Vargas, 1956). En la siguiente tabla, se muestran las
especies de mosquitos que se han registrado a través de los afios en Chihuahua, asi
como también, su relacion con patdégenos detectados en dichas especies en otras
partes del mundo (Tabla 2). Existen al menos seis registros relacionados con
enfermedades transmitidas por mosquitos en Chihuahua. Estos estudios han
informado sobre los vectores y patdogenos de los mosquitos que causan estas
enfermedades, basandose en la identificacion molecular e inmunoldgica (De la Mora
Covarrubias y Olivas, 2007; Estrada-Franco et al., 2003; Huerta et al., 2017; Mann et
al., 2013; Palermo et al., 2019a; Sudia et al., 1975).
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El registro mas antiguo es de 1972, durante la epidemia de encefalitis equina
venezolana (VEEV) en México, mismo que fue publicado tres afios después. En este
trabajo se realizaron estudios de vectores de virus en Durango, Chihuahua y
Tamaulipas, en junio y julio de 1972. Se muestrearon los municipios de Chihuahua,
San Diego y Julimes en busca de mosquitos. Aedes vexans, Aedes angustivittatus y
Culex tarsalis fueron las especies mas comunes recolectadas, entre otras. La epidemia
de VEEV infectaba naturalmente a los mosquitos. El virus Flanders y el WEEV se
aislaron de mosquitos colectados en Julimes y San Diego de Alcala, ambos de Cx.
tarsalis (Sudia et al., 1975).

En 2003, se identificé la presencia de anticuerpos contra el VON en el suero de
caballos de varios estados y municipios de la Republica Mexicana. En Chihuahua,
fueron detectados en un caballo en el municipio de Ojinaga (Estrada-Franco et al.,
2003). En 2010 se realiz6 un analisis de distribucion geoespacial y deteccion de DENV
en mosquitos Aedes aegypti en Ciudad Juarez (CJS), Chihuahua, donde 24 muestras
positivas de 42 detectaron serotipos DENV-2 y DENV-3 (Mora-Covarrubias et al.,
2010). En 2013, un estudio indico una circulacion dinamica en la transmision del VNO
entre la frontera de EUA y México, especificamente entre El Paso, Texas (ELP) y CJS,
Chihuahua. En este estudio se aislaron varias cepas de virus de mosquitos del género
Culex, como Cx. quinquefasciatus (CJS y ELP) y Cx. tarsalis (ELP) (Mann et al., 2013).
En 2019, el ZIKV se identifico de forma natural en mosquitos A. aegypti, Cx.
quinquefasciatus, Cx. tarsalis y Cx. Erraticus. Sin embargo, no se registraron casos de
la enfermedad en el estado de Chihuahua (Correa-Morales et al., 2019). Ese mismo
ano se publico un estudio de 2015, donde la evidencia serologica mostré infecciones
por DENV y VON en humanos en CJS, Chihuahua (Palermo et al., 2019b).
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Tabla 2. Especies de mosquitos presentes en Chihuahua y su asociacién con enfermedades transmitidas por mosquitos.

(Meigen, 1938)

. . Sitio de Patégenos detectados en mosquitos en otras partes del
Especies de mosquitos Reportado por
colecta mundo
_ _ Ibafiez y Martinez-Campos ,
Aedes (Stegomyia) aegypti CHIKV, DENV, ORUV, VEEV, WNV, YFV, ZIKV (Ali et al.,
. Cuu 1994, Ortega-Morales et al. .
(Linnaeus 1762) 2019 2017; CDC, 2016; Wilkerson et al., 2015)
Aedes (Ochlerotatus)
angustivittatus (Dyar & Knab Cuu Sudia et al. 1975 ILHV (De Rodaniche et al.1963), VEEV (Sudia et al., 1975)
1908)
EEEV (Armstrong et al. 2010), HJV (Andreadis et al., 1998),
Aedes (Ochlerotatus) ,
] Cuu Ortega-Morales et al. 2020 JCV (Andreadis et al., 1994), RVFV (Gargan et al., 1988),
canadensis (Theobald 1901)
WNV (CDC, 2016)
Aedes (Ochlerotatus) dorsalis WEEYV (Carpenter et al. 1955), WNV(CDC, 2016), Banna (Liu
. Cuu Ortega-Morales et al. 2020 o
(Meigen, 1830) et al., 2010), Liaoning (Tao et al., 2003)
Aedes (Ochlerotatus) epactius Ibafiez y Martinez-Campos
Cuu WNV (CDC, 2016)
(Dyar & Knab 1908) 1994
Aedes (Ochlerotatus) mitchellae ,
Cuu Ortega-Morales et al. 2020 EEEV, TENV (Duguma et al., 2020; Wilkerson et al., 2015)
(Dyar, 1905)
o CVV (Andreadis et al., 2014), EEEV (Wilkerson et al., 2015),
Aedes (Ochlerotatus) sollicitans _
Cuu Ortega-Morales et al. 2020 RVFV (Gargan et al., 1988), VEEV (Wilkerson et al., 2015),
(Walker, 1856)
WNV (CDC, 2016)
Aedes (Ochlerotatus) sticticus EEEV, JCV, TAHV, WNV (CDC, 2016; Duguma et al., 2020;
Cuu Ortega-Morales et al. 2020

Wilkerson et al., 2015)
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Aedes (Ochlerotatus) thelcter
(Dyar, 1918)

Cuu

Ortega-Morales et al. 2020

VEEV (Wilkerson et al., 2015)

Aedes (Protomacleaya)

triseriatus (Say, 1823)

Cuu

Ortega-Morales et al. 2019,
Ortega-Morales et al. 2020

CVV (Mitchell et al., 1998), EEEV (Armstrong et al. 2010),

JCV (Wilkerson et al., 2015), LACV (Wilkerson et al., 2015),

RVFV (Gargan et al., 1988), WEEV (Ortega-Morales et al.,
2019), WNV (CDC, 2016), Potosi (Mitchell et al., 1998)

Aedes (Ochlerotatus) trivittatus
(Coquillett 1902)

Cuu

Ortega-Morales et al. 2020

EEEV (Armstrong et al. 2010), LACV (Wilkerson et al., 2015),
TVTV (Foster y Walker, 2019), WNV (CDC, 2016)

Aedes (Aedimorphus) vexans
(Meigen, 1830)

Cuu

Ortega-Morales et al. 2019,
Ortega-Morales et al. 2020

Banna (Liu et al., 2010), Chaoyang (Xia et al., 2018), EEEV
(Armstrong y Andreadis, 2010), Potosi (Mitchell et al. 1998),
TAHV, TVTV, WEEV, WNV (CDC, 2016; Duguma et al.,
2020; Wilkerson et al., 2015)

Anopheles (Anopheles)
franciscanus (McCracken,
1904)

Cuu

Ortega-Morales et al. 2020,
Vargas et al. 1956

WNV (CDC, 2016)

Anopheles (Anopheles)
punctipennis (Say 1823)

Cuu

Heinemann et al. 1977, |banez
et al. 1994, Ortega-Morales et
al. 2020

Plasmodium spp. (Foster y Walker, 2019), WNV (CDC, 2016)

Anopheles (Anopheles)
pseudopunctipennis (Theobald
1901)

Cuu

Heinemann et al. 1977, |banez
et al. 1994, Ortega-Morales et
al. 2020

Plasmodium spp. (Horsfall, 1955), WNV (Medina et al., 2008),
VEEV (Sudia et al., 1975)

Culex (Culex) coronator (Dyar
and Knab, 1906)

Cuu

Heinemann et al. 1977, Ibafiez

et al. 1994, Ortega-Morales et

al. 2019b, Ortega-Morales et
al. 2020

WNYV (CDC, 2016), ZIKV (Elizondo-Quiroga et al., 2018)

20




Culex (Melanoconion) erraticus

Heinemann et al. 1977, |banez
et al. 1994, Ortega-Morales et

WNV (CDC, 2016), VEEV (Chamberlain et al., 1969), ZIKV

Cuu
(Dyar and Knab, 1906) al. 2019b, Ortega-Morales et (Correa-Morales et al., 2019)
al. 2020
Culex (Culex) erythrothorax
Cuu Ortega-Morales et al. 2020 WNV (CDC, 2016)
(Dyar 1907)
Heinemann et al. 1977, Ibanhez
Culex (Culex) quinquefasciatus cUU et al. 1994, Ortega-Morales et WEEV, SLEV, WNV(CDC, 2016), ZIKV (Davalos-Becerril et
(Say, 1823) al. 2019b, Ortega-Morales et al., 2019)
al. 2020
Heinemann et al. 1977, Ibanez
Culex (Culex) restuans et al. 1994, Ortega-Morales et
Cuu SLEV, WNV (CDC, 2016)
(Theobald, 1901) al. 2019b, Ortega-Morales et
al. 2020
_ Ibafiez et al. 1994, Ortega-
Culex (Culex) stigmatosoma
Cuu Morales et al. 2019b, Ortega- SLEV (Foster y Walker, 2019), WNV (CDC, 2016)
(Dyar, 1907)
Morales et al. 2020
Heinemann et al. 1977, Ibahez
Culex (Culex) tarsalis cuU et al. 1994, Ortega-Morales et SLEV, WEEV, WNV (CDC, 2016), ZIKV (Correa-Morales et
(Coquillett, 1896) al. 2019b, Ortega-Morales et al., 2019)
al. 2020
Culex (Neoculex) territans
Cuu Ortega-Morales et al. 2020 WNV (CDC, 2016)
(Walker, 1856)
) Heinemann et al. 1977, Ibanez
Culex (Culex) thriambus (Dyar,
Cuu et al. 1994, Ortega-Morales et WNV (CDC, 2016)

1921)

al. 2020
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Psorophora (Grabhamia)

o ] . Cuu
signipennis (Coquillett, 1904)

Heinemann et al. 1977, |banez
et al. 1994, Ortega-Morales et
al. 2020

WNV(CDC, 2016)

Abreviaciones arbovirus: CHIKV, chikungunya virus; CVV, Cache Valley virus; DENV, dengue virus; EEEV, Eastern equine encephalitis virus;
HJV, Highland J virus; JCV, Jamestone Canyon virus; LACV, La Crosse virus; ORUV, Orungo virus; POTV, Potosi virus; RVFV, Rift Valley fever
virus; SINV, Sindbis virus; SLEV, St. Louis encephalitis virus; TAHV, Tahyna virus; TENV, Tensaw virus; TVTV, Trivittatus virus; VEEV,

Venezuelan equine encephalitis virus; WEEV, Western equine encephalitis virus; WNV, West Nile virus; YFV, yellow fever virus; ZIKV, zika

virus.
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3.6 Técnicas para la identificacion de mosquitos.

