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RESUMEN 
 

La malaria es una enfermedad causada por el parásito del género Plasmodium spp, el cual es 

trasmitido por la picadura de mosquitos del género Anopheles spp (vector). Se caracteriza por prevalecer 

en zonas tropicales y con bajos índices de desarrollo, como África y América Latina. Es causante de la 

muerte de, por lo menos, 1 millón de personas al año, representado una carga para la economía y sistema 

de salud global (WHO, 2016a). Debido a su incidencia, se han desarrollado múltiples estrategias para 

prevenir, controlar y eliminar la malaria. Los enfoques se han dirigido al control del mosquito, utilizando 

principalmente medidas químicas que consisten en el uso de insecticidas de diferentes familias, como 

por ejemplo piretroides (World Health Organization, 2015a). A pesar del impacto positivo que dicha 

medida significó para el combate contra la malaria, actualmente se reporta el surgimiento de resistencia 

contra, al menos, un insecticida en el 62% de los países endémicos de malaria (Hemingway y Ranson, 

2000). Esto ha llevado al desarrollo de diversos estudios, donde recientemente se ha comprobado que la 

microbiota bacteriana del tracto digestivo se encuentra implicada en el desarrollo de resistencia a 

insecticidas (Nkya et al., 2014; Dada et al., 2018). No obstante, a pesar de este descubrimiento, no se 

conoce cómo los factores ambientales a los que se expone el vector influencian el moldeamiento de una 

microbiota bacteriana potencialmente detoxificante. Por ende, la presente investigación surge por la 

necesidad de entender cómo la microbiota del tracto digestivo de hembras adultas Anopheles albimanus, 

género poco estudiado, se ve influenciada a la exposición constante, variante y nula del insecticida 

deltametrina. Evaluando, a partir de los resultados, la posibilidad de que la microbiota bacteriana del 

tracto digestivo de An. albimanus posea un rol en el establecimiento de la resistencia. 

 

El objetivo principal de la investigación fue identificar y analizar la diversidad de la microbiota 

bacteriana del tracto digestivo en y entre tres grupos de estudio: hembras adultas An. albimanus de 

campo, colectadas en las localidades El Terrero y Las Cruces, hembras adultas An. albimanus 

susceptibles a deltametrina y hembras adultas An. albimanus resistentes a deltametrina. Para esto se 

empleó una metodología que consistió en cinco pasos principales. El primer paso se basó en la crianza 

de los tres grupos de estudio, la cual se llevó a cabo bajo condiciones ambientales controladas en las 

instalaciones del insectario del Centro de Estudios en Salud. El segundo paso dío inicio en el momento 

en el que las larvas empuparon, en ese punto las pupas fueron sexadas, tomando las hembras de tres días 

de edad adulta para ser disectadas y así obtener el tracto digestivo. Se obtuvo alrededor de 15 a 20 tractos 

digestivos por grupo de estudio. Con el tejido biológico de partida disponible, se procedió al tercer paso, 

extracción de ADN genómico con DNAzol®, trabajando cada tejido por individual. El procedimiento de 

extracción fue optimizado en la fase de lisis y precipitación de ADN. El material genético resultante fue 

enviado al Laboratorio Nacional de Lawrence Berkeley (California, Estados Unidos). En el cuarto paso, 

se procedió a la amplificación y secuenciación de última generación de la región hipervariable V3 - V4 
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del gen 16S ARN ribosomal. Por último, quinto paso, las secuencias obtenidas fueron tratadas y 

analizadas empelando los paquetes bioinformáticos Clustal Omega, USEARCH y QIIME I. La 

composición de la microbiota bacteriana del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus fue 

representada a través de gráficos de abundancia relativa, mientras que el enfoque ecológico fue abordado 

empleando análisis de diversidad alfa y diversidad beta. 

