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PREFACIO 

 
    La resistencia a insecticidas en insectos vectores de enfermedades se ha reportado en 

diferentes partes del mundo.  En Guatemala, el mosquito hembra An. albimanus (principal 

vector de la malaria) ha desarrollado resistencia a insecticidas, tales como la deltametrina.  En 

ensayos realizados para determinar el mecanismo de resistencia, se encontró un aumento en la 

actividad de las enzimas de la familia citocromo P450 y mutaciones en el sitio blanco.  Por lo 

tanto, es necesario implementar un sistema de vigilancia de resistencia a insecticidas rápido y 

eficiente a nivel molecular.  Sin embargo, el principal problema para alcanzar esta 

implementación es que no se cuenta con las secuencias de los genes de las familias de 

citocromo P450 CYP6 y CYP9 (principales familias involucradas en la resistencia).  Amenya 

et al. (2005) publicó iniciadores degenerados para amplificar genes de las familias de 

citocromo P450 CYP4, CYP6 y CYP9 de An. funestus diseñados con base a las secuencias de 

An. gambiae.  Ramírez (2009), realizó la validación in silico de los iniciadores para utilizarlos 

con An. albimanus.  Con base a los resultados obtenidos de dicha validación, el presente 

estudio pretende validar los iniciadores degenerados in vivo y así obtener secuencias parciales 

de los genes de las familias de citocromo P450 CYP6 y CYP9.      
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RESUMEN 

 

     En los últimos años, el control del vector de la malaria ha vuelto a ser importante 

como resultado de la resistencia a los antimaláricos.  Los programas para el control de 

vectores se basan en la utilización de insecticidas, ya sea rociando casas o utilizando 

mosquiteros impregnados.  Estudios realizados en insectos, indicaron que mutaciones en 

el sitio blanco y aumento en la actividad de enzimas detoxificantes son algunos de los 

mecanismos responsables de la resistencia a insecticidas: esterasas, citocromos P450, 

carboxilesterasas y glutatión s-transferasas.  Se ha encontrado que enzimas de las familias 

de citocromo P450 CYP4, CYP6 y CYP9 se encuentran sobre-expresadas en cepas de 

mosquitos de An. gambiae, Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti resistentes a piretroides. 

 

     En Guatemala, An. albimanus es el principal vector de la malaria.  Debido a que no se 

ha secuenciado el genoma de éste, no se han podido establecer los genes involucrados en 

la resistencia a insecticidas.  Estudios bioquímicos revelaron que la resistencia en este 

vector puede ser mediada por citocromos P450.  Por lo tanto, es importante obtener sus 

secuencias e identificarlos para poder establecer su papel en la resistencia a insecticidas. 

 

     El objetivo principal de este estudio, fue la validación in vivo de iniciadores 

degenerados para amplificar genes de las familias de citocromos P450 CYP6 y CYP9 en 

An. albimanus a partir de ADN genómico.  Esto se realizó por amplificación por PCR 

genómico, clonación de los productos de PCR, secuenciación de los clones, análisis de 

secuencias y filogenia. 

 

     Los resultados obtenidos, indican que los iniciadores degenerados publicados por 

Amenya et al. (2005) permitieron amplificar genes de la subfamilia P y M para la familia 

CYP6 y subfamilia M y J para la familia CYP9 de citocromo P450 en An. albimanus.  



xv 
 

También, se estableció que los genes de las familias CYP6 y CYP9 de An. albimanus son 

ortólogos a los genes de An. gambiae.  Por último, se comprobó que los iniciadores 

degenerados se pueden utilizar para amplificar genes de las familias de citocromo P450 

CYP6 y CYP9 en otros vectores de la malaria, como An. albimanus a partir de ADN 

genómico. 
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ABSTRACT 

 

     In recent years, vector control of malaria has again become important as a result of 

resistance to antimalarial drugs.  Programs for vector control are based on the use of 

insecticides, spraying either home or impregnated bednets.  Studies on insects showed 

that mutations in the target site and increased activity of detoxifying enzymes are some of 

the mechanisms responsible for resistance to insecticides: esterase, cytochrome P450s, 

carboxylesterase and glutathione S-transferase.  It has been found that enzymes of CYP4, 

CYP6 and CYP9 families of cytochrome P450 families are over-expressed in mosquitoe 

strains of An. gambiae, Cx. quinquefasciatus and Ae. aegypti resistant to pyrethroids. 

 

     In Guatemala, An. albimanus is the principal malaria vector.  Because it has not been 

sequenced the genome of this, have not been able to establish the genes involved in 

resistance to insecticides.  Biochemical studies revealed that resistance in this vector can 

be mediated by cytochrome P450.  Therefore, it is important get the sequences and 

identified cytochrome P450 genes to establish its role in resistance to insecticides. 

 

     The main objective of this study was the validation in vivo of degenerate primers to 

amplify genes of the CYP6 and CYP9 families of cytochromes P450 in An. albimanus 

from genomic DNA. This was done by genomic PCR amplification, cloning of PCR 

products, sequencing of the clones, sequence analysis and phylogeny. 

 

     The results obtained show that the degenerate primers published by Amenya et al. 

(2005) allowed to amplify genes of the subfamily P and M from CYP6 family and 

subfamily M and J from CYP9 family of cytochrome P450 of An. albimanus.  Also, it 

was established that the genes of CYP6 and CYP9 families of An. albimanus are 

orthologous genes of the An. gambiae.  Finally, it was found that the degenerate primers 
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can be used to amplify CYP6 and CYP9 families of cytochrome P450 in other malaria 

vectors, as An. albimanus from genomic DNA. 

 



 

 

1 
 

I. INTRODUCCIÓN 

 

A. Antecedentes 

 

1. Malaria.  Esta enfermedad es causada por parásitos protozoarios del género 

Plasmodium (P.), las especies importantes son: P. falciparum (siendo esta la más 

infecciosa y letal), P. vivax, P. ovale, P. malarie.  Las especies difieren en distribución 

geográfica, apariencia microscópica, características clínicas, y potencial para desarrollar 

resistencia a los antimaláricos.  En América, los casos de malaria corresponden 

principalmente a P. vivax, y el resto corresponde a P. falciparum, y P. malarie.  En 

Guatemala se han registrado casos de malaria únicamente para P. vivax y P. falciparum, 

donde predomina totalmente P. vivax según registros hasta el 2008 (Bloland, 2001; 

Cordón-Rosales, 2000; CDC(1), 2010; Orozco, 2008; OPS, 2001;  UN, 2002).  El ciclo de 

vida del Plasmodium consta de 2 etapas, una en el hospedero humano y la otra en el 

mosquito (Figura 1) (CDC (1), 2010). 

 

Figura 1. Ciclo de vida del Plasmodium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(CDC (1), 2010)
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     La malaria es de interés en el sector de salud pública de las regiones tropicales, debido 

a la elevada mortalidad y morbilidad.  El tratamiento y programas de erradicación de la 

malaria varían de región en región, debido a la variabilidad en sus manifestaciones 

clínicas y epidemiológicas.  Estas variaciones dependen de los siguientes factores, tales 

como: especie del parasito de la región, susceptibilidad a los antimaláricos, distribución y 

capacidad vectorial, resistencia del vector a los insecticidas, clima y la inmunidad 

adquirida de la población de esa región (Bloland, 2001; Greenwood, 2002). 

 

a. Principales vectores de la malaria.  Los vectores de la malaria humana son 

los mosquitos adultos hembras del género Anopheles (An.), debido a sus requerimientos 

proteicos de la sangre para la producción de sus huevos.  El mosquito adulto se reconoce 

por su postura de cola en el aire, alas empedradas y un par palpos largos al lado de la 

proboscis en la hembra. La infección ocurre cuando el mosquito pica, ya que inocula los 

parásitos que se encuentran en las glándulas salivares en el torrente sanguíneo del 

hospedero humano (CINU, 2008; CDC (1), 2010; Curtis, 1996).   

 

     En América se han encontrado cuatro principales vectores de la malaria: An. 

pseudopunctipennis, An. albimanus, An. vestitipennis y An. darlingi (Figura 2).  En 

Guatemala el principal vector es An. albimanus, el cual se distribuye ampliamente a baja 

altitud en los trópicos y las regiones subtropicales de América donde las condiciones son 

húmedas y cálidas.  Sus larvas prefieren las áreas expuestas al sol, tales como: orillas de  

lagos y lagunas, pozas creadas por la lluvia.  Los niveles de parásitos encontrados en An. 

albimanus son generalmente bajos, por lo que solo el 2% de los mosquitos pueden 

transmitir malaria.  Sin embargo, durante la temporada de lluvia se favorece una alta 

densidad de mosquitos y eso aumenta la probabilidad de transmisión de la malaria (CDC 

(1), 2010; Chaverri, 2004; CINU, 2008; Rodríguez, 2004; Zimmerman, 1992). Se han 

realizado estudios filogenéticos para establecer la relación entre las diferentes especies de 

Anopheles, en la Figura 3 se pude observar la relación filogenética de los diferentes 

anofelinos con base a secuencias de ADNr y ADNmt. 
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Figura 2. Distribución de mosquitos del género Anopheles en América. 

  

(Kiszewski, 2004) 
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Figura 3.  Filogenia de  Anofelinos por análisis de parsimonia utilizando aproximaciones 

por peso sucesivas de secuencias de ADNr y ADNmt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Sallum et al., 2002) 
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b. Distribución geográfica e incidencia.  La malaria se encuentra distribuida 

en áreas tropicales y subtropicales (Figura 4).  Esta distribución depende de la 

temperatura, precipitación y humedad, tales factores son importantes para la 

sobrevivencia del vector y así el parasito pueda completar su ciclo de vida.  De acuerdo al 

reporte de la Organización Mundial de la Salud (OMS) del 2009 de la situación de la 

malaria: 3.3 billones de personas viven en áreas de alta transmisión, 190 a 311 millones 

de casos y 708,000 a 1,003,000 muertes fueron reportadas en el 2008.  El 89% de las 

muertes por malaria en el mundo ocurrieron en África, y los más afectados son niños, 

adolescente y mujeres embarazadas (Bloland, 2001; CDC(2), 2010; Greenwood, 2002; 

OMS(1), 2006).     

 

Figura 4. Mapa de países donde ocurre transmisión de malaria.  Los países de color rojo 

corresponden a países con alta transmisión, de amarillo a países de poca transmisión, y 

los verdes a países donde no ocurre transmisión. 

 

(CDC (2), 2010) 
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c. Situación actual en América y Guatemala.  Con base al informe final que 

presentó la Organización Panamericana de la Salud (OPS) de los casos de malaria en 

América en el 2007, el número de casos reportados fue de 797,911.  Este dato indica una 

reducción del 30.5% de la morbilidad por malaria comparado con los datos del 2000.  Los 

países de América notificaron 219 muertes por malaria, lo que representa una reducción 

de la mortalidad por malaria comparado con los datos del 2000 (OPS, 2008).  

 

     En Guatemala, la malaria se encuentra distribuida en 20 departamentos, 

principalmente en la región Norte, Sur y Occidente.  La incidencia durante el periodo de 

1998-2000 fue la misma, a pesar de las estrategias de control y uso continuo de 

insecticidas.  El Ministerio de Salud reportó 47,689 casos para 1998, 45,723 casos para 

1999 y 48,098 casos en el 2000 (OPS, 2001).  La situación de la malaria en Guatemala 

para el 2008 registró una disminución de 38.5% respecto al 2007 en general (OPS, 2008).  

Las áreas de salud registraron 27,083 casos de malaria en el 2007 y 16,664 casos de 

malaria en el 2008.  A pesar de la disminución de casos para el 2008, hay departamentos 

que presentaron un aumento, tales como: Chimaltenango, Zacapa, Quetzaltenango, Izabal 

y Guatemala central.  En la semana epidemiológica 39 de 2009 hubo un incremento en 

casos de malaria acumulados de 22.7% respecto al 2008 (Orozco, 2008; Orozco, 2009). 

El porcentaje de la población que vive en áreas de alta transmisión de la malaria en los 

diferentes países de América, se muestran en la Figura 5. 
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Figura 5. Población que vive en lugares de alto riesgo de transmisión de malaria en 

diferentes países de América al año 2009.  Alto riesgo equivale a  más de 1 caso de 

malaria por 1000 personas en un año y bajo riesgo equivale a menos de 1 caso de malaria 

por 1000 personas por año. 