3.6.1 Descripcion morfolégica y taxonémica del mosquito.

Los mosquitos son insectos delgados de patas largas que se reconocen facilmente por
su larga probdside y la presencia de escamas en la mayoria de las partes del cuerpo.
Las larvas se distinguen de otros insectos acuaticos por la ausencia de patas, la
presencia de una cabeza caracteristica con cepillos bucales y antenas, un torax
bulboso que es mas ancho que la cabeza y el abdomen, papilas anales posteriores y
un par de aberturas respiratorias presentes en mosquitos de la subfamilia Anophelinae
o por medio sifén alargado presente en especies de la subfamilia Culicinae, llevado
cerca del extremo del abdomen (Reinert et al., 2004). El tiempo de vuelo y la actividad
de alimentacion suele ser bastante especifico para la mayoria de las especies. Algunas
especies estan activas de noche (nocturnas) o crepusculares (crepusculares) mientras

que otras estan activas durante las horas del dia (diurnas) (Harbach, 2007).

Para la identificacion de mosquitos hembras en Norteamérica se utilizan generalmente
dos guias de claves taxondmicas publicadas; las de Carpenter y La Casse, 1955;
Darsie y Ward, 2007. El libro “Mosquitos de América del Norte, Norte de México” de
Carpenter y La Casse (1955), contiene claves taxondmicas para la identificacién de
mosquitos adultos hembras, de los huevos y de los estadios inmaduros (larva y pupa).
Ademas, incluye las generalidades de los mosquitos, técnicas y artefactos para
colectas y los protocolos que siguieron para preparar a los especimenes para su
estudio.

Por otro lado, el trabajo de Darsie y Ward, publicado originalmente en 1981, esta
compuesto por claves taxondmicas para la identificacion de mosquitos hembras
adultas y el cuarto estadio larvario de las diversas especies de mosquitos en
Norteamérica; asi como también, su distribucion (Darsie y Ward, 2005). En 2005, se
publicé una actualizacién para este compendio de claves, de Darsie y Ward con
algunos cambios muy importantes. Por ejemplo, la incorporacion de los cambios
recientes en la nomenclatura, nuevas listas de especies y actualizaciones de las

distribuciones geograficas de los mosquitos de Norteameérica (Kline, 2006).
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En términos generales, el cuerpo del mosquito adulto esta compuesto de tres
segmentos importantes: la cabeza, el térax y el abdomen (Figura 4). Cada una de estas
regiones del cuerpo tiene caracteristicas importantes que pueden usarse en la
identificacion taxonomica de las diversas especies de mosquitos. La estructura de la
cabeza tiene forma ovoide y la mayoria de la cabeza esta ocupada por un par de
grandes ojos compuestos. La cabeza tiene cinco secciones importantes: dos antenas,
dos palpos y la probdscide. Las antenas surgen entre los ojos y estan compuestas por
13-14 flagelomeros con espirales de setas en la base de cada segmento flagelar. El
palpo maxilar consta de cinco palpomeros. En la base anteroventral de la cabeza, la

trompa se extiende hacia adelante.

Se utilizan al menos nueve caracteres de la cabeza en las claves para la
identificacion tales como: la forma de la probdscide; las escamas presentes en la
proboscide; la longitud y escamas del palpo; las escamas en el pedicelo de las
antenas; la longitud de antenas y flagelémero; el ancho de la frente; el espacio

interocular y las escamas en el dorso de la cabeza.

El térax es la region del cuerpo entre la cabeza y el abdomen. Esta estructura
se divide en tres segmentos: protérax, mesotérax y metatorax. El torax tiene dos
estructuras muy importantes que son las alas y las patas. Cada segmento del cuerpo
lleva un par de patas. Las alas se encuentran en el mesotérax, el cual tiene un par de
halterios nudosos que ayudan a mantener el equilibrio durante el vuelo. Los musculos
de vuelo asociados con las alas funcionales se encuentran en el mesotorax, lo que
contribuye a su gran tamano. Los otros dos son de tamario reducido. La esclerita mas
grande del cuerpo del mosquito es el scutum (“escudo” en latin) y su forma es mas
bien esferoide. En el scutum, se encuentran las setas y escamas con variacion de

color.
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Figura 5. Diagrama de mosquito adulto hembra. Tomado de "Mosquitoes of North America” (Carpenter
y La Casse, 1955).

El térax es la regidbn mas grande del cuerpo del mosquito y, por lo tanto, a veces
tiene caracteristicas muy especificas para observar, para asi, llevar a cabo una mejor
identificacion. Estas caracteristicas son demasiado detalladas para ser descritas por
el momento. El resto del térax también presenta escamas y setas con variacion de
color. Los dos apéndices del torax son las alas y patas funcionales. Las alas estan
unidas al mesotorax y estan compuestas por una red de engrosamientos longitudinales
llamados venas. Entre las venas se encuentran membranas estiradas traslucidas,
conocidas como ceélulas. También se pueden ver setas (solo género Culiseta) y

escamas con variacion de color en las alas.
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Las escamas pueden ser amplias y numerosas, de forma triangular, o estrechas
y filiformes. Cada segmento toracico lleva un par de patas, compuesto de cinco partes
cada una. Estos son la coxa, el trocanter, el fémur, la tibia y el tarso. El tarso esta
compuesto ademas por cinco tarsomeros. En el quinto se encuentra una garra o un
diente. Las caracteristicas clave en las patas son ciertos patrones de las escamas. La
parte superior de la pata puede estar moteada y también se pueden encontrar anillos
apicales/basales. El abdomen adulto del mosquito se compone de diez segmentos,

tres de los cuales son de tamafo corto.

Los diez segmentos estan compuestos por dos escleritos conectados por una
membrana elastica que permite la expansion del tejido durante la alimentacion de
sangre y mientras la hembra es gravida. Los primeros siete segmentos (I-VIl) tienen
una estructura similar, pero los ultimos tres segmentos (VIII-X) estan acortados vy
modificados, especializados para reproduccion y excrecion. El abdomen también
puede usarse para la identificacion, ya que puede encontrar setas y escamas, aunque
algunos géneros tampoco se presentan. La variacion de color también puede ser

observada.

3.6.2 El uso del DNA Barcode para la identificacion molecular de especies.

El cddigo de barras de ADN (DNA barcode) es una herramienta para la
identificacion rapida de especies basada en secuencias de ADN. Consisten en
secuencias cortas de ADN estandarizadas de aproximadamente 400 a 800 pb. El
objetivo de esta herramienta es el de utilizar la informacién de una o varias regiones
genéticas para identificar todas las especies de los diversos organismos vivos, de
manera rapida y rentable, los datos se pueden estandarizar y comparar facilmente

entre taxones (Kress y Erickson, 2012).
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El gen de la citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COIl) parece poseer un mayor
rango de sefal filogenética que cualquier otro gen mitocondrial y su evolucién es lo
suficientemente rapida como para permitir la discriminacion no solo de especies
estrechamente aliadas, sino también de grupos filogeograficos dentro de una sola
especie. Existen desventajas al utilizar esta técnica, por ejemplo, el gen COI se hereda
por via materna y sus patrones de diversidad y evolucion pueden verse fuertemente
influenciados por microorganismos heredados, como Wolbachia (Xiao et al., 2010). Sin
embargo, el gen COl tiene ventajas importantes debido a que es un gen bastante
conservado entre especies, pero al mismo tiempo posee una variabilidad que ayuda a
la identificacion de la diversidad filogenética, por lo que es considerado por
investigadores como una potencial herramienta taxonomica (Folmer et al., 1994;
Hebert et al., 2003).

El gen COlI, ha sido de utilidad en la caracterizacion de la diversidad de especies
de artropodos vectores. En 2018, se realiz6 la identificacion de especies de simulidos
(moscas negras) presentes en varias regiones al este de Espaia, debido a que estos
artrépodos tienen un impacto negativo en la salud publica y animal a causa de el habito
hematdfago de las hembras (Ruiz-Arrondo et al., 2018). Posteriormente, en 2019, se
identifico por primera vez a la especie Aedes japonicus en ese mismo pais (Eritja et
al., 2019). El uso de esta herramienta molecular, favorece en proporcionar informacion
correcta sobre la distribucién, la biologia y el comportamiento de las especies, de modo
que las medidas de control puedan implementarse de manera apropiada (Ruiz-Arrondo
et al., 2018).

Por otro lado, las especies cripticas, que son dos o mas especies distintas que
estan clasificadas erroneamente bajo una sola especie, han desafiado la investigacion
taxondmica durante siglos. Para ello se han implementado las técnicas moleculares
como los codigos de barras de ADN, para realizar su identificacion. Sin embargo, las
técnicas moleculares no son 100% exactas para la delimitacion de especies, se deben
combinar con otros tipos de datos para complementar la identificacion de manera
adecuada (Bickford et al., 2007; Xiao et al., 2010).
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Existe una plataforma bioinformatica integrada que es facilitada por el BOLD:

The Barcode of Life Data System (htip://www.barcodinglife.org). Dicha plataforma

registra desde la recoleccion de muestras hasta la elaboracion de las bibliotecas de
codigos de barras y que es estrictamente validada. Basicamente funciona como un
depdsito de registros de muestras y secuencias de los diversos estudios de los codigos
de barra, posteriormente se emplea para el analisis de datos de dichos cddigos
(Ratnasingham & Hebert, 2007).

3.7 Patégenos de interés médico y veterinario asociados a ETV.

El término “arbovirus” se refiere a “virus transmitidos por artrépodos, que como
lo indica dicho término, se refiere a la transmision bioldgica de un virus por artrépodos
con habitos hematéfagos, denominados vectores; incluidos mosquitos, garrapatas y
especies de moscas, en los cudles se pueden multiplicar. Estos virus se transmiten a
hospederos susceptibles en donde pueden completar su ciclo de vida y ser
nuevamente propagados a otros vectores y/6 hospederos, para asi, repetir el ciclo
(Gubler, 2002; Weaver y Barrett, 2004; Weaver y Reisen, 2010).