 

Los resultados obtenidos demostraron que la microbiota bacteriana presente en las cepas de 

laboratorio, cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a deltametrina, presentan una estructura 

similar. Se comprobó, estadísticamente, que únicamente el género Burkholderia – Paraburkholderia 

presentó una diferencia significativa en cuanto a la abundancia relativa entre la cepa resistente y la cepa 

susceptible a deltametrina. Lo cual se atribuyó a la representatividad de dicho género en la cepa 

resistente. En cuanto a las muestras de campo, se observó una variación en la composición de la 

microbiota según el sitio de crianza. Las muestras recolectadas en El Terrero mostraron una microbiota 

dominada por Elizabethkingia; mientras que las muestras recolectadas en Las Cruces mostraron una 

microbiota con estructura similar a la observada en las cepas de laboratorio. En tanto, al realizar los 

análisis ecológicos, se mostró que la composición del microbioma bacteriano entre las muestras de campo 

y las cepas de laboratorio no mostro una variación significativa al evaluar la diversidad alfa. Sin embargo, 

al determinar la diversidad beta mediante el método UniFrac repesado, se identificó que el 45% de la 

variación significativa se debía al grado de recambio filogenético entre los géneros bacterianos presentes 

en la microbiota de las muestras de campo y los géneros bacterianos presentes en la microbiota de las 

cepas de laboratorio. Resultados que demuestran la influencia directa del sitio de crianza, el ecosistema 

de interacción dinámica entre raíces de plantas y microorganismos, en el moldeamiento del microbioma 

bacteriano del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus. 

 



 
 

1 
 

I. INTRODUCCIÓN 
 

La malaria es una enfermedad potencialmente mortal, sin embargo tratable, que predomina en las 

áreas con altos porcentajes de humedad y altas temperaturas, como las regiones subtropicales y tropicales 

(CDC - Centers for Disease Control, 2016). El agente causal de la malaria es el parásito del género 

Plasmodium spp., el cual es transmitido de persona a persona por la picadura de los mosquitos hembra 

del género Anopheles spp (vector) (Sokhna et al., 2013). La incidencia es mayor en los países más pobres 

del mundo, debido a la falta de recursos para tratar los casos emergentes y establecer un sistema de 

vigilancia, siendo el continente africano y países de Latino América los más afectados (Unicef, 2000). 

La población más vulnerable a contraer dicha enfermedad son los niños menores de 5 años, mujeres 

embarazadas y personas inmunosuprimidas. No obstante, cualquier persona que se encuentre en un área 

endémica de malaria posee altas probabilidades de contraerla (Cibulskis et al., 2016). 

 

Los mecanismos de control que se han implementado en las últimas décadas se han enfocado en el 

control del vector. Múltiples estrategias han sido desarrolladas para poder lograr establecer una línea 

primaria de interrupción de la transmisión, siendo los principales métodos: control biológico, control 

ambiental y control químico. El método químico es el más implementado, debido a su inmediata 

efectividad y bajo costo, en estrategias como RRI (rociado residual intradomiciliar) e impregnación de 

mosquiteros con insecticidas alta duración (LLINs, por sus siglas en inglés) (World Health Organization, 

2015a). Los insecticidas que generalmente son empelados son aquellos que poseen una acción insecticida 

prolongada y al mismo tiempo una toxicidad baja hacia humanos y animales, como lo es el caso de los 

insecticidas de la familia de los piretroides, principalmente deltametrina (Rozendaal, 1997; Ortiz-Pérez 

et al., 2005). 

 

A pesar de la eficacia del método químico, su uso excesivo ha llevado al surgimiento de resistencia 

de parte de los anofelinos, lo que ha generado que el control de vector en los últimos años sea un reto 

(Organización Panamericana de la Salud, 2017a). Los mecanismos responsables de la amplia distribución 

de la resistencia son principalmente de dos tipos: cambios en el sitio objetivo del insecticida y aumento 

en la producción de enzimas metabólicas capaces de degradar el insecticida (Hemingway y Ranson, 

2000). Sin embargo, existen otros mecanismos como cambio de comportamiento y reducción de la 

absorción o penetración del insecticida, que han contribuido a la prevalencia de la resistencia (Awolola 

et al., 2009). Dentro de los mecanismos de reducción de la absorción o penetración del insecticida se ha 

inferido que, modificaciones en la microbiota bacteriana, contribuyen a que la capacidad de absorción 

del insecticida sea reducida (Nkya et al., 2014; Dada et al., 2018). 
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La microbiota ha sido uno de los temas más estudiados, desde el descubrimiento de la interacción 

interdependiente que logran consolidar en el organismo en el cual se establecen. (Behar et al., 2008; Cho 

y Blaser, 2012; Shreiner et al., 2015). En consecuencia, se ha encontrado que cuando el hospedero se 

encuentra expuesto a factores de estrés, la microbiota contribuye a la selección o desarrollo de 