 

(OMS, 2010) 

 

2. Control de la malaria 

 

a. Antimaláricos.  La malaria debe ser tratada dentro las 24 horas con 

antimaláricos al momento de ser diagnosticada.  El tratamiento se realiza con el fin de 

evitar el progreso de la enfermedad 9y prevenir la propagación del parásito (CDC (3)).  

Según la OMS, el tratamiento depende de los siguientes factores: especie del parásito 

infectante, estado clínico del paciente, embarazo, alergias y otras drogas que toma el 

paciente.  Entre los medicamentos que la OMS sugiera para el tratamiento de casos de 

malaria no complicados son: artemisina, atovacuona-proguanil, cloroquina, doxiciclina, 

mefloquina, quinina y sulfadoxina-pirimetamina.  En Guatemala la primera línea es 

cloroquina-primaquina, ya que no se ha reportado resistencia a cloroquina como en países 

de América del Sur.  Aunque, se han implementado medidas regulatorias para disminuir 

el uso inadecuado de los antimaláricos como resultado del surgimiento de resistencia 

(OMS (2), 2006).  

 



8 
 

 
 

b. Control del vector.  La OMS propuso el programa de erradicación global 

de la malaria por medio de rociados intradomiciliares utilizando el insecticida DDT y 

dieldrin para eliminar el vector en los años de 1950.  El programa se abandonó en África 

en 1965 por el surgimiento de resistencia a DDT por An. gambiae, y lo mismo pasó en los 

demás países.  En los últimos años, como resultado de la resistencia a los antimaláricos, el 

control del vector ha vuelto a ser una alternativa para el control de la malaria (Brogdon y 

McAllister, 1998; Hemingway y Ranson, 2000).  Entre las medidas sugeridas por el CDC 

para el control del vector de la malaria están:  

 

 Mosquiteros impregnados con insecticida de larga duración.  Esta medida 1)

es una forma de protección personal contra el vector de la malaria.   Estas son 

impregnadas con insecticidas piretroides, con el objetivo de matar a los mosquitos y 

disminuir la frecuencia de picaduras (acción repelente).  Actualmente, existen 

mosquiteros con tres años de duración las cuales son ampliamente utilizadas en todo el 

mundo (Figura 6) (CDC (4), 2008; Ranson et al., 2000; Zaim et al., 2007). 

 

 Rociado intradomiciliar.  El rociado de paredes de viviendas con 2)

insecticidas, es otra de las medias utilizadas para el control de vectores.  En este caso, el 

insecticida queda impregnado en la pared y cuando el mosquito entra en contacto con la 

pared muere.  Esta medida se basa en que los mosquitos después de picar, se reposan en 

las paredes y entran en contacto con el insecticida.  Entre los más utilizados está el DDT y 

los piretroides (CDC (4), 2008; Hougard et al., 2002; Zaim et al., 2007). 

 

 Reducción de criaderos de larvas.  Esta medida tiene como objetivo, la 3)

destrucción permanente de los criaderos de larvas y así evitar que lleguen al estado 

adulto.  La medida se logra al eliminar agua estancada, contenedores con agua de lluvia y 

manejo cuidadoso del agua de riego.  En algunas ocasiones, las acciones mencionadas no 

son posibles por lo que la aplicación de insecticidas directamente a los criaderos es una 

alternativa eficaz (CDC (4), 2008; Zaim et al., 2007). 
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 Rociado de áreas extensas.  La nebulización de insecticidas es la base de 4)

esta medida, y es utilizada únicamente bajo situaciones de emergencia para disminuir la 

densidad poblacional de mosquitos.  La programación correcta de la nebulización es 

importante, ya que tiene que coincidir con el tiempo de mayor actividad de los mosquitos 

adultos (CDC (4), 2008; Zaim et al., 2007). 

 

Figura 6. Mapa de los países que utilizan redes de cama impregnadas (I) y rociados 

intradomiciliares (II) con insecticidas en el periodo del 2003-2005 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Zaim et al., 2007) 

 

3. Insecticidas.  Los insecticidas son compuestos tanto químicos y biológicos, con la 

función de controlar las poblaciones de insectos.  Este control puede ser ya por la muerte 

de insectos o impedir un comportamiento destructivo.  La aspersión, cebos, difusión de 

liberación lenta entre otros, son los sistemas de aplicación de los insecticidas.  Estos 

juegan un papel importante en el control de vectores de enfermedades emergentes, tales 

como: malaria, dengue, fiebre amarilla, encefalitis equina, filariasis, etc (Brogdon y 

McAllister, 1998; Ware y Whitacre, 2004; Zaim et al., 2007).  

 

     En el programa de control de vectores, los insecticidas utilizados actualmente son: 

organoclorados (OCs), organofosforados (OFs), carbamatos y piretroides. Estos 

I II 
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insecticidas difieren en sus propiedades fisicoquímicas, toxicidad, especificidad, dosis 

letal y costo.  El efecto del insecticida depende sí este logra penetrar el cuerpo del insecto.  

La primera vía es el envenenamiento por contacto (insecticida atraviesa la cutícula del 

insecto hasta llegar al sitio activo), envenenamiento oral (ocurre ingestión del insecticida 

seguida por absorción en el intestino del insecto) y fumigaciones (penetración del 

insecticida a través de los espiráculos del sistema respiratorio del insecto) (Bisset, 2002; 

Ware y Whitacre, 2004; Zaim et al., 2007).  

 

a. Organoclorados.  Los insecticidas OCs también llamados hidrocarburos 

clorados, están compuestos por átomos de carbono, hidrógeno y cloro.  Estos insecticidas 

se dividen en 3 grupos: DDT y análogos, hexaclorociclohexano y ciclodienos. El  DDT y 

dieldrin, fueron los insecticidas más utilizados en el programa global de erradicación de la 

malaria basada en el control del vector.  El mecanismo de acción del DDT se basa en un 

desequilibrio de iones sodio y potasio en los axones de las neuronas del sistema nervioso 

lo cual impide la transmisión de impulsos nerviosos.  El insecticida DDT se ha prohibido 

por sus efectos dañinos al ambiente en los países como Estados Unidos, mientras que en 

países en vías de desarrollo aún se utiliza para el control del vector de la malaria (Ware y 

Whitacre, 2004; OMS, 2008; Zaim et al., 2007).  

 

b. Organofosforados.  Son insecticidas compuestos de fósforo unidos a 

ésteres o amidas.  Se caracterizan por ser poco persistentes en el ambiente y tener un nivel 

toxicidad mayor para los vertebrados comparada con los OCs.  El mecanismo de los OFs 

se basa en la inhibición de enzimas del sistema nervioso como la acetilcolinesterasa 

(ChE), y se da una acumulación de la acetilcolina que resulta finalmente en una parálisis 

del insecto.  El malatión es un insecticida OF de amplio espectro y baja toxicidad en los 

mamíferos.  Es uno de los insecticidas más utilizados en los programas de control de 

vector de la malaria (Bisset, 2002; Ware y Whitacre, 2004; OMS, 2008; Zaim et al., 

2007). 

 

c. Carbamatos.  Los carbamatos son compuesto derivados del ácido 

carbámico y su mecanismo de acción se basa también en la inhibición de la ChE.  Se 
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caracteriza por su toxicidad oral y amplio espectro para los insectos.  El propoxur es un 

carbamato que generalmente se utiliza para el control de la malaria en lugares donde ha 

surgido resistencia a DDT e insecticidas OFs (Bisset, 2002; OMS, 2008; Ware y 

Whitacre, 2004; Zaim et al., 2007). 

 

d. Piretroides.  Son insecticidas que se derivan de las piretrinas, compuestos 

extraídos de las flores de plantas del genero Chrysanthemum.  Los piretroides surgieron 

como resultado de la baja fotoestabilidad, ya que eran degradados rápidamente y no 

persistían en el ambiente.  Los piretroides se caracterizan por tener una alta 

fotoestabilidad y toxicidad en los insectos (Bisset, 2002; OMS, 2009; Ware y Whitacre, 

2004). 

 

     Estos insecticidas se pueden dividir en 4 generaciones: primera (aletrina), segunda 

(tetrametrina), tercera (permetrina) y cuarta (deltametrina).  La estructura general consiste 

en una parte alcohólica y una ácida.  Se pueden clasificar con base a la presencia o 

ausencia del grupo ciano en la parte alcohólica como piretroides tipo 1 y tipo 2.  Los 

piretroides del tipo 1 actúan sobre los nervios periféricos, mientras que los del tipo 2 

actúan sobre nervios centrales.  El mecanismo de acción de los piretroides se basa en un 

aumento en el tiempo de apertura de los canales de sodio en las membranas de las 

neuronas de los insectos.  Actualmente, la deltametrina y permetrina son los piretroides 

utilizados para el control del vector de la malaria tanto en el rociado del intradomiciliar y 

redes de camas impregnadas con insecticidas (Bisset, 2002; Hougard et al., 2002; Nájera 

y Zaim, 2002; Ware y Whitacre, 2004; OMS, 2008; Zaim et al., 2007). 

 

4. Resistencia a insecticidas.  Los insecticidas juegas un papel importante en los 

programas de control de vectores de enfermedades.  Aunque, con el pasar del tiempo los 

insectos desarrollaron resistencia a los insecticidas.  El primer caso de resistencia a 

insecticidas para el control de la malaria fue para el DDT, y así fue para los posteriores 

insecticidas desarrollados (Brogdon y McAllister, 1998; Hemingway y Ranson, 2000).  
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     La resistencia es definida como el desarrollo de la tolerancia a dosis altas de 

compuestos tóxicos, las cuales resultarían letales para la mayoría de los individuos en una 

población normal de la misma especie.  El surgimiento de resistencia se puede considerar 

inevitable, ya que la aplicación de insecticidas ejerce una fuerza de selección continua 

(Figura 7) (Brattsten, 1990; OMS, 1957).  

 

Figura 7. Proceso de selección de individuos resistentes a insecticidas en una población. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(University of California, 2001)  

 

     La resistencia puede ser de dos tipos, cruzada o múltiple.  La resistencia cruzada es 

cuando un mecanismo confiere resistencia a compuestos químicos del mismo grupo, por 

ejemplo el gen kdr que confiere resistencia tanto a piretroides y DDT (Figura 8). En el 

caso de la resistencia múltiple, se debe a la acción de dos mecanismos que confieren 

resistencia al insecticida en el insecto y el nivel de resistencia puede ser mucho mayor 

(Bisset, 2002).  

 

 

 

 

 

 

POBLACIÓN INICIAL POBLACIÓN FINAL 
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Figura 8. Mecanismos de resistencia metabólica cruzada de los insecticidas utilizados 

para el control de vectores. 

(Brogdon y McAllister, 1998)  

 

a. Factores influyentes de la resistencia.  Los factores que influyen en la 

evolución de la resistencia se pueden categorizar en tres grupos principales, según 

Georghiou y Taylor (1986), OMS (1980) y Wood y Bishop (1981): 

 

 Factores genéticos 1)

 Tasa de mutación 

 Frecuencia de alelos de resistencia 

 Dominancia de alelos de resistencia 

 Penetración, expresividad e interacción entre alelos de resistencia 

 Selección pasada por otros insecticidas 

 

 Factores biológicos 2)

 Generaciones por año 

 Progenie por generación 

 Monogamia, poligamia y partenogénesis 

 Tasa de incremento y fluctuación en el tamaño de la población  
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 Aislamiento y migración 

 Evitar insecticidas 

 Variación de condiciones ecológicas 

 

 Factores operacionales 3)

 Naturaleza química del insecticida 

 Frecuencia de aplicación 

 Relación con insecticidas anteriormente utilizados 

 Persistencia del insecticida 

 Proporción de población expuesta al insecticida 

 Ruta de exposición 

 Umbral de aplicación 

 Etapas de vida seleccionada 

 Uso de mezclas de insecticidas 

 

b. Control de resistencia a insecticidas.  El control tiene como objetivo, 

mantener bajos los niveles de resistencia de las poblaciones silvestres de insectos 

(Rodríguez y Silva, 2003; OMS, 2008).  Los enfoques para el control de resistencia son: 

por moderación, saturación y ataque múltiple (Bisset, 2002; Georghiou, 1994). 