Se han documentado 134 arbovirus que causan enfermedades en seres
humanos, del registro de 534 disponible en el Catalogo Internacional de Arbovirus
(Karabatsos, 1985). La clasificacion de los arbovirus es compleja, debido a que son
muy diversos taxonomicamente, se dividen en 8 familias virales y 14 géneros distintos.
Los arbovirus de importancia en salud publica pertenecen a tres familias distintas:
Flaviviridae, Togaviridae y Bunyaviridae (Duane J Gubler, 2002). Las infecciones por
arbovirus generalmente son zoonoticas, esto quiere decir, que dependen de las
especies animales, mas que de los humanos, para mantenerse en la naturaleza
(Karabatsos, 1985). Algunos arbovirus pueden infectar de manera accidental al ser
humano, pero normalmente resulta en un estancamiento, debido a que el hombre no
contribuye en el ciclo transmision al no desarrollar una viremia (en la mayoria de los
casos) y asi poder infectar a otros artropodos que se alimenten de él (Gubler, 2002;
Weaver y Reisen, 2010).
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Existen factores que son esenciales para el establecimiento y mantenimiento
del ciclo de transmision de un arbovirus, son tres importantes factores que componen
el ciclo: el arbovirus, el artropodo y el vertebrado (hospedero “definitivo”). Estos tres
componentes conforman una relacion compleja y diversa, el arbovirus debe cumplir
los requisitos para mantenerse en ambos hospederos y posteriormente ser transmitido
(Beerntsen et al., 2000; Pfeffer y Dobler, 2010; Weaver y Reisen, 2010).

Los arbovirus transmitidos por mosquitos son de los mas importantes en la
actualidad, esto es debido a la reemergencia y distribucién de estos patdégenos en
zonas no endémicas. Dentro de los principales arbovirus transmitidos por mosquitos
tenemos a el DENV, ZIKV, CHIKV y el VON (Cigarroa-Toledo et al., 2016; Garza-
Hernandez et al., 2018; Tolle, 2009). La gravedad de las infecciones por arbovirus
pueden variar dependiendo de algunos factores, sobre todo el estado inmunolégico
del paciente, estas infecciones pueden ser desde asintomaticas hasta enfermedades
fatales fulminantes. La clinica generalmente se clasifica como una enfermedad febril
sistémica, fiebre hemorragica o enfermedad neuroldgica invasiva (Gubler y Vasilakis,
2016).

En cuanto a parasitosis, la filariasis linfatica (LF) es una enfermedad transmitida
por mosquitos de los géneros Aedes spp., Anopheles spp., pero principalmente por
especies de Culex spp., se distribuye en paises tropicales y subtropicales. La infeccion
es ocasionada por gusanos filariales, que invaden los ganglios linfaticos de los
humanos iniciando cambios patolégicos que conducen a manifestaciones posteriores
de la enfermedad filarial. Las especies de nematodos que causan esta enfermedad
incluyen principalmente a Wuchereria bancrofti, en menor medida Brugia malayi, B.
timori y Loa loa en muy pequefia medida. Entre las enfermedades tropicales
debilitantes transmitidas por vectores, la filariasis linfatica se encuentra al lado de la
malaria (Shenoy, 2008).
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Todas las enfermedades antes mencionadas, se distribuyen de manera similar
alrededor del mundo, sobre todo en paises en vias de desarrollo, que abarcan desde
Asia, Africa y Sudamérica, principalmente. Estos sitios poseen caracteristicas
medioambientales favorables para el desarrollo y distribucion de los mosquitos
vectores, tales como climas tropicales y subtropicales, temperaturas de 24 — 28°C,
lluvias moderadas, atravesando también, por el cambio climatico. Los factores
sociodemograficos son cruciales en el incremento del riesgo de sufrir una enfermedad

transmitida por vector (Gould et al., 2017; Vannavong et al., 2017).

3.7.1 El Virus del Oeste del Nilo (VON) y su evoluciéon en México.
3.7.1.1 Generalidades del VON

El virus del Oeste del Nilo (VON) es un virus ARN positivo que pertenece a la
familia Flaviviridae del género Flavivirus. Se relaciona taxondémicamente con el
complejo antigénico del virus de la encefalitis japonesa (VEJ) que incluye a los virus
de la encefalitis de San Luis (ESL), el virus de la encefalitis del Valle de Murray, entre

otros. Es neuropatdégeno en aves, equinos y humanos (Téllez et al., 20006).

El VON es transmitido por la picadura de un mosquito, comunmente especies
de mosquitos del género Culex sp., como Cx. pipiens, C. quinquefasciatus, C.
restuans, entre otras (Anderson et al., 1999; T G Andreadis et al., 1994; W. K. Reisen
et al., 2005), pero se ha demostrado que otras especies de mosquitos, como Aedes 'y
Anopheles, pueden transmitirlo. Actualmente se ha encontrado el virus en 56 especies
de mosquitos en los EUA (CDC, 2016). La infecciéon de los vectores ocurre al
alimentarse de sangre procedente de un hospedero infectado, ya sean aves, equinos,
otros mamiferos o del hombre. Las garrapatas, tanto duras como blandas podrian ser
vectores del VON, o al menos, un reservorio; se ha documentado que en las especies
de garrapatas Ixodes ricinus y Ornithodoros moubata, la infeccidén por el VON si ocurre,
sin embargo, solamente en Ornithodoros moubata, el virus se mantuvo durante 132

dias, aunque su papel en la transmision es aun incierto (Lawrie et al., 2004).
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La transmision se produce durante la picadura, pero su efectividad es variable
dependiendo del mosquito vector y la zona de alimentacion. Se ha encontrado
evidencia de que el virus puede transmitirse directamente de persona a persona, la
posible transmision es de la madre al hijo a través de la leche materna (CDC, 2003).

No se han documentado casos de transmision directa de aves a los seres humanos.

En humanos, la enfermedad por el VON se presenta con fiebre, malestar
general, anorexia, nausea, vomito, cefalea, mialgia, erupcion cutanea y linfadenopatia.
La principal manifestacion clinica descrita para esta enfermedad es la encefalitis y la
paralisis flacida. En edades avanzadas, el riesgo de presentar el cuadro clinico
neurologico es mayor, asi como también, la muerte del individuo. (Jeha et al., 2003;
Sejvar et al., 2003)

El primoaislamiento de este virus ocurrié en 1937 de una mujer que presentaba
un cuadro febril, este hecho acontecié en el distrito de West Nile en Uganda, en Africa,
de ahi su particular nombre (Smithburn et al., 1940). Después de eso, se obtuvieron
muestras de humanos, aves y mosquitos provenientes de otras regiones de Africa,
Europa y Asia (Hayes, 1989; Hubalek y Halouzka, 1999).

La primer epidemia registrada de VON fue en Israel, ocurrié en 1951, en una
comunidad de agricultores, donde se reportaron 123 casos en nifios y adultos,
presentando un cuadro clinico con los principales sintomas: fiebre, dolor de cabeza,
mialgias, anorexia, dolor abdominal, exantemas y vomitos (Bernkopf et al., 1953;
Marberg et al., 1956). Las epidemias mas recientes han ocurrido en Argelia (1994),
Rumania (1996-1997), Checoslovaquia (1997), Republica Democratica del Congo
(1998), Rusia (1999), Israel y Francia (2000) y EEUU (1999-2002) (Sejvar, 2003).
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3.7.1.2 Estructura y linaje del VON.

La estructura del virus es basicamente una particula esférica de
aproximadamente 50 nm de diametro, el centro es un icosaedro compuesto de
multiples copias de proteina de la capside, de 12 kDa mide de 30 a 35 nm de diametro
y encierra el genoma de ARN (sentido positivo) de aproximadamente 12,000
nucledtidos (Petersen & Roehrig, 2001).

La envoltura viral esta constituida por dos glucoproteinas: la E y la M
(membrana). La glucoproteina E es la proteina estructural de mayor importancia,
debido a sus caracteristicas particulares, hablando en términos estructurales e
inmunoldgicos. Posee actividad hemaglutinante, interviene en la union con la célula
hospedera al encargarse del reconocimiento de receptores celulares y realiza la fusion
de la membrana celular; ademas, induce la respuesta inmunolégica mediada por
células By T, al promover la produccion de anticuerpos neutralizantes. Debido a esto
ultimo, es posible la identificacion seroldgica del virus. (Smithburn et al., 1940; Téllez
et al., 20006).

Posteriormente, cuando el virus logra ingresar a la célula hospedadora, el ARN
viral comienza la fase de traduccion de su material gendmico que funciona como una
molécula de ARN mensajero. Inmediadamente, a través de varios procesos
enzimaticos (degradacion proteolitica), se producen un total de 10 proteinas virales
maduras: 3 corresponden a componentes estructurales y 7 a componentes no-

estructurales que intervienen en la replicacion viral (Deubel et al., 2001).

El VON posee una diversidad genética y geografica, por esta razon, se han
propuesto de cuatro a cinco linajes genéticos del VON basados en analisis
filogenéticos de aislamientos publicados en bases de datos (Bakonyi et al., 2005;
Berthet et al., 1997; Bondre et al., 2007; Jia et al., 1999; Lanciotti et al., 2002; May et
al., 2011; Scherret et al., 2001). Sus genomas difieren entre si en mas de un 20-25%

y se correlacionan bien con el punto geografico de aislamiento (Chancey et al., 2015).
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Los virus del linaje | pueden infectar a humanos, mamiferos y a aves, se ha

aislado en Africa, India, Europa, Asia y Norte América (Bakonyi et al., 2005; Bondre et
al., 2007; Botha et al., 2008; May et al., 2011; Vazquez et al., 2010). Los virus del linaje
Il se mantienen hasta ahora en Africa de manera enzoética. (McLean et al., 2002;
Petersen y Roehrig, 2001) (Figura 5).
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Figura 6. Arbol filogenético basado en las secuencias de nucleétidos completas de cepas seleccionadas

del VON. El arbol filogenético de maxima verosimilitud se basa en secuencias genémicas completas y

el intercambio de vecinos mas cercano como método de busqueda heuristica. El arbol se construyd

utilizando MEGA 6 con 1000 réplicas de bootstrap. El arbol fue enraizado usando al Virus Koutango y
Usutu. Tomado de: The Global Ecology and Epidemiology of West Nile Virus (Chancey et al., 2015).
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3.7.1.3 Importancia del VON en Mexico y EUA.

En los EUA, del afio 1999 a 2016, se ha detectado al VON en 56 especies de
mosquitos (CDC, 2016), siendo considerados los mas importantes los mosquitos
pertenecientes al complejo Cx. pipiens, principalmente porque son una especie comun
en areas urbanas y porque cuando hay una mayor abundancia de estos vectores,

pueden ocurrir brotes de la enfermedad (Keyghobadi et al., 2003).

El mosquito Cx. quinquefasciatus en estudios de laboratorio ha demostrado ser
un vector eficiente en la trasmision del VON (Goddard et al., 2002; Turell et al., 2005).
Se detecté en 2004, al VON en pools de mosquitos de esta especie en diversas
localidades al sur de California, como en Arizona y en el estado de Baja California,
México (Reisen et al., 2004).