características que aseguran la adaptación y supervivencia del hospedero. Se ha demostrado, en plagas 

agrícolas, que dentro de la microbiota bacteriana existen microorganismos capaces de catabolizar el 

insecticida. Llevando a una reducción significativa en la permeabilidad de los compuestos químicos 

activos en el tracto digestivo y, en consecuencia, a que el hospedero sea menos susceptible a los efectos 

tóxicos y genere tolerancia (Kikuchi et al., 2012; Almeida et al., 2017). Recientemente se encontró que 

en la microbiota bacteriana de una cepa de An. albimanus resistente a fenitrotión, Klebsiella pneumoniae 

era el microorganismo predomínate. Especie que posee la capacidad de metabolizar organofosfatos 

(Dada et al., 2018). Dichos hallazgos han dado la pauta para inferir que, cuando el hospedero se encuentra 

expuesto a concentraciones constantes y elevadas de insecticidas, los simbiontes juegan un papel en la 

mediación de la resistencia. 

 

Actualmente se conoce poca información de cómo la microbiota de vectores de enfermedades, como 

anofelinos, varía y se adapta a diferentes condiciones ambientales. Lo cual es el primer paso para diseñar 

estudios que se enfoquen en determinar cómo la microbiota bacteriana del tracto digestivo de anofelinos 

posee un rol en la detoxificación de dosis letales de insecticidas. Por lo tanto, en esta investigación se 

buscó identificar y evaluar la diversidad de la microbiota bacteriana del tracto digestivo de una muestra 

de campo y dos cepas de laboratorio, una susceptible y una resistente a deltametrina, de hembras An. 

albimanus adultas. A través de un enfoque molecular, basado en la amplificación, secuenciación de 

última generación y análisis bioinformático de la región hipervariable V3 - V4 del gen 16S ARNr 

ribosomal; gen que al estar presente en todas las bacterias y sufrir pocas variaciones a través del tiempo 

es cosiderado el cronómetro evolutivo ideal para describir, bajo un enfoque filogenético, la composición 

de la microbiota bacteriana a nivel de género (Janda y Abbott, 2007).
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II. OBJETIVOS  
 

A. General 

 
Identificar y analizar la diversidad de la microbiota bacteriana del tracto digestivo en y entre 

muestras de campo y dos cepas de laboratorio, una susceptible y una resistente a deltametrina, de hembras 

adultas An. albimanus. 

 

B. Específicos 
 

1. Optimización del método de extracción empleado para el aislamiento de ADN genómico de la 

microbiota bacteriana del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus. 

 

2. Identificación de los taxones bacterianos que constituyen la microbiota del tracto digestivo de 

muestras de campo y dos cepas de laboratorio, una susceptible y una resistente a deltametrina, 

de hembras adultas An. albimanus. 

 

3. Caracterizar la diversidad bacteriana en la microbiota del tracto digestivo de muestras de campo 

y dos cepas de laboratorio, una susceptible y una resistente a deltametrina, de hembras adultas 

An. albimanus. 
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III. JUSTIFICACIÓN 
 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Organización Panamericana de la Salud 

(OPS), la malaria es uno de los principales problemas de salud pública a nivel mundial, ya que se 

encuentra distribuida en 100 países y territorios alrededor del mundo, especialmente en regiones pobres 

del área tropical y subtropical. Se estima que al año provoca alrededor de más de un millón de muertes, 

donde el grupo más vulnerable son los niños menores de 5 años (WHO, 2016b; Organización 

Panamericana de la Salud, 2017b). El impacto que esta enfermedad genera no únicamente es en la pérdida 

de vidas, sino también en pérdidas económicas que se ven reflejadas en el sistema de salud pública y en 

una marcada reducción de la producción económica (Shane, 2002). 

 

En Guatemala, según el Ministerio de Salud Pública y Asistencia Social, a nivel regional únicamente 

Totonicapán y Sacatepéquez no se consideran endémicos de malaria. De los 20 departamentos restantes, 

(en orden ascendente) Alta Verapáz, Santa Rosa e Izabla presentaron las tasas de incidencia más altas 

del último reporte realizado entre el 2015 y 2017 (Vásquez, 2016; Padilla, 2018). Dentro de la población 

total, la población indígena es la más afectada, especialmente aquella comprendida por menores de 15 

años. A pesar de que los casos han reducido un 75% del 2000 al 2017 (World Health Organization, 

2015b; Organización Panamericana de la Salud, 2017b), la malaria sigue siendo una enfermedad 

recurrente dentro de la población guatemalteca más vulnerable, fomentando la pobreza y aumentando la 

carga en el sector de salud. 