 

 Control por moderación.  El objetivo es mantener las poblaciones de 1)

insectos susceptibles a insecticidas al disminuir la presión de selección.  Las medidas 

implementadas son: dosis bajas de insecticida, aplicaciones poco frecuentes e insecticidas 

no persistentes (Bisset, 2002; Georghiou, 1994). 

 

 Control por saturación.  Este se basa en la anulación de los mecanismos de 2)

resistencia por aplicaciones de dosis altas de insecticida.  También, se pueden anular estos 

mecanismos de resistencia por medio de compuestos sinergistas.  Los sinergistas, son 

compuestos que inhiben mecanismos de resistencia en los insectos, por ejemplo: el 

butóxido de piperonilo se utiliza como sinergista de los piretroides, ya que suprime el 
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sistema de los citocromos P450 (enzimas asociadas al metabolismo de piretroides) 

(Bisset, 2002; Georghiou, 1994). 

 

 Control por ataque múltiple.  Este tipo de control se basa en la utilización 3)

de mezclas o rotación de insecticidas, ya que no permite el desarrollo de resistencia a 

insecticidas.  La teoría de este tipo de control asume que los mecanismos de resistencia a 

cada insecticida son diferentes y que existen a bajas frecuencias.  Por lo tanto, si un 

insecto sobrevive a un insecticida específico de la mezcla, se espera que el otro 

insecticida sea efectivo (Bisset, 2002; Curtis et. al., 1998; Georghiou, 1994). 

 

c. Resistencia en insectos.  La resistencia a insecticidas se ha desarrollado 

ampliamente en diferentes insectos del orden díptero.  Hasta el año 1992, la lista de 

insectos vectores de enfermedades resistentes indicaba que había 56 mosquitos del género 

Anopheles y 39 del género Culex (Brogdon y McAllister, 1998; Hemingway y Ranson, 

2000). 

 

     El primer caso de resistencia al DDT ocurrió en Aedes (Ae.) tritaeniorhynchus y Ae. 

solicitans, también se registró resistencia al DDT en el vector de leishmania, Plebotomus 

papatasi.  Posteriormente, se desarrolló resistencia a los OFs en vectores importantes de 

la malaria, tales como: An. culicifacies, An. stephensi, An. albimanus, An. arabiensis y 

An. sacharovi.  Los vectores del dengue del género Culex (Cx.), como Cx. 

quinquefasciatus y Cx. pipiens, han desarrollado resistencia a los insecticidas OFs y 

piretroides.  La resistencia a piretroides ha tenido mucho énfasis por parte de la OMS, ya 

que se utilizan como el insecticida de elección para la impregnación de redes de cama.  Se 

han registrado casos de resistencia a piretroides y DDT, en An. albimanus, An. stephensi y 

An. gambiae (Bisset, 2002; Brogdon y McAllister, 1998; Hemingway y Ranson, 2000; 

Penilla et al., 2007; Ranson et al., 2000).  Otros insectos tales como, Musca (M.) 

domestica, Blatella (B.) germanica, Heliothis (H.) virescens, también han desarrollado 

alta resistencia cruzada de piretroides y DDT (Milani, 1954; Miyazaki et al., 1996; Park y 

Taylor, 1997).  
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d. Mecanismos de resistencia.  Los mecanismos de resistencia en los insectos 

se según Miller (1998), se clasifican en: 

 

 Resistencia por comportamiento.  En este caso no ocurre un contacto entre 1)

el insecto y el insecticida, por lo tanto los mosquitos sobreviven (Bisset, 2002).      

 

 Resistencia por penetración.  Cambios en la composición del exoesqueleto 2)

del insecto inhibe la penetración del insecticida.  Esta inhibición resulta de la disminución 

de la velocidad de penetración, la cual depende de características moleculares del 

insecticida y propiedades del tegumento del insecto.  Al ocurrir una demora en la 

penetración del insecticida se provee mayor tiempo para la desintoxicación de este.  En el 

caso de H. virescens, la resistencia al DDT se debió a una baja penetración del 

insecticida.  También, en la mosca doméstica se determinó que el gen responsable de 

resistencia a DDT influía en la penetración del insecticida ya que aumentan el contenido 

total de lípidos del exoesqueleto.  Por lo tanto, la penetración depende de: propiedades 

fisicoquímicas del insecticida, formulación del insecticida, polaridad del insecticida y 

naturaleza del solvente (Bisset, 2002). 

 

 Resistencia del sitio blanco.  Mutaciones en el sitio blanco de los 3)

insecticidas produce una disminución en la sensibilidad a la forma activa del insecticida.  

Una reducción de la sensibilidad de la acetilcolinesterasa y en el sistema nervioso, son 

ejemplos de este tipo de resistencia.  Mutaciones en los genes de la enzima 

acetilcolinesterasa de insectos produce resistencia a organofosforados y carbamatos.  En 

cambio, la resistencia a piretroides y DDT resulta de mutaciones en el gen del canal de 

sodio (resistencia kdr) del sistema nervioso del insecto (Bisset, 2002; Brogdon y 

McAllister, 1998; Hemingway y Ranson, 2000; Hemingway, 2004; Martínez-Torres et 

al., 1998; Ranson et al, 2000).    

 

 Resistencia metabólica.  La disminución o aumento de la actividad 4)

enzimática de las vías metabólicas del insecto, da como resultado una desintoxicación del 

insecticida o no permite el metabolismo del insecticida en su forma tóxica.  Las enzimas 
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involucradas en los mecanismos de resistencia son: esterasas, citocromos P450 

(oxidasas), glutatión s-transferasas y acetilcolinesterasas (Bisset, 2002; Brogdon y 

McAllister, 1998; Hemingway y Ranson, 2000; Hemingway, 2004).  

 

e. Monitoreo de la resistencia a insecticidas 

 

 Bioensayos.  Un bioensayo se define como un experimento donde un 1)

organismo vivo es utilizado como sujeto de estudio. Actualmente, existen dos tipos de 

bioensayos para determinar la susceptibilidad a insecticidas de los vectores de la malaria, 

el de OMS y el de CDC.  El bioensayo de la OMS, utiliza como matriz de exposición un 

cilindro con papeles impregnados con insecticida (OMS, 1998).  El bioensayo del CDC, 

utiliza una botella de vidrio de 250mL impregnada con insecticida.  La ventaja del 

bioensayo del CDC, es que permite elucidar el posible mecanismo de resistencia 

utilizando sinergistas (Brogdon y McAllister, 1998).       

 

 Pruebas bioquímicas.  Estas pruebas permiten medir la actividad de las 2)

enzimas involucradas en los mecanismos de resistencia en poblaciones de campo.  La 

actividad enzimática se mide para cada individuo de una población.  La mayor desventaja 

es que los mosquitos deben ser analizados rápidamente para evitar la degradación de las 

enzimas o preservarse en nitrógeno líquido y hielo seco para mantener una temperatura de 

-70°C.  Los resultados de estás, no nos indican (Penilla et al., 1998)           

 

 Pruebas moleculares.  La resistencia a insecticidas puede ser a nivel 3)

molecular, como resultado de cambios en el ADN de los genes involucrados en los 

mecanismos de resistencia.  El monitoreo se realiza por la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR).  Para los piretroides y organoclorados se amplifica el gen kdr (dominio 

IIS-6) para detectar la presencia y ausencia de mutaciones puntuales (Martinez-Torres et 

al., 1998).  
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5. Citocromo P450 

 

a. Generalidades.  Las citocromos P450 son un complejo de familias 

enzimáticas hidrofóbicas y con un grupo hemo.  Los citocromos se encuentran en la 

mayoría de organismos, incluidos los insectos.  En los eucariotas, los citocromos P450 se 

encuentran en el retículo endoplasmático y mitocondria.  También, se les llama 

monoxigenasas u oxidasas y tienen la función de metabolizar una diversidad de 

compuestos endógenos y exógenos (Hemingway y Ranson, 2000; Hemingway et al., 

2004; Scott et al., 1998; Scott, 1999; Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000).  

 

b. Nomenclatura y organización.  El sistema de nomenclatura para los 

citocromos P450 fue establecido por Neber et al (1987).  El nombre consiste de CYP por 

citocromo P450, seguido de un número que indica la familia, una letra para la subfamilia, 

un número para la isoforma y a veces los alelos son designados como v1, v2, etc.  La 

nomenclatura se basa en la similitud de las secuencias de aminoácidos.  Los genes de 

citocromos P450 están agrupados en 70 familias con 127 subfamilias tanto de plantas y 

animales, de las cuales las familias 4, 6, 9 y 18 han sido identificadas en insectos (Berge, 

1998; Nelson et al., 1996).  La diversidad de los citocromos P450 se debe a las múltiples 

isoformas, diferentes patrones de expresión y el amplio espectro de substratos 

(Feyereisen, 1999; Scott y Wen, 2001).   

 

c. Estructura.  Con base a la secuencia de aminoácidos de los citocromos 

P450 se ha determinado que la identidad es extremadamente baja, aunque existen tres 

dominios altamente conservados.  Se ha visto que esta alta variabilidad en la secuencia de 

aminoácidos de los citocromos no afecta la estructura altamente conservada del núcleo 

donde se encuentra el grupo hemo y reflejan un mecanismo común de transferencia de 

protones y electrones y activación por oxígeno (Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000).    

 

     El núcleo conservado está formado por un paquete de hélices (D, E, I y L), hélices J y 

K, dos conjunto de hojas beta, y un conglomerado llamado “meander” (Figura 9 y 10).  

Las regiones comprimen: primero, al lazo de unión al grupo hemo (Phe-X-X-Gly-X-Arg-
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X-Cys-X-Gly) con el aminoácido cisteína altamente conservado (participa en la ligación 

con el hierro del grupo hemo); segundo, el motivo Glu-X-X-Arg en la hélice K el cual se 

ve involucrado en la estabilización del núcleo estructural de la proteína; y finalmente, la 

parte central de la hélice I el dominio Ala/Gly-Gly-X-Asp/Glu-Thr-Thr/Ser el cual 

corresponde a la hendidura donde ocurre la transferencia de protones (Werck-Reichhart y 

Feyereisen, 2000).  La estructura de los citocromos P450 se puede dividir en dos 

dominios, el dominio α (predominan las hélices α) y β (predominan las hélices β) (Werck-

Reichhart y Feyereisen, 2000).  En la Figura 11, se puede observar la estructura 

tridimensional del citocromo P450 CYP2C5 con los dominios ya descritos el cual está 

asociado al retículo endoplasmático (RE).  

 

Figura 9. Estructura primaria de proteínas P450. (a) Características típicas de proteínas 

P450 unida al RE. (b) Variantes de la estructura general: 1, solubles; 2, mitocondriales; 3, 

unidas a la membrana. 

 

 

(Werck-Reichart y Feyereisen, 2000) 
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Figura 10. Estructura secundaria de  proteínas P450.  El diagrama muestra los arreglos de 

estructurales secundarias  típicos de las proteínas P450.  Las  cajas azules son las hélices 

α y las flecas color crema son las hojas β.  Dominio α está asociado al centro catalítico y 

el dominio β al reconocimiento del sustrato y acceso al canal. 

 

(Werck-Reichart y Feyereisen, 2000)   

 

d. Mecanismo de reacción.  Los citocromos tienen la habilidad de 

metabolizar una variedad de compuestos, tales como: hormonas, ácidos grasos, 

esteroides, drogas, pesticidas y toxinas de plantas.  La actividad de los citocromos P450 

en los eucariotas requiere de la NADPH citocromo P450 reductasa, NADPH, fosfolípidos 

y algunas veces citocromo b5 en presencia de oxígeno molecular.  Los citocromos P450 se 

caracterizan por tener una especificidad hacia un solo substrato o varios substratos, por lo 

tanto un substrato podría ser metabolizado por varios citocromos P450.  Por ejemplo, 

CYP1A1 puede metabolizar más de 20 substratos, mientras que CYP7A1 solo un 

substrato (Bisset, 2002; Hemingway y Ranson, 2000; Scott; 1999).  El mecanismo 

generalmente consiste en la inserción de uno de los átomos de oxígeno molecular al 

substrato y el segundo es reducido a agua (Figura 12) (Werck-Reichhart y Feyereisen, 

2000). 
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Figura 11. Estructura terciara del citocromo P450 CYP2C5. 