El primer caso registrado en México de VON en humanos, ocurrié en el afio
2002, fue un individuo que enfermé en EUA, procedente de Coahuila. Las evidencias
de la actividad del VON en México han sido documentadas para Nuevo Leodn,
Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas y Yucatan. Durante los afios 2002 a 2003, se reportd
la presencia de anticuerpos y se logro6 aislar el VON de caballos y aves (Beasley et al.,
2004; Blitvich et al., 2003; Deardorff et al., 2006; Estrada-Franco et al., 2003; Lorofio-
Pino et al., 2003)

En el 2004 hubo un caso en Sonora y se detectaron con anticuerpos 188 aves
y 793 caballos, mientras que en el 2005 no se reportd ningun caso en humanos y solo
se detectaron anticuerpos en 90 aves y 814 caballos. Para el afio 2006 se detectd un
caso en humano en Oaxaca y la presencia de anticuerpos en 117 aves y 553 caballos.

A partir de el afio 2007 a la fecha, no hay reportes de la presencia del virus en
México. Una de las razones probables es el poco o nulo monitereo y vigilancia en
animales (aves y caballos, principalmente), pero sobre todo de las especies de

mosquitos vectores.

34



% ¢ u FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

4. JUSTIFICACION

Los mosquitos son los principales vectores de patdogenos causantes de
enfermedades infecciosas a nivel mundial, por lo cual representan un importante
problema de salud publica. Los cementerios son areas criticas para el desarrollo de
mosquitos, en consecuencia, para la distribucion de patdégenos. La ciudad de
Chihuahua cuenta con aproximadamente 11 cementerios, localizados a las afueras de
la ciudad y también cerca de centros urbanos importantes; de modo que, es
indispensable la identificacién de la biodiversidad de especies de mosquitos vectores;
asi como también, conocer su distribucion en estos sitios, para asi poder plantear
medidas adecuadas para el control y prevencion de las enfermedades transmitidas por
mosquitos en la entidad. A la fecha, son pocos o nulos los estudios que se han

realizado en este ambito.

El VON es un arbovirus transmitido por la picadura de mosquitos, por lo regular,
del género Culex. Ocasiona infeccion en aves, equinos y humanos (hospedero
accidental). Es un virus perteneciente a la familia Flaviviridae, género Flavivirus y
posee un genoma de ARN positivo. Debido a la dispersidn del virus en EUA en el afio
1999, autoridades de salud mexicanas iniciaron actividades de vigilancia
epidemiologica en el afo 2000, especificamente para la identificacion del VON en el
pais. Posteriormente, la introduccion del virus en México ocurridé en el afo 2003. A
partir de ese punto, los estudios para el aislamiento e identificacion de las cepas
presentes en México se hizo evidente. Es probable que las cepas que se encuentran
actualmente circulando en México estén en un proceso de adaptacion y evolucion, con
respecto al ecosistema y posteriormente desarrollen la capacidad de provocar grandes
brotes en el pais. Es necesario identificar las diferentes cepas o variantes del virus que
se encuentran disponibles en bases de datos, para plantear las rutas de propagacion

y origen de las secuencias.
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En lo que concierne al estado de Chihuahua, el estudio realizado por Mann en
2013, determin6 que existe una circulacion dinamica actualmente en curso del VON
entre EUA y México. Se aislaron 2 secuencias genomicas de el VON, provenientes de
pooles de mosquitos Culex quinquefasciatus. Es importante destacar que es el unico
arbovirus aislado de Chihuahua que su secuencia gendmica se encuentra en la base
de datos de GenBank.

Aunado a lo anterior, es de suma importancia conocer la diversidad de cepas
del VON presentes en México, asi como también, en la frontera de Chihuahua-EUA,
con base a un analisis filogenético, para asi determinar la divergencia de las cepas

aisladas a través de los afnos.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general.

Generar un registro de mosquitos asociados a cementerios de la ciudad de Chihuahua.

5.2 Objetivos especificos.
= |dentificar la biodiversidad de mosquitos presentes en cementerios de la ciudad
de Chihuahua.
= Realizar un analisis filogenético de las secuencias del gen NS5 del VON
disponibles para México.
= Establecer la divergencia entre las cepas del VON aisladas en Chihuahua-EUA
con respecto a las demas disponibles en México, con base a la variacion de

nucleétidos en las secuencias.

6. HIPOTESIS

La identificacion morfologica y molecular de las diversas especies de mosquito
gue se encuentren presentes en cementerios de la ciudad de Chihuahua, permitira
conocer la culicofauna asociada a ETV, principalmente arbovirosis, en estas zonas de
la entidad. Los aislados del VON originarios de Chihuahua estan bien representados

formando grupo con otros aislados en Norteamérica.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Area de estudio.

Durante el periodo abril — diciembre de 2019 se realizaron cuatro colectas en
cementerios de la ciudad de Chihuahua, Chihuahua, México; los sitios de muestreos
fueron los siguientes: el Pantedn Municipal | localizado en las coordenadas
“28.613643, -106.050691”, el Pantedn Municipal 1l “28.611437, -106.052212", el
Pante6n Municipal de Dolores “28.615537, -106.053875” y por ultimo el Pantedn San
José “28.689654, -106.112687", durante la temporada de lluvia en la entidad,
abarcando el periodo Agosto — Octubre de 2019. Los criaderos artificiales dentro de
estos establecimientos son un factor importante en el desarrollo y distribucién de
enfermedades transmitidas por mosquitos (Vezzani, 2007). En el mapa de la ciudad
se pueden observar los sitios donde se llevaron a cabo las colectas. Al sur de la ciudad,
tres de los puntos se encuentran en el mismo sector, mientras que el otro se ubica al

norte de la ciudad (Figura 7).

@

Pantedn San José

J J
Pantedn Municipal de Dolores

. Pantedon Municipal |

Pantedn Municipal I

N
3 km l

Figura 7. Mapa de panteones muestreados en la ciudad de Chihuahua. Se muestran los puntos de
muestreo: pantedn Jardines de San José marcado con el indicador de color rojo; panteones
municipales |, Il y de Dolores, marcados con los indicadores de color verde, amarillo y azul

respectivamente. Creado con Datawrapper.
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7.2 Colecta de etapas inmaduras de mosquitos.

Dentro de los sitios de muestreo, se buscaron potenciales -criaderos
antropogénicos de mosquitos (Figura 8). Al identificarlos, se llevo a cabo la colecta de
especimenes mediante la técnica de pipeteo manual, utilizando una pipeta de
transferencia transparente de 5 ml, una charola blanca de 4” (BYP, México) y bolsas
estériles transparentes de 250 ml (Whirl-Pak®, USA). A cada sitio se le asign6 un ID
dependiendo del orden y la fecha de colecta; colocando el numero del primer sitio, el
dia, mes y afo de la colecta (Ejemplo.- 0102AG19).

La primera colecta se realizé en el Pantedn Municipal | el dia 02 de agosto de
2019 a las 12:00 h. Se tomaron muestras en 3 sitios distintos donde se observaron
recipientes que contenian agua estancada y presencia de larvas de mosquitos,

generalmente se observaron adultos cerca de dichos recipiente.

La segunda colecta se llevé a cabo en el Pantedn municipal Il el dia el dia 14
de agosto de 2019 a las 11:00 h. Se tomaron muestras en 3 sitios diferentes, las larvas
fueron tomadas de recipientes que contenian agua estancada, donde se observo la
presencia de adultos cerca de dichos recipientes. En el ultimo sitio se tomé de una pila
con agua estancada donde claramente se podia observar la presencia de adultos
ahogados y larvas respirando casi en la superficie del agua.

La tercera colecta se realizé en el Pantedn Municipal de Dolores el dia 09 de
septiembre de 2019 a las 10:30 h, aproximadamente. Se tomaron muestras en 6 sitios
diferentes en donde se logré observar la presencia de potenciales criaderos de
mosquitos. Algunos adultos fueron colectados durante el muestreo, mientras se
posaban para alimentarse se capturaron con un tubo de polipropileno de 50 mL

(Corning®, Estados Unidos) que contenia un par de gotas de etanol al 80%.
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La cuarta y ultima colecta en la ciudad se llevo a cabo en el Pantedn Jardines
de San José ubicado al norte de la ciudad de Chihuahua el dia 09 octubre de 2019 a
las 15:00 h aproximadamente. Se tomaron muestras en 4 sitios diferentes en donde
se logro observar la la presencia de potenciales criaderos de mosquitos (recipientes

con agua.

Figura 8. Sitios de muestreo en panteones de la ciudad de Chihuahua. Panteén municipal I. Panel A.
Vista general del PM1. Panel B. Florero metalico colocado a un lado de la lapida. Panel C. Florero de
ceramica. Panel D. Florero largo de piedra colocado a los pies de la lapida. Panteon municipal Il. Panel
E. Vista general del PM2. Panel F. Florero de ceramica colocado a un lado de la lapida. Panel G. Pila
de agua estancada. Panel H. Florero de ceramica colocado a un lado de la lapida. Pantedn municipal
de Dolores. Panel |. Vista general del PMD. Panel J. Florero de cristal colocado a un lado de la lapida.

Panel K, L. Florero de ceramica colocado a un lado de la lapida. Panel M, N. Recipiente de plastico con

agua colocado a un lado de la lapida. Panel N. Recipiente metalico con agua colocado a un lado de la
lapida. Panteén Jardines de San José. Panel O. Vista general del PJSJ. Panel P - R. Florero de
ceramica colocado al nivel del pasto, a un lado de la Iapida. Panel S. Valde utilizado para rellenar floreros

y lavar lapidas.
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7.3 Crianza de mosquitos en laboratorio.

Se realizo la crianza articial en laboratorio de las larvas colectadas en campo,
bajo condiciones controladas de temperatura, alimento y ciclo de luz. Se colocaron de
manera individual en vasos de plastico Solo® de 9 oz. (Dart Container Corporation,
USA) y en recipientes de plastico de 5 L para pooles de mas de 100 larvas, agregando
agua del sitio del muestreo y agua destilada en una relacién 1:1 para las individuales
y solamente agua destilada a los pooles.

Se alimentaron con comida para peces Super Flakes (Biomaa, México), se
adicion6 una hojuela a cada recipiente invidual cada 2-3 dias, para los recipientes de
mayor volumen se adicionaba alrededor de 1 gramo. El ciclo luz-oscuridad se
establecio en 16:8 h. La temperatura ambiente fue de los 27 +/- 1°C (Belkin et al., 1965;
Kauffman et al., 2017). Las pupas que se observaron diariamente, se colocaron en un
criador de mosquitos (mosquito breeder) fabricado dos con recipientes de plastico de
400 mL, unidos mediante pegamento UHU® (UHU GmbH & Co. KG, Alemania) y
acoplados a una tapa de plastico con domo abierto, cubierta con gasa médica para
impedir la salida de los adultos que fueran emergiendo (Figura 9).