 

Debido al alto impacto que ha tenido la malaria, múltiples organizaciones han fomentado programas 

para reducir las tasas de transmisión, siendo una de las estrategias principales el control del vector: 

Anopheles spp. Las principales estrategias usadas alrededor del mundo y en Guatemala se han basado en 

el uso de insecticidas, en particular piretroides, los cuales han sido implementado mediante RRI he 

impregnación de LLINs (World Health Organization, 2015a; Organización Panamericana de la Salud, 

2017a). Sin embargo, el uso desmedido de insecticidas en el campo de la salud y agricultura, ha llevado 

a que se reporte resistencia a dichos químicos en las principales especies de vectores (WHO global 

malaria program, 2012), como  An. albimanus: vector de malaria en Guatemala (Lol et al., 2013). 

 

En respuesta al incremento de resistencia entre los vectores de malaria, se han fomentado una serie 

de acciones que se basan en el manejo integrado de vectores, donde se busca interrumpir o disminuir la 

transmisión de malaria a través de intervenciones que sean ambientalmente, ecológicamente, 

socialmente, políticamente y económicamente viables; donde la comprensión de los factores que afectan 

el desarrollo, comportamiento y distribución del vector juegan un rol principal para fomentar las bases
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de un programa efectivo para el control del vector (Beier et al., 2008; Juárez, 2013; World Health 

Organization, 2015c). 

 

Dentro de estos factores se encuentra la microbiota bacteriana del tracto digestivo, ya que se ha 

comprobado que esta influye en el desarrollo, comportamiento, nutrición, reproducción, adaptación y 

sistema inmune del mosquito (Pumpuni et al., 1996; Kikuchi et al., 2012; Osei-Poku et al., 2012; Ricci 

et al., 2012; Coon et al., 2014; Dada et al., 2018). Por tal razón, estudios donde la microbiota bacteriana 

del tracto digestivo de anofelinos sea evaluada en diferentes situaciones, ayudaría a describir 

ampliamente la composición de la microbiota de anofelinos. En el caso específico de este estudio, cuando 

An. albimanus se encuentra expuesto a entornos donde el insecticida está ausente, como lo es el caso de 

la cepa susceptible; presente de forma variable, como el caso de la muestra de campo; o de forma 

constante, como en la cepa resistente. Siendo posible, a partir de los resultados obtenidos, generar futuras 

investigaciones que permitan conjeturar hasta qué grado la microbiota de An. albimanus afecta los 

programas de control del vector y como pueden ser integrada para desarrollar estrategias que asistan la 

fase de pre-eliminación en la que Guatemala se encuentra (Kambris et al., 2010; Iturbe-Ormaetxe et al., 

2011; Ricci et al., 2012).
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IV. MARCO TEÓRICO 
 

A. Malaria  
 

1. Generalidades. La malaria fue reportada por primera vez hace 4,000 años. Los primeros 

síntomas fueron descritos en escrituras médicas Nei Chin de la China antigua. Pero no fue sino hasta que 

la malaria arribó a Roma, que se reportaron los síntomas y se describió que la posible causa de su 

aparición en la población rural se debía a un insecto, sin dar mayor especificación (CDC - Centers for 

Disease Control, 2016).  

 

Se cree que la malaria apareció en América debido a los exploradores y conquistadores colonos que 

eran portadores de Plasmodium malariae y P. vivax. En el caso de P. falciparum, se fundamenta que este 

fue importado al nuevo mundo por esclavos africanos inmunes al parásito, que luego sus descendientes 

colonos vulnerables lo importaron hacia América (Sherman, 1998). Para 1750, la malaria provocada por 

P. vivax y P. falciparum era común desde los trópicos de América Latina hasta el valle de Mississipi e 

Inglaterra (Arrow et al., 2004). Actualmente la malaria es una epidemia global, donde las condiciones 

de deforestación, cambios climáticos y pobreza ayudan a que su dispersión sea más fácil y  por lo tanto 

difícil de controlar (Laveran, 2000). 

 

a. Prevalencia. En el 2000 se reportaron 106 países y territorios con transmisión activa de malaria. 