(Werck-Reichart y Feyereisen, 2000).  

 

     Los citocromos P450 metabolizan los insecticidas a través de hidroxilaciones de O, 

S,C y N; hidroxilación y epoxidación alifática; hidroxilación aromática; oxidación de 

esteres, nitrógeno y tioeter (Bisset, 2002; Brogdon y McAllister, 1998).  
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Figura 12. Mecanismo de reacción de los citocromos P450. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000). 

 

e. Citocromos P450 en insectos.  Las familias 4, 6, 9, 12, 15, 18 y 28 de 

citocromos P450 han sido identificadas en insectos.  Estas enzimas tienen diferentes 

funciones en los insectos, tales como: crecimiento, desarrollo, alimentación, metabolismo 

de insecticidas y toxinas de plantas.  Los citocromos P450 se encuentran distribuidos en 

diferentes tejidos del insecto, pero la mayor actividad se ha detectado en el cuerpo graso, 

tubos de Malpighi e intestino (Brogdon y McAllister, 1998; Hemingway y Ranson, 2000; 

Scott et al., 1998; Scott, 1999).  

 

     Los niveles de actividad enzimática y la expresión de los citocromos P450 pueden 

variar en los tejidos y en la etapa de desarrollo del insecto.  En los mosquitos, los niveles 

de citocromos P450 son indetectables en los huevos, luego aumentan y decaen en el 

estadio de larva, vuelven a ser indetectables en las pupas y finalmente se detectan niveles 

altos de expresión en los adultos (Scott et al., 1998; Scott, 1999).  

 

     La secuenciación de los genomas de diferentes insectos ha ayudado a determinar los 

genes de las familias de citocromos P450.  En el caso de D. melanogaster, la diversidad 
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encontrada de citocromos P450 fue de 90 genes diferentes (Adams et al, 2000).  Un 

análisis de los genes de desintoxicación del mayor vector del dengue, Ae. aegypti, 

identificó 44 genes de la familia CYP6 y 37 genes de la familia CYP9 (Strode et al., 

2008).  La secuenciación del genoma de An. gambiae, revelo la existencia de un total de 

111 citocromos P450 distribuidos en clusters de genes (Ranson et al., 2002). Con base a 

los resultados obtenidos de An. gambiae, se diseñaron iniciadores degenerados con 

regiones conservadas (región de unión del grupo hemo, dominio ETLR y Hélice I) para 

amplificar genes de las familias de citocromos CYP4, CYP6 y CYP9 en An. funestus.  

Estos iniciadores degenerados permitieron identificar 12 genes de la familia CYP4, 12 

genes de la familia CYP6 y 7 genes de la familia CYP9 (Amenya et al., 2005).   

 

f. Resistencia a insecticidas mediada por citocromos P450.  La resistencia a 

insecticidas es importante, porque resulta ser un obstáculo para los programas de control 

de vectores de enfermedades tal como la malaria.  Estudios realizados en insectos con el 

fin de determinar los mecanismos de resistencia, reveló que los citocromos P450 juegan 

un papel importante en la resistencia a insecticidas y toxinas de plantas.  La resistencia 

mediada por citocromos P450 en los insectos se ha detectado para los insecticidas 

carbamatos, organofosforados, piretroides y DDT (Bisset, 2002; Scott et al. 1998; Scott 

1999). 

 

     La resistencia mediada por citocromos P450 es el resultado de un aumento en la 

expresión de los genes que las codifican o cambios en el sitio catalítico (Brogdon y 

McAllister, 1998; Scott, 1999). Un citocromo P450 debe ser solo considerado en la 

resistencia, sí cumple los siguientes 2 criterios: 1) El citocromo P450 debe mostrar la 

capacidad de metabolizar o secuestrar el compuesto a la cual la cepa es resistente, y 2) La 

cepa resistente debe mostrar un incremento en la expresión del gen del citocromo P450 o 

de la proteína en comparación de la cepa susceptible (Scott et al., 1998).  El aumento en 

la actividad de los citocromos ha sido detectado como un mecanismo de resistencia a 

insecticidas en diferentes insectos: 
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 Ae. aegypti.  Estudios de caracterización de resistencia a deltametrina en 1)

poblaciones de este mosquito en diferentes localidades de Tailandia, detectaron una 

elevación significativa de actividad enzimática de los citocromos P450 por análisis 

bioquímicos (Yaicharoen, 2005).  

 

 An. gambiae.  En una cepa procedente de Kenia, se demostró que un 2)

aumento en los niveles de esterasas y citocromos P450 confieren resistencia a permetrina 

(Vulule et al. 1991).  La CYP6Z1 ha sido relacionada a resistencia a permetrina, ya que 

se ha detectado sobreexpresión de esta en cepas resistentes por PCR en tiempo real y 

microarreglos (David et al., 2005).  CYP6M2, CYP6Z2, CYP6Z3, CYP6S1 y CYP6S2 

han sido asociados a resistencia a permetrina por análisis de microarreglos (Müller et al. 

2007).  

 

 An. minimus.  En un cepa resistente a deltametrina, se encontró la 3)

sobreexpresión de CYP6AA2 y que probablemente podría estar involucrado en la 

resistencia (Rongnoparut et al., 2003). 

 

 Cx. quinquefasciatus.  Se ha detectado resistencia a permetrina mediada 4)

por la sobreexpresión de CYP6F1 (Kasai et al., 2000). 

 

 D. melanogaster.  En cepas resistentes a DDT se ha detectado 5)

sobreexpresión de CYP6A8, por lo que hace pensar que se encuentra asociada a la 

resistencia (Hemingway y Ranson, 2000).  Un estudio de inducción de la CYP6A2 en 

cepas susceptibles y resistentes a DDT, demostró que ésta podría estar involucrada en el 

metabolismo del insecticida (Brun et al. 1996). 

 

 H. armígera.  Estudios en Australia han revelado que CYP6B2 es sobre 6)

expresada en cepas resistentes a piretroides (Xiao-Ping y Hobbs, 1995).  La CYP6B7 ha 

sido detectada en cepas resistentes a piretroides según Ranasinghe y Hobbs (1998).  

Genes de las familia CYP9, CYP9A12 y CYP9A14, han sido relacionados con resistencia 

a piretroides debido a una sobreexpresión  en cepas resistentes (Yang et al., 2006).  
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 H. virensces.  Rose et al. (1997), detecto la expresión CYP9A1 en una 7)

población resistente a tiodicarb seleccionada.   

 

 M. domestica.  Se ha caracterizado cepas con resistencia a piretroides 8)

mediada por citocromos P450, resultado de la sobreexpresión de CYP6D1 (Kasai y Scott, 

2000; Scott et al., 1998).  La resistencia a organofosforados en M. domestica se ha 

relacionado a sobreexpresión de CYP6A1 (Sabourault et al., 2001).  

 

g. Resistencia a insecticidas y citocromos P450 en An. albimanus.  En 

Guatemala, se han realizado estudios en el principal vector de la malaria de esa región, 

An. albimanus.  Uno de los primeros estudios identificó resistencia a organofosforados y 

piretroides mediada por esterasas (Beach y Cordón-Rosales, 1989).  Métodos enzimáticos 

y el ensayo de la OMS permitieron identificar la resistencia a fenitrotion (Beach et al., 

1989).  Posteriormente, la resistencia a carbamatos por alteración del sitio blanco fue 

reportada por Cordón-Rosales et al. (1990).  Brogdon et al. (1992 y 1999), reportó 

resistencia a organofosforados por insensibilidad de la acetilcolinesterasa y resistencia a 

piretroides y DTT mediada por esterasas y oxidasas.  Un estudio sobre métodos para el 

uso de insecticidas para el control del vector de la malaria en México, An. albimanus, 

detecto una disminución de la susceptibilidad a piretroides la cual estaba mediada por una 

alta actividad enzimática de citocromos P450 (Penilla et al., 2007).  

 

     Los genes de las familias de citocromos P450 de An. albimanus han sido poco 

estudiadas, en la literatura solo se cuenta con 17 secuencias parciales de genes de la 

familia CYP4 (Scott, 1994).  La amplificación de estos genes se realizó con iniciadores 

degenerados diseñados con base a la región de unión del grupo hemo conservado.  

 

     Amenya et al. (2005), publicó unos iniciadores degenerados para amplificar  ADNc y 

ADN genómico de genes de las familias de citocromos P450 CYP4, CYP6 y CYP9 en 

An. funestus.  Los resultados indicaban que los iniciadores degenerados habían 

funcionado, debido a que obtuvieron las secuencias de los genes de las familias de 
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citocromos P450 CYP4, CYP6 y CYP9.  Con base a información filogenética de 

anofelinos y otros insectos del orden díptero, existe la posibilidad de que los iniciadores 

degenerados puedan utilizarse para amplificar esos mismos genes en otros anofelinos, 

como en An. albimanus.  Por lo tanto, Ramírez (2009) realizó un validación in silico de 

los iniciadores degenerados publicados por Amenya et al. (2005) y otros iniciadores 

específicos para la familia CYP6 y CYP9 en An. albimanus.  Realizó alineamientos 

(Figura 13 a la 20) con las secuencias de aminoácidos y ARNm de insectos del orden 

Díptera (CYP6), superorden Endopterygota (CYP9) y familia Culicidae (CYP6 y CYP9), 

para determinar las regiones a partir de las cuales se diseñaron los iniciadores y 

determinar si están conservadas(Ramírez, 2009). 

 

     Los resultados obtenidos a partir de análisis bioinformático, indicaban que los 

iniciadores específicos no podían ser utilizados para amplificar citocromos específicos 

(Ramírez, 2009).  En el caso de los iniciadores degenerados para la familia CYP6, sí se 

podrían utilizar.  En cambio, el iniciador degenerado “Reverse” para la familia CYP9 no 

se podía utilizar debido a que contiene una parte que no coincide con la región 

conservada con la que se une el resto del iniciador (Ramírez, 2009).  También, se observó 

que las secuencias de la región conservada donde no se une el resto del iniciador es muy 

variable en la familia Culicidae.  Estos resultados, sugieren que el iniciador no 

amplificara todos los CYP9 de An. albimanus y por lo tanto se rediseñó el iniciador 

“Reverse” con base al original.  El rediseño consistió en cambiar la región TCG por 

WSC, ya que esta puede unirse a diferentes secuencias debido a su variabilidad en la 

secuencia y por presentar menos estructuras de lazo, heterodímeros y homodímeros (baja 

estabilidad).  El nuevo iniciador es 5´-AGYGTYTCGSWACRACCATRTC-3´ (Ramírez, 

2009). 
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Figura 13. Alineamiento de secuencias de proteínas de la familia CYP6 del orden Díptera.  

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

cuadros.  Los residuos idénticos o altamente similares están marcados con asteriscos y 

puntos.  F: región a partir de la cual se diseñó el iniciador “Forward”. R: región a partir de 

la cual se diseñó el iniciador “Reverse”.  Fun.: An. funestus; Gamb.: An. gambiae; Min.: 

An. minimus; Cx.: Cx. quinquefasciatus; Dros.: D. melanogaster; Mus.: M. domestica.