Los criadores de mosquito se llenaron con 200 mL de agua destilada, y se
cambid cada 48-72 h. Al emerger los adultos, se colectaron utilizando un aspirador
manual fabricado con manguera industrial transparente 1/2” Surtek (Grupo Urrea,
México), manguera para gas 3/8” Surtek (Grupo Urrea, México) cubierta de un extremo
con gasa médica para evitar el paso del mosquito, manguera de latex para mechero
3/8” y una punta de micropipeta de 1 ml, por la cual se realiza el aspirado (Figura 10).
Los mosquitos adultos se transfirieron a una camara letal que consta de un tubo de
ensayo de 30x200 mm, relleno de una capa de caucho en pequefios fragmentos, una
capa de algoddn y sobre esa capa una tira de papel filtro cortado a la medida del ancho
del tubo. Por ultimo, se adicionan de 2-3 gotas de cloroformo (Sigma Aldrich, USA)
(Figura 11).
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Después de llevar a cabo la eutanasia de los mosquitos, se colocaron en tubos
eppendorf de 1.5 mL de manera individual y agrupados en pooles de 20 dependiendo

del sitio de muestreo. Por ultimo se llevaron a criopreservacion a -80°C.

Figura 9. Criador de mosquitos (mosquito breeder). Dispositivo fabricado para la crianza del
ultimo estadio larvario (pupa).

cloth screen gloss tube

rubber tube

Figura 10. Aspirador manual de mosquitos. Tomado de "Mosquitoes of North America
(Carpenter & La Casse, 1955)
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Figura 11. Camara letal de cloroformo. Tomado de "Mosquitoes of North America” (Carpenter & La
Casse, 1955)

7.4 Identificacién morfolégica de mosquitos.

Se prepararon 6 placas frias utilizando cajas Petri de vidrio junto con gel
refrigerante y se llevaron a congelacion a -80 °C. Los mosquitos adultos provenientes
de la crianza artificial, se colocaron en las placas frias, se separaron y clasificaron por
género y sexo. Posteriormente, se realizo la identificacion de especies mediante el uso
de claves taxondmicas (Carpenter & La Casse, 1955; Darsie Jr., R. F. & Ward, 2005)
bajo un microscopio estereoscopico de luz ZEISS Stemi 305 (ZEISS, Alemania)
(Figura 12). Este trabajo de tesis se centrd en la identificacion de mosquitos adultos
hembras y machos, por lo que las claves larvarias no fueron de interés. Las claves
para los mosquitos adultos consistieron primero en una clave dicotomica para los

geéneros y luego, mas especificamente, la especie.
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Posteriormente los mosquitos se agruparon en pooles (hasta maximo 20
mosquitos en cada pool) por especie, sexo y sitios de recoleccion, se colocaron en
crioviales para su almacenamiento adecuado a -80 °C, para posteriores analisis
moleculares. Por otro lado, se apartaron 40 especimenes, por especie y sitio de colecta
para llevar a cabo la extraccion de ADN y consecuentemente la generacion de los
cédigos de barra de ADN de cada especie.

Created in BioRender.com bio

Figura 12. Identificacion morfolégica de los mosquitos. Creada en biorender.com

7.5 Analisis molecular y bioinformatico

7.5.1 Extraccion y cuantificacion de ADN para PCR y secuenciacion.

El ADN total se extrajo de 40 especimenes usando el kit comercial DNeasy
blood and tissue (Qiagen®, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se
extrajo ADN de las dos patas frontales de cada mosquito. Se tomaron las patas con
unas pinzas entomolodgicas limpias y estériles, y se homogeneizaron con un triturador

de tejidos desechable (Biomasher II™, USA).
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Se realizo la cuantificacion del ADN total utilizando un espectofotometro Genova
Nano (Jenway, Reino Unido) y se almaceno a -20 °C hasta su posterior analisis. Se
utilizd un par de primers [5 uM], sentido LCO1490 (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") y antisentido HCO2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3") para amplificar un fragmento de 658 pb del
gen COI (Folmer et al., 1994). Cada reaccién de PCR fue de 25 pL y se realizé con
12.5 L de GoTaqg® Green Master Mix Kit (Promega, Estados Unidos), 3 yL de ADN

extraido, 3.5 yL de agua libre de nucleasas y ademas de 0.6 uM de cada primer.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador modelo ¢1000
(Bio-Rad, EUA), bajo las condiciones propuestas en el protocolo de Cywinska et al.,
2006, que consiste en un ciclode 1 mina 95 ° C, 35 ciclosde 1 mina 94 ° C, 1 min a
55°C,1,5mina72° Cyun ciclo final de 7 min a 72 ° C. Los productos de PCR se
visualizaron en geles de agarosa al 1,5% tefiidos con bromuro de etidio (Sigma Aldrich,
Estados Unidos).

Los productos de PCR y secuenciacion seran evaluados en una etapa posterior del
proyecto de investigacion. Los resultados del proyecto se presentan hasta este punto
como ajuste a los protocolos bajo las condiciones laborales pertinentes permitidas
durante la contingencia sanitaria actual por COVID-19.

7.5.2 Analisis filogenético del Virus del Oeste del Nilo (VON) en México y la
frontera Chihuahua — Estados Unidos.

El VON es el unico arbovirus que ha sido aislado en Chihuahua y que se tiene
registrado su genoma en la base de datos Genbank. La divergencia de las secuencias
de las cepas aisladas en el estado de Chihuahua con respecto a las demas disponibles
en bases de datos para México.
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Se recolectaron secuencias de GenBank del gen ns5 del VON disponibles para
México y de la frontera de Chihuahua y de Texas, EUA. (Mann et al., 2013). Las
secuencias se editaron y alinearon utilizando el software MEGA X, aplicando el
algoritmo de MUSCLE. Se construyeron arboles filogenéticos separados mediante
diversos algoritmos, primeramente por maxima parsimonia (MP), luego mediante
Neighbor Joining (NJ), ambos implementados en el software MEGA X (Kumar et al.,
2018; Stecher et al., 2020). Los parametros para la construccion filogenética incluyeron
un modelo de sustitucion de parametros Kimura-2 y p-distance con tasas de
distribuciéon gamma utilizando el método de busqueda heuristica de intercambio de
vecinos mas cercano (Kimura, 1980; Saitou y Nei, 1987). La robustez de la agrupacion
se determin6é mediante analisis bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985).
Se calcularon las distancias genéticas de las 26 diferentes cepas aisladas en México
y y de Texas, EUA (Figura 13).

Bases de datos de

secuencias de ADN Base de datos
(GenBank)
e m— &‘_____‘/ <+ [ | S—
Blsqueda Secuenciacién gen Muestra de ARN
de datos NS5 WNV viral (WNV)

Andlisis bioinforméticos (edicién
y alineamiento de secuencias y
construccion de arboles
filogenéticos

Figura 13. Proceso de los analisis bioinformaticos para el VON. Se obtienen las secuencias
disponibles del VON de otros estudios, las cuales se encuentran en bases de datos. Posteriormente
se lleva a cabo la edicion y alineamientos correspondientes de las secuencias, con base en el gen
de interés, en este caso el NS5 del VON. Por ultimo, se elaboran los arboles filogenéticos para
observar la divergencia entre las diferentes cepas aisladas y registradas en las bases de datos.
Creado con Biorender.
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8. RESULTADOS

8.1 Numero de mosquitos colectados y criados en laboratorio.

En los muestreos realizados se colectaron 205 larvas de mosquito en el Pantedn
Municipal I, 1,300 en el Pantedn Municipal Il, 975 en el Pantedn Municipal de Dolores
y 770 en el Pante6n Jardines de San José. Un total de 3,250 larvas fueron colectadas,
de las cuales emergieron 741 adultos de la crianza, mientras que 16 adultos
adicionales fueron colectados en campo (Tabla 3).

Tabla 3. Mosquitos colectados y criados en cementerios de la ciudad de Chihuahua.

Sitios de colecta en Chihuahua Larvas colectadas Adultos criados
Pantedon Municipal | 205 61
Pantedén Municipal 1300 27

Pantedon Municipal de Dolores 975 191

Pante6n San José 770 462
Cantidad Total 3250 741

Se muestra la cantidad total de estadios inmaduros colectados por sitio de colecta, asi como también,
la cantidad de adultos emergidos de la crianza artifical.
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8.2 Identificacion morfolégica de mosquitos.

De los mosquitos provientes de la crianza, se identificaron dos géneros
importantes, Aedes y Culex; dentro de éstos géneros se lograron identificar 6 especies
diferentes: Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus 1762), Culex (Culex)
quinquefasciatus (Say, 1823), Culex (Culex) restuans (Theobald, 1901), Culex (Culex)
stigmatosoma (Dyar, 1907), Culex (Culex) tarsalis (Coquillett, 1896), and Culex
(Neoculex) territans (Walker, 1856). La especie mas predominante en estos sitios es
Culex quinquefasciatus. Otras especies como Culex tarsalis y Aedes aegypti se
encuentran presentes en un menor porcentaje. Culex restuans, Culex stigmatosoma 'y
Culex territans, no fueron tan comunes. Sin embargo, son importantes ya que también
pueden ser vectores potenciales. La identificacion de algunos ejemplares no se logré
realizar debido al desgaste fisico (especimenes incompletos y/6 dafados). Por cada
sitio de muestreo se clasificaron por especie y sexo (Tabla 4).

Tabla 4. Identificacion y distribucidn de especies de mosquitos.

Especies de mosquito Pa-nfeén Pante6n Pante6n Pante6n Cantidad
por sitio de colecta Municipal de Municipal | Municipal Il San Jose Total
Dolores
A. aegypti ¢ 29 1 1 30 61
A. aegypti & 2 24 10 20 56
Cx. quinquefasciatus ? 99 6 6 124 235
Cx. quinquefasciatus & 49 8 9 130 196
Cx. tarsalis ¢ 1 -- -- 60 61
Cx. tarsalis & -- 5 1 85 91
Cx. territans 9 -- 7 -- --
Cx. territans & -- 5 -- --
Cx. restuans 9 2 -- -- --
Cx. stigmatosoma ¢ -- -- -- 1 1
NO ID 25 5 -- 12 42
Cantidad Total 207 61 27 462 757

Cantidad de especimenes identificados y clasificados por especie, sexo y sitio de colecta. @ = Mosquito
hembra. & = Mosquito macho.
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8.3 Analisis molecular: extraccion, cuantificacion.

Se obtuvo el ADN total extraido de dos patas frontales de cada uno de los

mosquitos dispuestos para la realizacion de los codigos de barras de la vida, para cada

una de las especies identificadas mediante taxonomia. A continuacion, se muestra la

concentracion obtenida de cada espécimen (Tabla 5).