 

 

(Ramírez, 2009)   
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Figura 14. Alineamiento de secuencias de proteínas de la familia CYP6 de la familia 

Culicidae.  Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están 

marcados con cuadros.  Los residuos idénticos o altamente similares están marcados con 

asteriscos y puntos.  F: región a partir de la cual se diseñó el iniciador “Forward”. R: 

región a partir de la cual se diseñó el iniciador “Reverse”.  Fun.: An. funestus; Gamb.: An. 

gambiae; Min.: An. minimus; Cx.: Cx. Quinquefasciatus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Ramírez, 2009) 
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Figura 15. Alineamiento de secuencias de proteínas de la familia CYP9 del superorden 

Endopterygota.  Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están 

marcados con cuadros.  Los residuos idénticos o altamente similares están marcados con 

asteriscos y puntos.  F: región a partir de la cual se diseñó el iniciador “Forward”. R: 

región a partir de la cual se diseñó el iniciador “Reverse”.  Fun.: An. funestus; Gamb.: An. 

gambiae; Min.: An. minimus; Cx.: Cx. quinquefasciatus; Aed.: Ae. aegypti; Dros.: D. 

melanogaster; Helio.: H. virensces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Ramírez, 2009) 
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Figura 16. Alineamiento de secuencias de proteínas de la familia CYP9 de la familia 

Culicidae.  Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están 

marcados con cuadros.  Los residuos idénticos o altamente similares están marcados con 

asteriscos y puntos.  F: región a partir de la cual se diseñó el iniciador “Forward”.  R: 

región a partir de la cual se diseñó el iniciador “Reverse”. Fun.: An. funestus; Gamb.: An. 

gambiae; Cx.: Cx. quinquefasciatus; Aed.: Ae. aegypti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Ramírez, 2009)  
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Figura 17. Alineamiento de secuencias de ARNm de la familia CYP6 del orden Díptera.  

Los residuos idénticos o altamente similares están marcados con asteriscos y puntos. 

W:A/T, R: A/G,  Y: C/T, S:C/G.  F: iniciador “Forward”.  R: complemento reverso del 

iniciador “Reverse”. Fun.: An. funestus; Gamb.: An. gambiae; Min.: An. minimus; Dros.: 

D. melanogaster; Mus.: M. domestica; Helio.: H. virensces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Ramírez, 2009) 
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Figura 18. Alineamiento de secuencias de ARNm de la familia CYP6 de la familia 

Culicidae.  Los nucleótidos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están 

marcados con cuadros.  Los nucleótidos idénticos o altamente similares están marcados 

con asteriscos y puntos.  F: iniciador “Forward”.  R: complemento reverso del  iniciador 

“Reverse” W: A/T, R: A/G,  Y: C/T, S:C/G. Fun.: An. funestus; Gamb.: An. gambiae; 

Min.: An. minimus. 

 

(Ramírez, 2009) 
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Figura 19. Alineamiento de secuencias de ARNm de la familia CYP9 del superorden 

Endopterygota.  Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están 

marcados con cuadros.  Los residuos idénticos o altamente similares están marcados con 

asteriscos y puntos.  W: A/T, R: A/G, Y: C/T, S:C/G.  F: iniciador “Forward”.  R: 

complemento reverso del iniciador “Reverse”. Fun.: An. funestus; Gamb.: An. gambiae; 

Cx.: Cx. quinquefasciatus; Aed.: Ae. aegypti; Dros.: D. melanogaster; Helio.: H. 

virensces. 

 

(Ramírez, 2009)  
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Figura 20. Alineamiento de secuencias de ARNm de la familia CYP9 de la familia 

Culicidae.  Los nucleótidos idénticos o altamente similares están marcados con asteriscos 

y puntos.  W:A/T, R: A/G,  Y: C/T, S:C/G.  F: iniciador “Forward”.  R: complemento 

reverso del iniciador “Reverse”. Fun.: An. funestus; Gamb.: An. gambiae; Cx.: Cx. 

quinquefasciatus; Aed.: Ae. aegypti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Ramírez, 2009) 
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B. Justificación 

 

     La malaria es una enfermedad parasitaria causada por Plasmodium y es transmitida 

por mosquitos hembras del género Anopheles.  En Guatemala es transmitida 

principalmente por An. albimanus.   Actualmente, el control vectorial se basa en el uso de 

mosquiteros tratados con piretroides de larga duración y en algunas áreas el rociado 

intradomiciliar con deltametrina.  Sin embargo, en el pasado se ha detectado resistencia a 

organofosforados (Brogdon, 1992), a piretroides y DDT (Brogdon, 1999) en la costa Sur 

de Guatemala.  Según Hemingway (2000), el desarrollo de resistencia es favorecida por el 

uso intensivo de insecticidas agrícolas, como es el caso de la costa Sur de Guatemala. 

 

     Estudios realizados en insectos, indicaron que mutaciones en el sitio blanco y aumento 

en la actividad de enzimas desintoxicantes son algunos de los mecanismos responsables 

de la resistencia a insecticidas: esterasas, citocromos P450, carboxilesterasas y glutatión 

s-transferasas.  Se ha encontrado que enzimas de las familias de citocromo P450 CYP4, 

CYP6 y CYP9 se encuentran sobre-expresadas en cepas de mosquitos de An. gambiae, 

Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti resistentes a piretroides. 

 

     En poblaciones de An. albimanus resistentes a piretroides se han detectado aumentos 

en la actividad enzimática de los citocromos P450, lo cual hace pensar que es el principal 

mecanismo de resistencia.   

 

     En la literatura solo se conocen secuencias parciales de 17 genes de la familia CYP4 

de An. albimanus (Scott, 1994) y no hay información de la familia CYP6 y CYP9.  Estas 

otras dos familias han sido relacionadas a la resistencia a piretroides, por lo que es 

importante analizar la diversidad en An. albimanus.  Ramírez (2009), realizó una 

validación in silico de iniciadores degenerados publicados por Amenya et al. (2005) para 

utilizarlos con An. albimanus la cual demostró que estos iniciadores podrían ser 

utilizados.  Este trabajo se basó en dicho análisis y permitió obtener secuencias parciales 

de ADN genómico de genes de estas dos familias de citocromos P450 de An. albimanus.  

También, se determinó su relación filogenética con los citocromos P450 de An. gambiae.  
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Estos resultados permitirán eventualmente poder estudiar la expresión de los genes de los 

citocromos P450 en cepas de An. albimanus resistentes y susceptibles a deltametrina para 

entender posible mecanismos de resistencia asociados a la expresión de estos genes. 

 

C. Objetivos 

 

1. Objetivo general 

 

     Validar in vivo iniciadores degenerados para amplificar genes de las familias de 

citocromos P450 CYP6 y CYP9 en An. albimanus. 

  

2. Objetivos específicos 

 

a. Amplificar los genes de las familias de citocromos P450 CYP6 y CYP9 de An. 

albimanus por PCR genómico. 

 

b. Generar una biblioteca de genómica de los genes de las familias de citocromos 

P450 CYP6 y CYP9 de An. albimanus. 

 

c. Secuenciar los insertos de clones seleccionados de la biblioteca de ADN 

genómico de genes de las familias de citocromos P450 CYP6 y CYP9 de An. 

albimanus. 

 

d. Analizar la relación filogenética entre los genes de las familias de citocromos 

P450 CYP6 y CYP9 amplificados en An. albimanus y An. gambiae. 
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II. MARCO METODOLÓGICO 

 

A. Metodología 

 

1. Muestra.  Se trabajó con mosquitos hembras An. albimanus alimentadas con agua 

miel y 3 días de edad adulta de la colonia SANARATE mantenida en el insectario 

(edificio M) del Laboratorio de Entomología y Ecología, Centro de Estudios en Salud, 

Instituto de Investigaciones, Universidad del Valle de Guatemala, Guatemala.  Se utilizó 

como control positivo la mosca adulta D. melanogaster proporcionada por Colecciones de 

Referencia del Departamento de Biología de la Universidad del Valle de Guatemala. 

 

2. Extracción de ADN genómico.  Se extrajo ADN genómico de 5mosquitos 

hembras An. albimanus y 5 moscas D. melanogaster (sin cabeza), según el método 

descrito en Collins et al. (1987) y las muestras se almacenaron a -20°C.  La concentración 

y pureza (A260/A280: 1.7 a 1.9) del ADN genómico se determinó por espectrofotometría 

UV-Visible midiendo absorbancia a 260nm y 280nm.  

 

3. PCR genómico de la familia CYP6 y CYP9.  Se amplificaron genes de las familias 

CYP6 y CYP9 de An. albimanus y D. melanogaster empleando los iniciadores 

degenerados (Cuadro 1) publicados por Amenya et al., 2005 (iniciador “Reverse” para la 

familia CYP9 rediseñado por Ramírez, 2009) y el PCR Master Mix 2X M7505 

(Promega), según instrucciones del fabricante.  La mezcla de reacción y el programa de 

amplificación se detallan en el Cuadro 2 y 3.  Los productos del PCR genómico fueron 

expuestos a 100V por 30min en un gel de agarosa al 2% y se visualizaron con la tinción 

de bromuro de etidio en el transiluminador UV Transilluminator UVP M-20.  Se 

esperaban bandas aproximadamente entre un rango de 432 a 512pb para CYP6 y 750 a 

782pb para CYP9 (Amenya et al., 2005) en el caso de An. albimanus; mientras que para 

D. melanogaster, se esperaban bandas aproximadamente entre un rango de 600 a 800pb 

para CYP6 y 800 a 1000pb para CYP9. 
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Cuadro 1. Iniciadores degenerados publicados por Amenya et al. (2005) para amplificar 

genes de las familias CYP6 y CYP9 de citocromo P450. 

Familia Iniciador “Forward” (5´-3´) Iniciador “Reverse” (5´-3´) 

CYP6 TCWSICTGTACGAGCTKGC GGICCCTCGCCGAACGG 

CYP9 TTYACCGGCAGCAARATGCG AGYGTYTCGSWYACRACCATRTC* 

Según la nomenclatura de NC-IUB(2008): W(A/T), S(C/G), K(G/T), Y(C/T) y R(G/A).  

*Iniciador “Reverse” rediseñado con base al publicado por Amenya et al. (2005) por Ramírez 

(2009).  

 

Cuadro 2. Mezcla de reacción para el PCR genómico de la familia CYP6 y CYP9. 

Reactivo Concentración inicial Concentración final Volumen 1 reacción (uL) 

Agua DEPC ----------------------------- ---------------------------- 5.5 

Master Mix 2X 1X 7.5 

CYP_F 15uM 0.5uM 0.5 

CYP_R 15uM 0.5Um 0.5 

ADN ----------------------------- ---------------------------- 1 

Total   15 

 

Cuadro 3. Programa de amplificación del PCR genómico de la familia CYP6 y CYP9*. 

Etapa  Temperatura (ºC) Tiempo  Número de ciclos 

Desnaturalización inicial  94 15 min 1 

Desnaturalización  94 1 min  

Hibridización 55 30 seg 35 

Extensión  72 2 min  

Extensión final  72 10 min 1 

*Termociclador Eppendorf Mastercycler Personal. 

 

4. Clonación de los productos del PCR genómico de la familia CYP6 y CYP9.  Los 

productos del PCR genómico de la familia CYP6 y CYP9 fueron clonados utilizando el 

TA Cloning Kit (vector pCR2.1) con células E. coli competentes INVαF´ (Invitrogen), 

según instrucciones del fabricante.  Las células competentes INVαF´ se recuperaron en 

agar LB suplementado con ampicilina 100ug/mL y X-gal 40mg/mL.  Se consideraron 

como células transformadas las células blancas (clones CYP6 y CYP9) y las azules como 

células no transformadas.  Los clones obtenidos se recuperaron en agar LB suplementado 

con ampicilina 100ug/mL y X-gal 40mg/mL por 24h a 37ºC y se almacenaron a 4°C. 

 

5. Extracción de plásmido y verificación del inserto de los clones CYP6 y CYP9.  La 

extracción del vector pCR2.1 (plásmido pUC19) de los clones obtenidos se realizó por el 
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método de lisis alcalina (Ausubel et al., 1999) y fueron purificados con 

fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y resuspendidos en agua DEPC (Gene 

Choice).  La concentración y pureza (A260/A280: 1.7 a 1.9) de los plásmidos fueron 

determinadas por espectrofotometría UV-Visible a 260nm y 280nm.  Posteriormente, la 

presencia del inserto en el plásmido se verificó por PCR utilizando los iniciadores 

degenerados de la familia CYP6 y CYP9.  La mezcla de reacción y el programa de 

amplificación se detallan en el Cuadro 2 y 3.  Los productos de PCR fueron expuestos a 

100V por 30min en un gel de agarosa al 2% y se visualizaron con la tinción de bromuro 

de etidio en el transiluminador UV Transilluminator UVP M-20.  Los clones que 

presentaron bandas del tamaño esperado para la familia CYP6 y CYP9, fueron 

seleccionados para generar una biblioteca genómica y secuenciación. 