Tabla 5. Cuantificacion del ADN total.

Sitio de colecta Especie de mosquito | Concentracion de ADN (ug/ml) | ID extraccion

A. aegypti 10.2 1

A. aegypti 111 2

A. aegypti 6.8 3

Cx. tarsalis 9.0 4

%_ Cx. tarsalis 29.8 5

‘E’ Cx. tarsalis 12.2 6

§ Cx. territans 6.4 7

~§ Cx. territans 2.7 8

g Cx. territans 27.2 9

o Cx. territans 4.7 10
Cx. quinquefasciatus 3.7 11

Cx. quinquefasciatus 17.9 12

Cx. quinquefasciatus 28.1 13

A. aegypti 23.6 14

A. aegypti 6.7 15

s A. aegypti 55 16
:g o Cx. quinquefasciatus 2.2 17
% ;8 Cx. quinquefasciatus 14.3 18
‘§ g Cx. quinquefasciatus 7.8 19
5 Cx. tarsalis 22.2 20
Cx. tarsalis 18.9 21

Cx. tarsalis 65.1 22

£ g A. aegypti 29 23
.“é :g = A. aegypti 24.9 24
e 2 A. aegypti 7.3 25
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Cx. quinquefasciatus 3.4 26

Cx. quinquefasciatus 4.7 27

Cx. quinquefasciatus 14.2 28

Cx. tarsalis 1.9 29

A. aegypti 17.5 30

A. aegypti 15.4 31

A. aegypti 18.9 32

b Cx. tarsalis 12.5 33
§ Cx. tarsalis 8.4 34
® Cx. tarsalis 19.7 35
‘§ Cx. quinquefasciatus 23.0 36
E Cx. quinquefasciatus 19.2 37
Cx. quinquefasciatus 14.8 38

Cx. restuans 20.4 39

Cx. stigmatosoma 15.1 40

Cantidad de ADN extraido de cada uno de los especimenes identificados por sitio de muestreo.

8.4 Analisis filogenético del Virus del Oeste del Nilo (VON) en México.

Se recopilaron secuencias completas y parciales del gendéma del VON,
utilizando la base de datos de GenBank, y tomando como referencia para el estudio
las secuencias disponibles para México del gen ns5 del VON. Asi mismo, se tomaron
9 secuencias depositadas en GenBank de nueve aislamientos de VON en mosquitos,
recolectados en El Paso, Texas, EUA y Ciudad Juarez, Chihuahua, México. Se
alinearon y limpiaron un total 26 secuencias, los numeros de acceso y su descripcion
se muestran mas adelante (Tabla 6). El analisis filogenético de las secuencias con
numeros de acceso JX015515 — JX015523 pertenecientes a El Paso y Cd. Juarez, se
han descrito anteriormente (Mann et al., 2013).
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Una regién de 537 pb (178 aminoacidos) del gen NS5, que comprende desde
9,858 a 10395 pb del genoma del VON y 3077 a 3254 aminoacidos de la proteina ns5,
fue alineada para cada una de las secuencias; la numeracion es basada en la
secuencia aislada del gen NS5 del VON con numero de acceso de GenBank:
EU919683, el cual presenta una unica sustitucion silenciosa de nucledtidos en
comparacién con la cepa NY99 del VON (Ulloa et al., 2009). Se encontré que la
secuencia de estudio DQ080071, se agrupo junto con la secuencia prototipo (Figura
14, 15, 16) en el analisis filogenético mediante los métodos de maxima parsimonia y
neighbor joining. De las 26 secuencias se obtuvo la distancia total de sustitucion de
nucleotidos de hasta 0.005479 entre si, con un error estandar (SE) de 0.001705 (Tabla
7y8).

8.4.1 Analisis de maxima parsimonia de taxones.

La historia evolutiva se infiri6 utilizando el método de maxima parsimonia (Figura
14). El arbol de consenso de arranque inferido de 1,000 réplicas se toma para
representar la historia evolutiva de los taxones analizados (Felsenstein, 1985). Las
ramas correspondientes a las particiones reproducidas en menos del 50% de réplicas
de bootstrap estan colapsadas. El porcentaje de réplicas de arboles en los que los
taxones asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 réplicas) se muestra
junto a las ramas (Felsenstein, 1985).

El arbol MP se obtuvo mediante el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR)
(Nei y Kumar, 2000) con nivel de busqueda 1 en el que los arboles iniciales se
obtuvieron mediante la adicion aleatoria de secuencias (10 repeticiones). Este analisis
involucré 26 secuencias de nucledtidos. Hubo un total de 537 posiciones en el conjunto
de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA X (Kumar et al., 2018;
Stecher et al., 2020).
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8.4.2 Relaciones evolutivas de taxones — NJ/K2P.

La historia evolutiva se infirid utilizando el método de NJ o unidn de vecinos
(Figura 15) (Saitou y Nei, 1987). El arbol de consenso bootstrap inferido a partir de
1,000 réplicas se toma para representar la historia evolutiva de los taxones analizados
(Felsenstein, 1985). Las ramas correspondientes a las particiones reproducidas en
menos del 50% de réplicas de bootstrap estan colapsadas. El porcentaje de réplicas
de arboles en los que los taxones asociados se agruparon en la prueba de arranque
(1,000 réplicas) se muestra junto a las ramas (Felsenstein, 1985). Las distancias
evolutivas se calcularon utilizando el método de 2 parametros de Kimura (Kimura,
1980) y estan en unidades del numero de sustituciones de bases por sitio. Este analisis
involucré 26 secuencias de nucledtidos. Todas las posiciones ambiguas se eliminaron
para cada par de secuencias (opcion de eliminacion por pares). Hubo un total de 537
posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA
X (Kumar et al., 2018; Stecher et al., 2020).

8.4.3 Relaciones evolutivas de taxones — NJ/p — distance.

La historia evolutiva se infiri¢ utilizando el método de NJ (Saitou & Nei, 1987).
El arbol de consenso bootstrap inferido a partir de 1000 réplicas (Felsenstein, 1985)
se tomo para representar la historia evolutiva de los taxones analizados (Felsenstein,
1985). Las ramas correspondientes a las particiones reproducidas en menos del 50%
de réplicas de bootstrap estan colapsadas. El porcentaje de réplicas de arboles en los
que los taxones asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 réplicas) se
muestra junto a las ramas (Felsenstein, 1985). Las distancias evolutivas se calcularon
utilizando el método de la P-distancia (Nei & Kumar, 2000) que estiman las unidades
(nucleotidos) diferentes por sitio. Este analisis involucro 26 secuencias de nucledtidos.
Todas las posiciones ambiguas se eliminaron para cada par de secuencias (opcion de
eliminacién por pares). Hubo un total de 537 posiciones en el conjunto de datos final.
Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA X (Kumar et al., 2018; Stecher et al.,
2020).
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Tabla 6. Secuencias completas y parciales del VON disponibles en GenBank para México.

West Nile virus isolate Mex03 from Mexico,
AY660002 11029 UTR5->NS5 N/A México | 2003
complete genome
) West Nile virus isolate WNVCc polyprotein
DQO080060 10972 UTR5->UTR3 Corvus México
precursor, gene, complete cds
) ) West Nile virus isolate TVP9223 polyprotein
DQO080063 10975 UTR5->UTR3 Columbidae México
precursor, gene, complete cds
West Nile virus isolate TVP9222 polyprotein
DQO080064 11001 UTR5->NS5 Fulica México
precursor, gene, complete cds
West Nile virus isolate TVP9221 polyprotein
DQO080065 10995 UTR5->NS5 Quiscalus México
precursor, gene, complete cds
West Nile virus isolate TVP9220 polyprotein
DQO080066 11001 UTR5->NS5 | Phalacrocoracidae | México
precursor, gene, complete cds
Butorides ) West Nile virus isolate TVP9219 polyprotein
DQ080067 11001 UTR5->NS5 México
virescens precursor, gene, complete cds
) West Nile virus isolate TVP9218 polyprotein
DQO080068 11001 UTR5->NS5 Ardeidae México
precursor, gene, complete cds
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Continuacion.

UTR5- ) West Nile virus isolate TVP9117 polyprotein precursor, gene,
DQ080069 | 10975 Equus caballus México
>UTR3 complete cds
) ) West Nile virus isolate TVP9115 polyprotein precursor, gene,
DQO080070 [ 11001 | UTR5->NS5 Quiscalus México
complete cds
) West Nile virus isolate FL234 polyprotein precursor, gene,
DQ080071 | 11000 | UTR5->NS5 | Equus caballus México
complete cds
: Culex : o : : :
EU919683 | 537 Flavi_NS5 ) México 2006 West Nile virus from Mexico polyprotein gene, partial cds
interrogator
UTRS- ) West Nile virus strain TM171-03 subclone pp1 polyprotein
JNO051152 | 10998 Corvus México 2003
>UTR3 precursor, gene, complete cds
UTRS- ) West Nile virus strain TM171-03 subclone pp5 polyprotein
JNO051153 | 10998 Corvus México 2003
>UTR3 precursor, gene, complete cds
UTR5- ) EUA (El Paso, West Nile virus isolate TX_AR5-2686 polyprotein gene, complete
JX015515 | 10954 Culex tarsalis 2005
>UTR3 Texas) cds
UTRS- ) EUA (El Paso, West Nile virus isolate TX_AR7-6745 polyprotein gene, complete
JX015516 | 11002 Culex tarsalis 2007
>UTR3 Texas) cds
UTRS- ) EUA (El Paso, West Nile virus isolate TX_ AR8-5947 polyprotein gene, complete
JX015517 | 10994 Culex tarsalis 2008
>UTR3 Texas) cds
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Continuacion.

UTR5- Culex ) West Nile virus isolate TX_AR8-6866 polyprotein gene,
JX015518 | 11001 ) ) México 2008

>NS5 quinquefasciatus complete cds

UTRS- Culex EUA (El Paso, West Nile virus isolate TX_AR9-5282 polyprotein gene,
JX015519 | 11018 ) ) 2009

>NS5 quinquefasciatus Texas) complete cds

UTR5- Culex ) West Nile virus isolate TX_AR9-6115 polyprotein gene,
JX015520 | 10949 ) ) México 2009

>UTR3 quinquefasciatus complete cds

UTR5- ) EUA (El Paso, West Nile virus isolate TX_AR9-7465 polyprotein gene,
JX015521 | 10999 Culex tarsalis 2009

>NS5 Texas) complete cds

UTRS- ) EUA (El Paso, West Nile virus isolate TX_AR10-5718 polyprotein gene,
JX015522 | 10976 Culex tarsalis 2010

>UTR3 Texas) complete cds

UTR5- ) EUA (EI Paso, West Nile virus isolate TX_AR10-6572 polyprotein gene,
JX015523 | 10997 Culex tarsalis 2010

>NS5 Texas) complete cds

UTRS- ) West Nile virus isolate TM 171-03 polyprotein (AUF34_00001)
KU978769 | 11040 Corvus México 2003

>NS5 gene, complete cds

Las secuencias completas y parciales del gen NS5 del VON para México, estan disponibles en GenBank por el National Center for Biotechnology
Information (NCBI) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/VirusVariation/Database/nph-select.cqgi?taxid=11082.

54




58— JX015516.1 West Nile virus isolate TX AR7-6745

% L DQOB80066 IPhalacrocoracidaelMexicol

58

L DQ080068 IArdeidaelMexicol

58

DQ080067 IButorides virescensIMexicol

58

DQ080064 IFulicalMexicol
58

DQ080063 IColumbidaelMexicol

58

DQ080069 IEquus caballusIMexicol
58

DQ080070 IQuiscalusIMexicol

59

DQ080065 IQuiscalusIMexicol

63

JX015515.1 West Nile virus isolate TX AR5-2686

51 JX015523.1 West Nile virus isolate TX AR10-6572

— JX015521.1 West Nile virus isolate TX AR9-7465

JX015522.1 West Nile virus isolate TX AR10-5718

87

82 L—— JX015519.1 West Nile virus isolate TX AR9-5282

JX015517.1 West Nile virus isolate TX AR8-5947

85 —— JX015520.1 West Nile virus isolate TX AR9-6115

% L JX015520 ICulex quinquefasciatusiMexicol2009/08/1 1 <

5 JN051152 |CorvusIMexicol2003/05

—— KU978769 ICorvusIMexicol2003/05/30
90

o —— AY660002 [IMexicol2003

83 —— JN051153 |ICorvusIMexicol2003/05

JX015518 ICulex quinquefasciatusiMexicol2008/09/09 _

43— JX015518.1 West Nile virus isolate TX AR8-6866

26

L—— DQ080060 ICorvusIMexicol

31 —— DQ080071 IEquus caballusiMexicol

59 L—— EU919683.1ICulex interrogatorlMexicol2006/06

Figura 14. Arbol filogenético de maxima parsimonia (MP) de cepas del WNV disponibles en México y la frontera
Chihuahua - EUA. Indicado con flechas rojas, se encuentran las secuencias aisladas en Chihuahua.
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Figura 15. Arbol filogenético de Neighbor Joining (NJ) y Kimura 2 parameters (K2P) de cepas del WNV disponibles
en México y la frontera Chihuahua - EUA. Indicado con flechas rojas, se encuentran las secuencias aisladas en
Chihuahua.
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Figura 16. Arbol filogenético de Neighbor Joining (NJ) y p-distance de cepas del WNV disponibles en
México y la frontera Chihuahua — EUA.
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Tabla 7. Estimaciones de divergencia evolutiva entre las secuencias del VON.

Numweo de

el 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
JX015523.1 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.003 | 0.003 | 0.002 | 0.003 | 0.005 | 0.002 | 0.005 | 0.003 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.005 | 0.005 | 0.002 | 0.004 | 0.002 | 0.004 | 0.002 | 0.004 | 0.004
JX015522.1 | 0.008 0.002 | 0.004 | 0.000 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.004 | 0.005 | 0.003 | 0.005 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.005 | 0.005 | 0.003 | 0.004 | 0.003 | 0.004 | 0.003 | 0.004 | 0.004
JX015521.1 | 0.009 | 0.002 0.004 | 0.002 | 0.003 | 0.003 | 0.004 | 0.004 | 0.005 | 0.004 | 0.005 | 0.003 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.005 | 0.005 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004
JX015520.1 | 0.008 | 0.008 | 0.009 0.004 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.004 | 0.004 | 0.003 | 0.004 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.004 | 0.004 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.004 | 0.003 | 0.004 | 0.004
JX015519.1 | 0.008 | 0.000 | 0.002 | 0.008 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.004 | 0.005 | 0.003 | 0.005 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.005 | 0.005 | 0.003 | 0.004 | 0.003 | 0.004 | 0.003 | 0.004 | 0.004
JX015518.1 | 0.004 | 0.004 | 0.006 | 0.004 | 0.004 0.000 | 0.002 | 0.003 | 0.004 | 0.002 | 0.004 | 0.000 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.004 | 0.004 | 0.002 | 0.003 | 0.002 | 0.003 | 0.002 | 0.003 | 0.003
JX015517.1 | 0.004 | 0.004 | 0.006 | 0.004 | 0.004 | 0.000 0.002 | 0.003 | 0.004 | 0.002 | 0.004 | 0.000 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.004 | 0.004 | 0.002 | 0.003 | 0.002 | 0.003 | 0.002 | 0.003 | 0.003
JX015516.1 | 0.002 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.006 | 0.002 | 0.002 0.002 | 0.004 | 0.000 | 0.004 | 0.002 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.004 | 0.004 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.003
JX015515.1 | 0.004 | 0.008 | 0.009 | 0.008 | 0.008 | 0.004 | 0.004 | 0.002 0.005 | 0.002 | 0.005 | 0.003 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.005 | 0.005 | 0.002 | 0.004 | 0.002 | 0.004 | 0.002 | 0.004 | 0.004

AY660002 | 0.011 { 0.011 | 0.013 | 0.008 | 0.011 | 0.008 | 0.008 | 0.009 | 0.011 0.004 | 0.000 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.000 | 0.000 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.005 | 0.004

DQ080065 | 0.002 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.006 | 0.002 | 0.002 | 0.000 | 0.002 | 0.009 0.004 | 0.002 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.004 | 0.004 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.003

JNO051152 | 0.011 | 0.011 | 0.013 | 0.008 | 0.011 | 0.008 | 0.008 | 0.009 | 0.011 | 0.000 | 0.009 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.000 | 0.000 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.005 | 0.004

JX015518 | 0.004 | 0.004 | 0.006 | 0.004 | 0.004 | 0.000 | 0.000 | 0.002 | 0.004 | 0.008 | 0.002 | 0.008 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.004 | 0.004 | 0.002 | 0.003 | 0.002 | 0.003 | 0.002 | 0.003 | 0.003

DQ080070 | 0.002 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.006 | 0.002 | 0.002 | 0.000 | 0.002 | 0.009 | 0.000 | 0.009 | 0.002 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.004 | 0.004 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.003

DQ080069 | 0.002 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.006 | 0.002 | 0.002 | 0.000 | 0.002 | 0.009 | 0.000 | 0.009 | 0.002 | 0.000 0.000 | 0.000 | 0.004 | 0.004 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.003

DQ080063 | 0.002 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.006 | 0.002 | 0.002 | 0.000 | 0.002 | 0.009 | 0.000 | 0.009 | 0.002 | 0.000 | 0.000 0.000 | 0.004 | 0.004 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.003

DQ080064 | 0.002 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.006 | 0.002 | 0.002 | 0.000 | 0.002 | 0.009 | 0.000 | 0.009 | 0.002 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.004 | 0.004 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.003

KU978769 | 0.011 | 0.011 | 0.013 | 0.008 | 0.011 | 0.008 | 0.008 | 0.009 | 0.011 | 0.000 | 0.009 | 0.000 | 0.008 | 0.009 | 0.009 | 0.009 | 0.009 0.000 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.005 | 0.004

JNO051153 | 0.011 | 0.011 | 0.013 | 0.008 | 0.011 | 0.008 | 0.008 | 0.009 | 0.011 | 0.000 | 0.009 | 0.000 | 0.008 | 0.009 | 0.009 | 0.009 | 0.009 | 0.000 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.005 | 0.004

DQ080067 | 0.002 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.006 | 0.002 | 0.002 | 0.000 | 0.002 | 0.009 | 0.000 | 0.009 | 0.002 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.009 | 0.009 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.003

JX015520 | 0.008 | 0.008 | 0.009 | 0.000 | 0.008 | 0.004 | 0.004 | 0.006 | 0.008 | 0.008 | 0.006 | 0.008 | 0.004 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.008 | 0.008 | 0.006 0.003 | 0.004 | 0.003 | 0.004 | 0.004

DQ080068 | 0.002 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.006 | 0.002 | 0.002 | 0.000 | 0.002 | 0.009 | 0.000 | 0.009 | 0.002 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.009 | 0.009 | 0.000 | 0.006 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.003

DQ080071 | 0.008 | 0.008 | 0.009 | 0.008 | 0.008 | 0.004 | 0.004 | 0.006 | 0.008 | 0.008 | 0.006 | 0.008 | 0.004 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.008 | 0.008 | 0.006 | 0.008 | 0.006 0.003 | 0.004 | 0.003

DQ080066 | 0.002 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.006 | 0.002 | 0.002 | 0.000 | 0.002 | 0.009 | 0.000 | 0.009 | 0.002 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.009 | 0.009 | 0.000 | 0.006 | 0.000 | 0.006 0.003 | 0.003

DQ080060 | 0.008 | 0.008 | 0.009 | 0.008 | 0.008 | 0.004 | 0.004 | 0.006 | 0.008 | 0.011 | 0.006 | 0.011 | 0.004 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.011 [ 0.011 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.008 | 0.006 0.004
EU919683.1 | 0.008 | 0.008 | 0.009 | 0.008 | 0.008 | 0.004 | 0.004 | 0.006 | 0.008 | 0.008 | 0.006 | 0.008 | 0.004 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.008 | 0.008 | 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.004 | 0.006 | 0.008
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Se muestra el nUmero de sustituciones de bases por sitio entre secuencias. Las estimaciones de SE se
muestran encima de la diagonal. Los analisis se realizaron utilizando el modelo de 2 parametros de
Kimura (Kimura, 1980). La variacion de la tasa entre los sitios se model6é con una distribuciéon gamma
(parametro de forma = 1). Este analisis involucré 26 secuencias de nucleétidos. Las posiciones de codon
incluidas fueron 12 + 22 + 32 + Sin codificacion. Todas las posiciones ambiguas se eliminaron para cada
par de secuencias (opcion de eliminacion por pares). Hubo un total de 537 posiciones en el conjunto de

datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA X (Kumar et al., 2018; Stecher et al., 2020).

Tabla 8. Estimaciones de divergencia evolutiva promedio en todos los pares de secuencias.