 

6. Generación de una biblioteca genómica de la familia CYP6 y CYP9.  Los clones 

seleccionados de An. albimanus fueron inoculados en caldo LB suplementado con 

ampicilina 100ug/mL e incubados a 37°C por 24 h.  Se preparó una mezcla de caldo LB 

(85%) de cada clon con glicerol (15%) en crioviales, los cuales fueron identificados con 

un código correspondiente a cada clon y almacenados a -70°C. 

 

7. Secuenciación  de los clones de las familia CYP6 y CYP9.  Los clones CYP6 y 

CYP9 de An. albimanus y D. melanogaster con una pureza entre 1.8 y 2.0, fueron 

diluidos a 100ng/uL.  Estos se enviaron a MACROGEN para la secuenciación de la 

reacción “Forward” utilizando el iniciador M13 “Forward” (5´- 

GTAAAACGACGGCCAGT-3´). 

 

8. Análisis de resultados.  Las secuencias “Forward” de ADN genómico de los 

clones CYP6 y CYP9 de An. albimanus y D. melanogaster fueron editadas para eliminar 

secuencia del vector pUC19 utilizando la herramienta VecScreen del sitio NCBI 

(National Center for Biotechnology Information), http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.  

Dichas secuencias fueron comparadas con la base de datos de An. gambiae, An. funestus y 

An. minimus del GenBank utilizando la herramienta “Nucleotide BLAST (Basic Local 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Alignment Search Tool)” del sitio NCBI.  Las secuencias que no coincidían con algún 

citocromo CYP6 y CYP9 fueron excluidas del análisis.     

 

     Posteriormente, las secuencias fueron comparadas con la base de datos de Anopheles 

mediante la herramienta “BLASTX” del sitio web 

http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html (Nelson, 2009).  Se obtuvieron las 

secuencias de aminoácidos de cada clon por el “BLASTX” y se determinó la presencia 

del dominio conservado de la superfamilia P450 utilizando la herramienta “Conserved 

Domain Search Service” del sitio NCBI.  Seguidamente, se eliminó la secuencia 

introducida por los iniciadores y se realizaron alineamientos de  estas secuencias con sus 

citocromos homólogos utilizando la herramienta ClustalW2 del sitio EBI (European 

Bioinformatics Institute), http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/, optimizada con un 

valor de 10 para “Gap open” y 0.1 para “Gap extensión”.  Con base a los alineamientos, 

se generaron los respectivos arboles filogenéticos tipo UPGMA por el método bootstrap 

con un valor de 1000 réplicas utilizando el programa MEGA 5.0 (Kumar et. al., 2011). 

 

     Adicionalmente, se diseñaron iniciadores “Forward” degenerados para la familia 

CYP6 y CYP9 de An. albimanus.  Para esto, se establecieron las regiones conservadas y 

las variaciones en la secuencias de aminoácidos para cada familia.  Seguidamente, se 

determinó la secuencia de ADN que codificaba dichas regiones de aminoácidos.  Con 

base a estas secuencias nucleotídicas, se propusieron los iniciadores “Forward” 

degenerados y los nucleótidos que variaban fueron nombrados con base a la nomenclatura 

de NC-IUB (2008).       

 

 

 

 

 

 

 

 

http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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9. Diagrama de metodología 

 

Figura 21. Metodología del estudio. 

 

 

     Extracción de ADN genómico de mosquito hembras An. albimanus (D. melanogaster, 

control positivo) por el método de Collins et al. (1987) y cuantificación por 

espectrofotometría UV (1).  Amplificación de los genes de la familia CYP6 y CYP9 de 

citocromo P450 (2) utilizando los iniciadores degenerados publicados por Amenya et al. 

(2005).  Ligación (3) de los productos de PCR al plásmido pUC19 (TA Cloning kit, 

Invitrogen) y transformación (4) de células E. coli competentes con el plásmido 

recombinante (TA Cloning kit, Invitrogen).  Recuperación de las células transformadas en 

agar LB suplementados con X-Gal 40mg/mL y Ampicilina 100mg/mL (5).  Extracción 

del plásmido recombinante de los clones por lisis alcalina (Ausubel et al., 1999), 
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purificación con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y cuantificación por 

espectrofotometría UV (6).  Secuenciación de la reacción “Forward” de los plásmidos de 

los clones utilizando el iniciador M13F (7).  Edición Las secuencias “Forward” de los 

iniciadores de la familia CYP6 y CYP9 (VecScreen, NCBI), análisis a nivel de ADN 

(Nucleotide BLAST "More dissimilar sequences", NCBI) y aminoácidos (BLASTX, 

Nelsón, 2009; Conserved Domain Search Service, NCBI) (8).  Alineamiento de 

aminoácidos (ClustalW2, EBI) y análisis filogenético (MEGA 5.0) (9). 
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III. RESULTADOS 

 

     La validación de los iniciadores degenerados requirió la optimización de las 

condiciones de amplificación del PCR genómico de la familia CYP6 y CYP9.  La 

optimización indicó que una muestra de ADN diluida 1/10 de An. Albimanus o D. 

melanogaster y una temperatura de alineamiento de 55°C (Ver Figura 28 y 29, anexos) 

fueron eficientes para amplificar bandas de los tamaños esperados.  En la Figura 22, se 

observan los productos de amplificación del PCR genómico de la familia CYP6 y CYP9  

bajo las condiciones establecidas.  En el caso de An. albimanus se amplificó una banda 

aproximadamente de 450pb para CYP6 y una de 800pb para CYP9; mientras que se 

amplificó una banda de 450pb y otra entre 600 a 700pb para CYP6 y una de 1000pb para 

CYP9 en D. melanogaster.  

 

Figura 22. Productos de amplificación de los genes de la familia CYP6 y CYP9 de An. 

albimanus y D. melanogaster por PCR genómico.  Escalera 100pb DNA Ladder II (Gene 

Choice); A: An. albimanus; D: D. melanogaster; CYP: citocromo P450, 6: familia 6, 9: 

familia 9.  
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     Los productos del PCR genómico de la familia CYP6 y CYP9 fueron clonados y se 

obtuvieron 17 clones de la familia CYP6 y 12 clones de la familia CYP9 (Ver Cuadro 6 y 

7, anexos).  Los clones CYP6 y CYP9 fueron analizados con los iniciadores degenerados 

para verificar la presencia del inserto en el plásmido (Ver Figura 30 a la 32, anexos).  Los 

productos de amplificación de cada clon, indicaron que los clones contenían insertos del 

tamaño esperado para ambas familias.  Posteriormente, se obtuvo la secuencia “Forward” 

de 13 de estos clones. 

 

     Las secuencias de ADN genómico editadas de los clones CYP6 y CYP9 de An. 

albimanus fueron comparadas contra la base de datos de Anopheles del sitio web de 

citocromo P450 del Dr. Nelson (http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html) 

mediante la herramienta “BLASTX”.  Los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 

4.  Como puede observarse, para los clones CYP6 el porcentaje de similitud de 

aminoácidos varía entre un rango de 68 a 72, y el de CYP9 de 72 a 80.  Esto sugiere que 

los fragmentos amplificados sí corresponden a genes de la familia CYP6 y CYP9 de 

citocromo P450, según la regla de nomenclatura de Nelson et. al., 1996.  

 

Cuadro 4. Análisis “BLASTX” de las secuencias de ADN genómico de los clones CYP6 

y CYP9 de An. albimanus contra la base de datos de Anopheles gambiae. 

Clon Tamaño de 

secuencia (aa*) 

Citocromo 

homólogo de 

An. gambiae 

Puntuación Valor E Porcentaje de similitud 

de aminoácidos (%) 

CA601 124 CYP6P4 126 8e-48 68 

CA603 150 CYP6M2 223 4e-61 72 

CA610 149 CYP6M2 221 1e-60 72 

CA612 124 CYP6P4 126 8e-48 68 

CA613 124 CYP6P4 126 8e-48 68 

CA615 124 CYP6P4 126 8e-48 68 

CA904 76 CYP9M2 126 2e-32 80 

CA906 253 CYP9M1 380 e-108 75 

CA909 262 CYP9J3 381 e-108 72 

aa: aminoácidos  

 

     Según el análisis a nivel de aminoácidos de los clones CYP6 y CYP9 de An. 

albimanus, todas las secuencias presentaron el dominio putativo conservado de la 

superfamilia P450 corroborando los resultados del “BLASTX” (Figura 23).  

http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html
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Figura 23.  Dominio putativo conservado de la superfamilia P450 de las secuencias de 

aminoácidos de los clones CYP6 y CYP9 de An. albimanus. 

 

 

     Se realizaron alineamientos de las secuencias de aminoácidos de los clones CYP6 y 

CYP9 por separado para establecer regiones conservadas mediante ClustalW2 (Figura 24 

y 25).  Se identificó el dominio EXXR en los clones CYP6 y CY9, y el FXXGXRXCXG 

solo en los clones CYP6.  Otras regiones conservadas para la familia CYP6 fueron 

YXX(P/D) y PERF.  Los clones CA603 y CA610 fueron los únicos que presentaron una 

región no homologa al resto de las secuencias de los clones CYP6. 

 

Figura 24. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de los clones CYP6 de An. 

albimanus.  Dominios y regiones conservadas de la familia de citocromo P450 encerrados 

en un rectángulo y resaltados con una línea en negrita.  Los residuos similares y altamente 

conservados están señalados por dos puntos y asteriscos. 

 

 

Hélice K 

Región de unión al grupo hemo 

Firma de clado 

Región no homologa 
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Figura 25. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de los clones CYP9 de An. 

albimanus.  Dominios conservados de la familia P450 encerrados en un rectángulo.  Los 

residuos similares y altamente conservados están señalados por dos puntos y asteriscos. 

 

 

     Seguidamente se estableció la relación filogenética entre los clones CYP6 y CYP9 de 

An. albimanus con los citocromos homólogos de An. gambiae.  Para esto, se realizaron 

alineamientos de las secuencias de aminoácidos de los clones CYP6 y CYP9 con sus 

citocromos homólogos (Ver Figura 57 y 58, anexos) mediante ClustalW2.  Con base a 

estos alineamientos, se generaron árboles filogenéticos tipo UPGMA por el método 

bootstrap con un valor de 1000 réplicas utilizando el programa MEGA 5.0.  Como 

outgroup se utilizó el CYP303A1 de D. melanogaster.  Los árboles filogenéticos 

consenso de los clones CYP6 y CYP9 se muestran en la Figura 26 y 27.  Como puede 

observarse,  estos árboles corroboraron los resultados del “BLASTX” de los clones CYP6 

y CYP9 de An. albimanus (Cuadro 4) e indican que son ortólogos a los citocromos 

homólogos de An. gambiae.  

 

Hélice K 
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Figura 26. Árbol filogenético tipo UPGMA de la relación entre An. albimanus y An. 

gambiae de la familia CYP6 de citocromo P450.  Las secuencias de An. albimanus son 

designadas con la letra a, las de An. gambiae con la g y D. melanogaster con la d. 

 

 

Figura 27. Árbol filogenético tipo UPGMA de la relación entre An. albimanus y An. 

gambiae de la familia CYP9 de citocromo P450.  Las secuencias de An. albimanus son 

designadas con la letra a, las de An. gambiae con la g y D. melanogaster con la d. 

 

 

     Finalmente, con base en las regiones conservadas de aminoácidos de los clones CYP6 

y CYP9 de An. albimanus se propusieron iniciadores “Forward” degenerados para 

amplificar a partir de ARNm (Cuadro 5).  En el caso de la familia CYP6, el iniciador 

“Forward” 1 fue diseñado con base a la región YLDQ(V/I)(I/L)N, el “Forward” 2 con 

base a DY(T/Q)(I/V)PGT y el “Forward” 3 con base en VP(I/V)(Y/H)AI.  Para la familia 

CYP9, el iniciador “Forward” 1 fue diseñado con base a la región FFF(G/A)G(I/Y)E y el 

“Forward” 2 con base en IQ(N/R)(R/G)L. 
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Cuadro 5.  Iniciadores “Forward” degenerados para amplificar genes de las familias 

CYP6 y CYP9 citocromo P450 en An. albimanus por RT-PCR. 

Familia Iniciador “Forward” (5´-3´) 

CYP6 1) ATGGASCTAGTTYAGKAKTTA 

2) CTAATRKKYYWWGGGCCG 

3) CAMGGSYAKRTGSGSTAG 

CYP9 1) AAGAARAAGCSDCCGWWG 

2) TAGCTCKYSKYWRAC 
Según la nomenclatura de NC-IUB(2008): W(A/T), S(C/G), K(G/T), Y(C/T), M(A/C), D(A/G/T) 

y R(G/A). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 



 

 

49 
 

IV. DISCUSIÓN 

 

     Estudios realizados en Guatemala, indican que la resistencia a piretroides, 

organofosforados y organoclorados en An. albimanus es mediada principalmente por 

enzimas de la familia de citocromos P450 y esterasas (Beach y Cordón-Rosales, 1989; 

Brogdon et al., 1992; Brogdon et al., 1999 y Penilla et al., 2007), aunque no se descarta el 

desarrollo de resistencia por mutaciones en el sitio blanco como el gen kdr.  Los genes de 

las familias de citocromos P450 en An. albimanus han sido poco estudiadas, ya que en la 

literatura solo se cuenta con 17 secuencias parciales de genes de la familia CYP4 (Scott, 

1994).  Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue la validación in vivo de 

iniciadores degenerados para amplificar genes de las familias de citocromo P450 CYP6 y 

CYP9 en An. albimanus.  Estos resultados podrían ser útiles en el futuro para el estudio 

de estos genes en la resistencia a insecticidas. 

      

     La validación in vivo de los iniciadores degenerados para la familia CYP6 y CYP9, se 

realizó por amplificación por PCR genómico, clonación de los productos de PCR, 

secuenciación de los clones, análisis de secuencias y filogenia.  

 

     Los iniciadores degenerados de la familia CYP6 y CYP9 a validar fueron diseñados 

para amplificar ADNc a partir de ARNm.  Los iniciadores degenerados también 

amplifican a partir de ADN genómico según Amenya et al., 2005.  Por lo tanto, se realizó 

la validación a partir de ADN genómico de An. albimanus.   

 

     Las secuencias nucleotídicas de los clones CYP6 y CYP9 de An. albimanus obtenidas 

fueron editadas y comparadas con la base de datos de An. gambiae, An. funestus y An. 

minimus del GenBank (Ver Cuadro 8, anexos) mediante “Nucleotide BLAST”.  Se 

obtuvieron valores mayores al 50% para el rango de consulta e identidad máxima, lo cual 

indicaba similitud con genes de las familias CYP6 y CYP9 de otros anofelinos.  En el 

caso de los clones CA602 y CA611, fueron descartados del análisis por mala calidad de la 

secuencia, según el electroferograma (Ver Figura 34 y 37, anexos).
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     El “Nucleotide BLAST” realizado de los clones de D. melanogaster, indicó que estos 

no tenían homología con ningún citocromo reportado para esta especie.  Por lo que se 

cree, que estos iniciadores degenerados no fueron aptos para amplificar la familia CYP6 y 

CYP9 a nivel de orden como se esperaba, ya que estos fueron diseñados con base a 

secuencias del mosquito An. gambiae y pudieron amplificar otros genes.  La elección de 

este insecto, se basó en que fue utilizado para la validación in silico tanto para la familia 

CYP6 y CYP9 y era el que estaba más al alcance.  Se realizó un “Nucleotide BLAST” de 

los iniciadores degenerados de la familia CYP6 y CYP9 contra secuencias de ADNc de 

citocromos CYP6 y CYP9 de D. melanogaster (Ver Cuadro 9 y 10, anexos).  Los 

resultados indicaron que los iniciadores degenerados no se hibridizaron completamente, 

en algunos casos solo se hibridizó el iniciador “Forward” o el “Reverse”, y otros donde 

no se hibridizó ninguno.  Esto confirma que los iniciadores no amplificarían en D. 

melanogaster y por tanto sugieren que no serían útiles a nivel de orden.          

  

     Debido a que la identidad de los citocromos P450 se establece con base al porcentaje 

de similitud de aminoácidos, se realizó un “BLASTX” de los clones CYP6 y CYP9 (Ver 

Cuadro 4, resultados).  Éste reveló que los clones tenían un porcentaje de similitud de 

aminoácidos mayor al 60% con los citocromos homólogos.  Según el sistema de 

nomenclatura de los citocromos P450, los citocromos de una misma familia muestran un 

porcentaje de similitud de aminoácidos mayor al 40% y los de una misma subfamilia 

mayor al 55% (Nelson et. al., 1996).  Por lo tanto, se puede decir que se obtuvieron 

secuencias parciales de 2 genes de la familia CYP6 (subfamilia P y M) y 2 de la familia 

CYP9 (subfamilia M y J) en An. albimanus.  Aunque, esto no significa que solo estas 

subfamilias y genes existan en An. albimanus ya que aún  hay clones de An. albimanus 

pendientes de secuenciar.  También se ha pensado, que la optimización pudo haber 

eliminado otros citocromos ya que las condiciones de amplificación presentaron 

preferencia por los citocromos identificados en el presente trabajo. 

 

     La longitud promedio de las secuencia de aminoácidos de los clones CYP6 fue de 130 

aminoácidos y para los clones CYP9 fue de 257 aminoácidos, lo cual  corresponde a la 

cuarta parte del tamaño total de aminoácidos de genes de la familia CYP6 y la mitad para 
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la familia CYP9 (Ver Cuadro 4, resultados).  Sin embargo, la longitud de aminoácidos del 

clon CA904 fue de 75 aminoácidos.  Al comparar la longitud de la secuencia de ADN 

genómico del clon CA904 con los resultados de la confirmación del inserto en cada clon 

(Ver Figura 32, anexos), éste debería tener un tamaño de 700pb aproximadamente dando 

una longitud de aminoácidos parecida a los otros clones CYP9.  Esto probablemente sea 

el resultado de la degradación de la muestra de ADN del clon CA904 antes de la 

secuenciación, por lo que se debería volver a extraer el plásmido del clon y secuenciarlo 

nuevamente para corroborar los resultados de este clon.     

      

     Seguidamente, se realizaron alineamientos de las secuencias de aminoácidos de los 

clones CYP6 y CYP9 de An. albimanus.  De los tres dominios altamente conservados en 

la familia de citocromo P450 (Werck-Reichart y Feyereisen, 2000), se identificó el de la 

región de unión al grupo hemo y hélice K (Ver Figura 24 y 25, resultados).  El domino 

EXXR identificado en los clones CYP6 está involucrado en la estabilización de la 

estructura base de los citocromos P450 y sitio de transferencia de protones al grupo hemo.  

Otro domino identificado fue PERF, el cual puede variar en PSRF, PDNF y PQRW 

(Nelson, 2004).  En los clones CYP6 se identificó PERF y la variación PDRF 

(identificada en An. funestus por Amenya et. al., 2005).  Este dominio se caracteriza por 

ser la firma del clado 3, al que pertenecen la familia CYP6 y CYP9. 

   

     En el caso de los clones CYP9 solo se identificó la parte ET del dominio ETLR (Ver 

Figura 25, resultados).  En An. funestus, el dominio ETLR fue acortado a ETL (Amenya 

et al., 2005).  Esto probablemente pudo ser efecto de los iniciadores degenerados y no de 

que el domino altamente conservado haya sido acortado.  Para confirmar los resultados, 

es necesario obtener la secuencia completa de la región C terminal de los clones CYP9.      

 

    El alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los clones CYP6 de An. 

albimanus (Ver Figura 24 y 25, resultados) indicó que los clones CA601, CA612, CA613 

y CA615 son idénticas entre sí, y por tanto corresponden a la misma región del gen.  En 

cambio, los clones CA603 y CA610 muestran alta similitud entre ellos pero difieren en un 

aminoácido.  Esta variación en un solo aminoácido entre estos clones indica que pueden 
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ser alelos del mismo gen.  Al analizar los electroferogramas de estos clones, se determinó 

que no fue un error de lectura del secuenciador lo que respalda la teoría de variación 

alélica.  También, se identificó una región no homóloga en los clones CYP6 (CA603 y 

CA610) la cual puede ser resultado de un intrón ya que se amplificó a partir de ADN 

genómico.  Aunque, es necesario obtener las secuencias de ADNc de estos genes de An. 

albimanus para poder establecer la presencia de intrones.             

 

     Finalmente, se estableció la relación de los genes de citocromo P450 entre An. 

albimanus y An. gambiae por análisis filogenético molecular.  La filogenia de mosquitos 

del género Anopheles ha sido muy poco estudiada, debido a que no se ha secuenciado el 

genoma de todas las especies que lo conforman (excepción de An. gambiae).  Se han 

realizado análisis filogenéticos con base a secuencias de ADN mitocondrial y ribosomal 

(Sallum et al., 2002) y características morfológicas (Sallum et al., 2000; Harbach y 

Kitching, 2005) de diferentes especies del genero de Anopheles.  Estos ubican a An. 

albimanus en el subgénero Nyssorhynchus el cual está separado del subgénero Cellia (An. 

gambiae y An. funestus) por 2 subgéneros.  Amenya et al. (2005) reportó que existía una 

alta similitud y baja divergencia entre los genes de la familia CYP4, CYP6 y CYP9 de 

citocromo P450 entre An. gambiae y An. funestus.          

 

     Los árboles filogenéticos generados en este estudio de los genes de la familia CYP6 y 

CYP9 de An. albimanus y An. gambiae (Ver Figura 26 y 27, resultados) reveló que había 

similitud entre estos por lo que se consideraron genes ortólogos.  Los valores bootstrap de 

100 para los genes ortólogos, indicaron que la divergencia entre los genes en las dos 

especies fue baja a pesar que estas dos especies están separadas geográficamente.  Lo cual 

hace pensar, que estos genes a nivel de género se han conservado y por lo tanto estos 

mismos iniciadores podrían utilizarse para amplificar genes de la familia CYP6 y CYP9 

en otros vectores de la malaria.   

 

     Adicionalmente, se propusieron iniciadores “Forward” degenerados a partir de 

regiones conservadas de aminoácidos de las secuencias parciales de los citocromos de las 

familias CYP6 y CYP9 amplificados en An. albimanus (Ver Cuadro 5, resultados).  Se 
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planea utilizar estos iniciadores “Forward” en conjunto con un iniciador oligo d(T), para 

amplificar la región C terminal de los citocromos P450.  Lo cual permitirá amplificar una 

mayor región y diversidad de citocromos de estas familias en An. albimanus.               
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

     Se lograron amplificar genes de la subfamilia P y M para la familia CYP6 y subfamilia 

M y J para la familia CYP9 de citocromo P450 en An. albimanus utilizando los 

iniciadores degenerados publicados por Amenya et al. (2005) y modificados por Ramírez 

(2009). 

 

     Se generó una biblioteca genómica de los genes de las familias de citocromo P450 

CYP6 y CYP9 amplificados en An. albimanus. 

 

     Se estableció que los genes de las familias CYP6 y CYP9 de An. albimanus son 

ortólogos a los genes de An. gambiae. 

 

     Se comprobó que los iniciadores degenerados se pueden utilizar para amplificar genes 

de las familias de citocromo P450 CYP6 y CYP9 en otros vectores de la malaria, como 

An. albimanus a partir de ADN genómico.  

 

     Se recomienda secuenciar la reacción “Reverse” de los clones CYP6 y CYP9 de An. 

albimanus analizadas.  También, se recomienda secuenciar los clones restantes para 

determinar la identidad de éstos. 

 

     Se recomienda amplificar los genes de las familias de citocromo P450 CYP6 y CYP9 

de An. albimanus a partir de ARN para obtener la secuencia del gen funcional (ADNc) y 

establecer presencia de intrones. 