Distancia genética total Desviacion estandar
0.005479234 +/-0.001766291

Se muestra el nimero de sustituciones de bases por sitio a partir del promedio de todos los pares de
secuencias. Las estimaciones de error estandar se muestran en la segunda columna y se obtuvieron
mediante un procedimiento de arranque (1000 repeticiones). Los analisis se realizaron utilizando el
modelo de 2 parametros de Kimura (Kimura, 1980). La variacion de la tasa entre los sitios se modelo
con una distribucion gamma (parametro de forma = 1). Este analisis involucré 26 secuencias de
nucledtidos. Las posiciones de codén incluidas fueron 12 + 22 + 32 + Sin codificacion. Todas las
posiciones ambiguas se eliminaron para cada par de secuencias (opcion de eliminaciéon por pares).
Hubo un total de 537 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en
MEGA X (Kumar et al., 2018; Stecher et al., 2020).
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9. DISCUSION Y CONCLUSIONES

9.1 Discusion.

Para realizar la crianza artificial de mosquitos, existen varios factores
importantes a considerar, Por ejemplo, las condiciones medioambientales éptimas que
se establecen a nivel laboratorio/insectario (Belkin et al., 1965; Kauffman et al., 2017).
Durante la crianza de las larvas colectadas en los Panteones Municipales | y I, se
establecieron solamente la temperatura y el agua del sitio de muestreo como unicos
factores determinantes. Sin embargo, una gran cantidad de larvas no sobrevivieron
debido a la saturacion de espacio en los recipientes (mas de 20 larvas en un solo
recipiente), lo que conlleva al estrés de las larvas y a la competencia por el alimento
disponible, desencadenando en el poco o nulo desarrollo de las diferentes fases
larvarias. También existen microorganismos entomopatdégenos que pueden inhibir el
desarrollo de las diferentes fases del ciclo de vida del mosquito, especialmente la
larvaria; algunos de estos microorganismos han sido utilizados como biocontrol para
la reduccidn de vectores, tales como: bacterias, protozoarios, nematodos y entre los
mas importantes, se encuentran los hongos (Scholte et al., 2004). Las principales
especies de hongos entomopatdégenos utilizados como biocontrol de dipteros, son
pertenecientes a los siguientes géneros: Langenidium, Coelomomyces,
Entomophthora, Culicinomyces, Beauveria 'y Metarhizium (Pacheco Hernandez et al.,
2019).

Las condiciones de crianza implementadas con los especimenes colectados en
el pantedn de Dolores y en el pantedn Jardines de San José, fueron mas rigurosas,
por ejemplo: el rango de temperatura se establecié entre 26 — 28°C; la fuente de agua
constaba de agua del medio de colecta y agua destilada en relacion 1:1; la fuente de
alimento suministrada fue comida para peces en hojuelas; los recipientes fueron de
mayor volumen (5 L) y se ajusto el ciclo de luz — oscuridad (16/8 horas); siguiendo
estas consideraciones descritas, se logré aumentar el numero de adultos obtenidos a

través de la crianza.
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u FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

En el estado de Chihuahua se han identificado alrededor de 25 especies de
mosquitos, la mayoria de ellas estan asociadas con patogenos transmisibles que
pueden infectar a los vertebrados, incluidos los humanos (Heinemann et al., 1977;
Martini, 1935; Ortega-Morales y Nava, 2020; Sudia et al., 1975; Vargas, 1941; Vargas
y Martinez- Palacios, 1956; Vargas, 1956).

Se lograron identificar las siguientes especies de mosquitos en los cementerios
de la ciudad de Chihuahua: Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus 1762), Culex (Culex)
quinquefasciatus (Say, 1823), Culex (Culex) restuans (Theobald, 1901), Culex (Culex)
stigmatosoma (Dyar, 1907 ), Culex (Culex) tarsalis (Coquillett, 1896) y Culex
(Neoculex) territans (Walker, 1856).

Correspondiente al género Aedes, se cuenta con el registro de una de las
especies mas importantes relacionada con las enfermedades transmitidas por
mosquitos, A. aegypti. Los arbovirus asociados a esta especie son numerosos vy
variados, dentro de los mas representativos se encuentra el CHIKV, DENV, EEEV,
RVFV, SLEV, VEEV, WEEV, WNV, YFV, ZIKV, entre otros (Andreadis et al., 2014;
Armstrong y Andreadis, 2010; Carpenter y La Casse, 1955; Pitzer et al., 2009; Turell
et al., 2005).

De la misma manera, hay registros de que las especies de mosquitos del género
Culex, identificadas en estos sitios como: Cx. quinquefasciatus, Cx. restuans, Cx.
stigmatosoma, Cx. tarsalis y Cx. territans; pueden transmitir diferentes arbovirus y
parasitos. Arbovirus como el EEEV, SLEV, WEEV y VON, son algunos de los mas
representativos, asi como también, parasitos como Dirofilaria immitis, han sido
identificados en estas especies de mosquitos (Bingham et al., 2016; Ledesma &
Harrington, 2011; Pitzer et al., 2009; Turell et al., 2005).
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Estudios previos sobre el VON en México, han llegado a proponer diferentes
formas y etapas en las que el virus se introdujo al pais. Con base al analisis filogenético
de secuencias obtenidas de aislamientos en el norte y sur de México, en 2003, se
propuso que el VON ha ingresado al menos en dos ocasiones distintas. La primera
proveniente de la frontera norte entre México y EUA, mientras que la segunda,
procedente del sureste de EUA. Las secuencias aisladas en el norte de México del
VON forman un grupo relacionado con cepas del oeste y sur de EUA, mientras la cepa
aislada en el estado de Tabasco, forma otro grupo distinto, relacionandose con cepas
del sureste de EUA (Blitvich et al., 2003; Deardorff et al., 2006; Estrada-Franco et al.,
2003). La forma en que el VON pudo ingresar de EUA a México fue posiblemente a
través de las aves migratorias que viajan de Norteamérica hacia el sur, entre las cuales
estan las rutas migratorias del Pacifico, Centro y Golfo, que pudieron haber introducido
el VON circulante en el norte de México (Guerrero-Sanchez et al., 2011; Rappole et
al., 2000; Ulloa et al., 2009)

Se tomaron secuencias de la regidn del gen ns5 del VON, del nucleétido 9,858
al 10395. Se seleccionaron secuencias disponibles en bases de datos (GenBank)
disponibles para México y de EUA, particularmente procedentes de El Paso, Texas.
Se hicieron arboles filogenéticos mediante los algoritmos de MP y NJ; para inferir la

historia evolutiva de las diferentes secuencias analizadas.
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9.2 Conclusiones.

La Identificacion de la biodiversidad de especies de mosquitos en cementerios
de la ciudad de Chihuahua es un elemento clave para la asistencia en la vigilancia de
enfermedades emergentes y reemergentes a cargo de la secretaria de salud en la
entidad. El conocimiento de las poblaciones de mosquitos en toda la ciudad seria
bastante util para que se aumenten las medidas preventivas. Sobre todo en el ambito
social, al fomentar la educacién de la comunidad sobre la reduccién de criaderos

artificales, especialmente, en sitios como cementerios.

La ciudad de Chihuahua se encuentra en el centro del estado, por lo que al ser
una ciudad de paso hacia otros municipios, estados y los EUA, diversos factores
pueden favorecer la distribucion de vectores y la introduccion de nuevas especies a la

region, incluidos patdégenos no endémicos.

Es necesario comprender la relacion entre la biodiversidad, distribucion vy
ecologia de los mosquitos, con respecto a la posible presencia de patdgenos
transmitidos por ellos, particularmente en cementerios de la ciudad, para asi mejorar
la vigilancia actual de los mosquitos en estos sitios. Aunque los objetivos de esta tesis
se centraron solamente en la identificacidn de la culicofauna en cementerios de la
ciudad de Chihuahua, un estudio mas amplio podria demostrar evidencia de que hay
focos latentes de ETV en estos sitios, esperando a que se conjunten factores
medioambientales y sociodemograficos para emerger. Por ejemplo, factores como la
temperatura, la humedad, las lluvias, la densidad de poblacion en la ciudad, ademas
de la falta de educacion en la reduccion de criaderos artificiales, deben considerarse
como factores importantes que pueden influir en la distribucién de las ETV.
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Los resultados del estudio multidisciplinario realizado en el periodo Abril —
Diciembre de 2019 en la entidad, respaldan las siguientes conclusiones:

1. La presencia de mosquitos en cementerios de la ciudad de Chihuahua es
una realidad, las condiciones medioambientales en estos sitios, son
propicias para el desarrollo de su ciclo de vida; asi como también, la falta de
cultura con relacion a la reduccion de criaderos artificiales en esta zona del
pais, en donde la mayoria de las enfermedades transmitidas por mosquitos

no son endémicas.

2. Labiodiversidad de especies de mosquitos presentes en los cementerios de
la ciudad de Chihuahua, que se lograron identificar mediante claves
taxonodmicas, sugieren una sefal de alerta con respecto a ETV, debido a que
se logro identificar a los principales vectores de arbovirus (DENV, ZIKV,
CHIKV, VON, entre otros) como Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus,
principalmente. Por lo tanto, las personas que viven cerca de estos sitios
podrian estar expuestas a estas enfermedades transmitidas por mosquitos,
lo cual representa un importante problema de salud publica en la entidad.

Por otro lado, con base al analisis filogenético de las secuencias del VON en
México y la frontera con EUA, se puede determinar que con el paso de los afos, la
variabilidad de este virus se ha incrementado. La presion evolutiva de algunas cepas
circulantes de VON y posiblemente de otros flavivirus relacionados en México y la
frontera con EUA es un estimulo ecoldgico potencial para el perfil genético diverso
observado en las secuencias analizadas. Modelos como el propuesto por (Mann et al.,
2013) acerca de la transmision dinamica del VON entre México y EUA ofrecen una ruta
novedosa que influye en la evolucion sostenida del VON en el suroeste de EUA y el
norte de México. El monitoreo de vectores, reservorios y aislamiento continuo de cepas
y su caracterizacion fenotipica es de vital importancia para confirmar de manera

adecuada si existe o no, una transmision dinamica en estas zonas.
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10. RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Los datos de esta investigacion podrian usarse para desarrollar medidas de
control y prevencion pertinentes para enfermedades transmitidas por mosquitos en la
ciudad de Chihuahua. Ademas, abre la puerta a nuevas investigaciones en areas
como: entomologia médica y veterinaria, salud publica, epidemiologia, inmunologia,

parasitologia, virologia, entre otras.

Es importante enfatizar que aun queda trabajo pendiente con el material
bioldgico colectado e identificado mediante claves taxondmicas, para la realizacion de
los cédigos de barras de ADN de las diversas especies de mosquitos, asi como
también, la busqueda de patégenos. Asi mismo, el posible analisis del metagenoma
de dichos ejemplares. Estos estudios podrian ayudar a vizualizar el panorama actual
de las ETV en la ciudad de Chihuahua.
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