 

     Se recomienda validar in silico los iniciadores “Forward” degenerados propuestos para 

la familia CYP6 y CYP9 de An. albimanus.  
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VII. ANEXOS 
 

A. Optimización de las condiciones de amplificación del PCR genómico de 

la familia CYP6 y CYP9 

 

     La amplificación de las familias CYP6 y CYP9 se realizó a partir de ADN genómico, 

para esto se realizó la extracción del material genético de An. albimanus y D. 

melanogaster.  La concentración y pureza del ADN para An. albimanus fue 53.45ug/mL y 

1.97, para D. melanogaster fue 63.45ug/mL y 1.52.  Posteriormente, se realizó la 

optimización de la amplificación modificando las condiciones de concentración de ADN 

y la temperatura de alineamiento de los iniciadores degenerados.  Primero, se realizó la 

amplificación a una temperatura de alineamiento de 50°C utilizando diferentes 

concentraciones de ADN (muestra no diluida, dilución 1/5 y dilución 1/10).  En este caso, 

la amplificación fue eficiente en la dilución 1/10 de ADN tanto de An. albimanus y D. 

melanogaster para la familia CYP6 y CYP9, aunque la amplificación aún era 

inespecífica.   

 

     Por lo tanto, se procedió a optimizar la temperatura de alineamiento para mejorar la 

especificidad de los iniciadores degenerados.  La optimización consistió en realizar 

amplificaciones de las familias CYP6 y CYP9 a 50°C, 53°C, 55°C, 58°C y 60°C (Figura 

28 y 29).  Según los resultados obtenidos de cada amplificación, sí se amplificó para la 

familia CYP6 en todas las temperaturas.  Sin embargo, no se amplificó para la familia 

CYP9 a una temperatura mayor de 55°C.  En el caso de D. melanogaster, se amplificaba 

una banda similar a la de An. albimanus a una temperatura mayor a 55°C.  No se sabía sí 

esta banda correspondía a la familia CYP6 con un menor tamaño o sí se trataba de otro 

gen.  Por estas razones, la temperatura de 55°C fue la más eficiente y específica para la 

familia CYP6 y CYP9. 
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Figura 28. Optimización de la amplificación de la familia CYP6 de An. albimanus y D. 

melanogaster a diferentes temperaturas.  Escalera 100pb DNA Ladder II (Gene Choice), 

A: An. albimanus y D: D. melanogaster. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Optimización de la amplificación de la familia CYP9 de An. albimanus y D. 

melanogaster a diferentes temperaturas.  Escalera 100pb DNA Ladder II (Gene Choice), 

A: An. albimanus y D: D. melanogaster. 
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B. Clones de la familia CYP6 y CYP9 

 

Cuadro 6. Clones de An. albimanus. 

 

 

Cuadro 7. Clones de D. melanogaster. 

Clones CYP 6 Clones CYP9 

CD601 CD901 

CD602 CD902 

 

C. Verificación de inserto en el plásmido de los clones CYP6 y CYP9 

 

     En los clones CYP6 de An. albimanus se amplificaron insertos entre 400 a 500pb y 

para D. melanogaster de 400 a 600pb (Figura 30 y 31).  En el caso de los clones CYP9 de 

An. albimanus fueron amplificados insertos de 700 a 800pb, aunque el clon CA901 y 

CA908 amplificaron insertos mayores a 800pb (Figura 32).  En cambio, los clones CYP9 

de D. melanogaster amplificaron insertos de 1000pb. 

 

 

 

 

 

Clones CYP6 Clones CYP9 

CA601 CA901 

CA602 CA902 

CA603 CA903 

CA604 CA904 

CA605 CA905 

CA606 CA906 

CA607 CA907 

CA608 CA908 

CA609 CA909 

CA610 CA910 

CA611 

CA612 

CA613 

CA614 

CA615 
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Figura 30. Insertos de los plásmidos de los clones CYP6 de An. albimanus.  Escalera 

100pb DNA Ladder II (Gene Choice), A: An. albimanus, C: Clon y 6: familia CYP6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Insertos de los plásmidos de los clones CYP6 de An. albimanus y D. 

melanogaster.  Escalera 100pb DNA Ladder II (Gene Choice), A: An. albimanus, C: 

Clon, 6: familia CYP6 y D: D. melanogaster. 
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Figura 32. Insertos de los plásmidos de los clones CYP9 de An. albimanus y D. 

melanogaster.  Escalera 100pb DNA Ladder II (Gene Choice), A: An. albimanus, C: 

Clon, 9: familia CYP9 y D: D. melanogaster. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D. Secuenciación de los clones CYP6 y CYP9 

 

     La secuenciación de los clones CYP6 y CYP9 de An. albimanus y D. melanogaster 

dio como resultado electroferogramas.  De la Figura 33 a la 45, se presentan una parte de 

los electroferogramas de los clones secuenciados. 

 

Figura 33. Electroferograma del clon CA601 de An. albimanus. 
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Figura 34. Electroferograma del clon CA602 de An. albimanus. 
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Figura 35. Electroferograma del clon CA603 de An. albimanus. 

 

 

 

 

Figura 36. Electroferograma del clon CA610 de An. albimanus. 
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Figura 37. Electroferograma del clon CA611 de An. albimanus. 

 

 

 

 

Figura 38. Electroferograma del clon CA612 de An. albimanus. 
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Figura 39. Electroferograma del clon CA613 de An. albimanus. 

 

 

 

Figura 40. Electroferograma del clon CA615 de An. albimanus. 
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Figura 41. Electroferograma del clon CA904 de An. albimanus. 
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Figura 42. Electroferograma del clon CA906 de An. albimanus. 

 

 

 

 

  

Figura 43. Electroferograma del clon CA909 de An. albimanus. 
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Figura 44. Electroferograma del clon CD601 de D. melanogaster. 
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Figura 45. Electroferograma del clon CD602 de D. melanogaster. 

 

 

 

 

E. Análisis de los clones CYP6 y CYP9 de An. albimanus y D. 

melanogaster a nivel de ADN 

 

     Las secuencias de ADN genómico obtenidas de los clones CYP6 y CYP9 fueron 

editadas (Figura 46 a la 56) para eliminar contaminación por el vector pUC19 mediante la 

herramienta VecScreen.  

 

Figura 46. Secuencia de ADN genómico del clon CA601 sin vector pUC19. 
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Figura 47. Secuencia de ADN genómico del clon CA603 sin vector pUC19. 

 
 

Figura 48. Secuencia de ADN genómico del clon CA610 sin vector pUC19. 

 

 

Figura 49. Secuencia de ADN genómico del clon CA612 sin vector pUC19. 

 

 

Figura 50. Secuencia de ADN genómico del clon CA613 sin vector pUC19. 
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Figura 51. Secuencia de ADN genómico del clon CA615 sin vector pUC19. 

 

 

Figura 52. Secuencia de ADN genómico del clon CA904 sin vector pUC19. 

 

 

Figura 53. Secuencia de ADN genómico del clon CA906 sin vector pUC19. 
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Figura 54. Secuencia de ADN genómico del clon CA909 sin vector pUC19. 

 
 

Figura 55. Secuencia de ADN genómico del clon CD601 sin vector pUC19. 

 

 

Figura 56. Secuencia de ADN genómico del clon CD602 sin vector pUC19. 

 

 

     Las secuencias de ADN genómico editadas de los clones CYP6 y CYP9 fueron 

comparadas contra la base de datos de An. gambiae, An. funestus y An. minimus del 

GenBank, mediante la herramienta “Nucleotide BLAST” optimizada para “More 

dissimilar sequences”.  Los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 7.  Los 

resultados presentados en el Cuadro 7, no incluyen a los clones CD601 y CD602 debido a 
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que no tuvieron homología con algún citocromo P450 de la familia CYP6 y CYP9 de D. 

melanogaster.   

 

Cuadro 8. Análisis “BLAST” de las secuencias de ADN genómico de los clones CYP6 y 

CYP9 de An. albimanus. 

Clon Tamaño 

(pb) 

Número de 

acceso* 

Citocromo 

homólogo 

Rango de 

consulta (%) 

Valor E Identidad 

máxima (%) 

CA601 440 AY028785.1 

AY987358.1 

AY128947.1 

CYP6P1 (g
a
) 

CYP6P2 (f
b
) 

CYP6P6 (m
c
) 

78 

100 

98 

2e-41 

6e-39 

4e-41 

80 

67 

70 

CA603 454 AY193730.1 

AY729660.1 

CYP6M3 (g) 

CYP6M8 (f) 

81 

52 

6e-41 

4e-42 

75 

75 

CA610 454 AY193730.1 

AY729660.1 

CYP6M3 (g) 

CYP6M8 (f) 

80 

52 

6e-41 

7e-45 

75 

76 

CA612 437 AY028785.1 

AY987358.1 

AY128947.1 

CYP6P1 (g) 

CYP6P2 (f) 

CYP6P6 (m) 

78 

100 

99 

1e-41 

2e-38 

2e-39 

79 

67 

69 

CA613 437 AY028785.1 

AY987358.1 

AY128947.1 

CYP6P1 (g) 

CYP6P2 (f) 

CYP6P6 (m) 

78 

99 

99 

1e-41 

8e-38 

2e-39 

79 

67 

69 

CA615 440 AY028785.1 

AY987352.1 

AY128947.1 

CYP6P1 (g) 

CYP6P1 (f) 

CYP6P6 (m) 

79 

100 

100 

1e-41 

5e-34 

2e-39 

78 

68 

69 

CA904 237 AY748851.1 CYP9M2 (g) 95 8e-47 78 

CA906 759 AY729666.1 CYP9M3 (f) 99 5e-24 63 

CA909 787 AY729663.1 CYP9J12 (f) 85 2e-73 69 

*Número de acceso obtenido del GenBank. 

a: An. gambiae  

b: An. funestus 

c: An. minimus  

 

     Los iniciadores degenerados para la familia CYP6 y CYP9 fueron  alineados contra los 

citocromos de D. melanogaster utilizados en la validación in silico por Ramírez (2009) 

mediante la herramienta “Nucleotide BLAST” optimizada para “More dissimilar 

sequences”.  Para esto, se obtuvieron las secuencias de ADNc de los citocromos CYP6G1 

(AY081960.1), CYP6A2 (NM_078904.1), CYP6A8 (NM_079025.4), CYP9C1 

(NM_079126.2) y CYP9B1 (NM_078921.3) de D. melanogaster.  Los resultados se 

presentan en el Cuadro 8 y 9. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13660726?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PUYCA51V016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68137334?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PZJTF7AT01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22795026?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PZP1X0DS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/29027553?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=PS05ENYP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/55975431?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PZKHWN9C01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/29027553?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=PS05ENYP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/55975431?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PZKHWN9C01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13660726?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PUYCA51V016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68137334?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PZJTF7AT01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22795026?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PZP1X0DS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13660726?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PUYCA51V016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68137334?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PZJTF7AT01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22795026?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PZP1X0DS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13660726?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PUYCA51V016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68137322?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PZMUDB2H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22795026?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PZP1X0DS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/53988216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PS0KXBN7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/55975443?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PZN9SWKR01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/55975437?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PZNHJ6PG014
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Cuadro 9. Análisis de los iniciadores degenerados para la familia CYP6 contra los 

citocromos de D. melanogaster. 

Citocromo P450 Iniciador “Forward” Iniciador “Reverse” 

CYP6G1 Hibridación de 9 bases No hubo hibridación 

CYP6A2 No hubo hibridación Hibridación de 8 bases 

CYP6A8 No hubo hibridación No hubo hibridación 

 

Cuadro 10. Análisis de los iniciadores degenerados para la familia CYP9 contra los 

citocromos de D. melanogaster. 

Citocromo P450 Iniciador “Forward” Iniciador “Reverse” 

CYP9B1 No hubo hibridación No hubo hibridación 

CYP9C1 Hibridación de 5 bases No hubo hibridación 
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F. Análisis filogenético de los clones CYP6 y CYP9 de An. albimanus a 

nivel de aminoácido 

 

     El primer paso en el análisis filogenético fue realizar los alineamientos de las 

secuencias de aminoácidos de los clones CYP6 y CYP9 con sus citocromos homólogos 

de An. gambiae mediante ClustalW2 (Figura 57 y 58). 

 

Figura 57. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los clones CYP6 de An. 

albimanus y sus citocromos homólogos de An. gambiae.  Los residuos similares y 

altamente conservados están señalados por dos puntos y asteriscos. 
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Figura 58. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los clones CYP9 de An. 

albimanus con sus citocromos homólogos de An. gambiae.  Los residuos similares y 

altamente conservados están señalados por dos puntos y asteriscos. 

 