A finales del 2016 dicho número descendió a 91. La causa de este gran cambio se debió a las múltiples 

acciones que se realizaron para controlar su transmisión desde los años 2000 (WHO, 2016a). A pesar de 

este notable progreso, la malaria sigue teniendo un impacto en regiones como América Latina, África, 

Oriente Próximo, Asia del Sur y Sur-Este Asiático (Figura 1) (WHO, 2016a), donde la pobreza y el 

sistema de salud ineficiente son los principales factores que provocan que las acciones de control y 

prevención que se aplican sean poco eficientes (Unicef, 2000).
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Figura 1. Países y regiones endémicas de malaria entre los años 2000 y 2016. 

Las regiones y países en azul se consideran endémicos de malaria; las regiones y países en verde 

han sido considerados no endémicos desde el 2016; las regiones y países en gris no aplican para el 

análisis; y las regiones y países sin marcar se consideran no endémicos desde el 2000.  

 

 

(WHO, 2016a) 

 

Cada año 500 millones de personas contraen malaria y alrededor de 3 millones mueren a causa de 

esta, en su mayoría niños menores de 5 años (Kokwaro, 2009).  A nivel mundial, se calcularon 212 

millones de casos de malaria en el 2015, siendo la mayor parte de las infecciones causadas por P. 

falciparum, responsable del 99% de las muertes; y P. vivax, responsable del 86% de las muertes fuera de 

África (WHO, 2016b). Entre el 2010 y 2015 se estimó que la tasa de mortalidad disminuyó un 40% en 

39 de los 91 países con transmisión de malaria activa. Sin embargo, se estima que alrededor del 40% de 

la población mundial está propensa a contraer malaria, debido a que millones de personas aún no tienen 

acceso a los servicios necesarios para prevenir y tratar dicha epidemia (WHO, 2016a). 

 

En el caso específico de América Latina, la malaria es endémica en 21 países con un estimado de 

427,000 casos por año, donde 69% de los casos de la región son causados por P. vivax y el 24% por P. 

falciparum. En el 2014 se reportaron 389,390 casos de malaria, de los cuales 87 resultaron en muertes, 

siendo Brasil (36.8%), Venezuela (23.3%) y Perú (16.6%) los países que representan el 76.7% de los 

casos de malaria en la región en el 2014, Figura 2. A pesar de que los casos reportados no son tan 

elevados, posiblemente por la recopilación de datos deficiente, actualmente en América Latina existen 

108 millones de personas que corren riesgo de contraer malaria, siendo los países en vías de desarrollo y 

con mayores índices de pobreza los más vulnerables (Cruz et al., 2013). 
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Figura 2. Mapa de la distribución de malaria en América Latina en el 2014 por índice de parasitemia anual 

(IPA). 

 

(Organización Panamericana de la Salud, 2014) 

 

Guatemala es un ejemplo de estos países, donde los casos de malaria poseen mayor incidencia en la 

costa del pacífico (Organización Panamericana de la Salud, 2014). Siendo la causa principal de la 

transmisión en dicha región, los hábitats idóneos que brindan las fincas agropecuarias y plantaciones de 

caña de azúcar para la formación de criaderos. Componente que, junto con las condiciones precarias en 

las que viven los trabajadores, forman un ambiente ideal para que la trasmisión de malaria sea activa 

(Organización Panamericana de la Salud, 2017a). 

 

A pesar de que la incidencia es mayor en la costa del pacífico, la malaria se considera endémica en 

20 de los 22 departamentos. Siendo las especies P. falciparum y P. vivax los responsables de que los 

índices de parasitismo anual se mantengan desde la reducción del 20.7% notificada en el 2014, Figura 3 

(Vásquez, 2016; Organización Panamericana de la Salud, 2017a). Se cree que uno de los factores que 

contribuye a las estadísticas mencionadas, es la migración constante de trabajadores agrícolas a las áreas 

endémicas en época de cosecha. Siendo las personas infectadas que regresan a sus regiones de origen, 

los que importan la malaria a áreas con bajo parasitismo. Hecho que, junto con la ineficacia en los 

sistemas de vigilancia, provocan que Guatemala aún se categorice como país endémico en la mayor parte 

de sus departamentos (Organización Panamericana de la Salud, 2017a). 
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Figura 3. Malaria por índice de parasitemia anual (IPA) en Guatemala para el año 2014. 

 

(Organización Panamericana de la Salud, 2014) 

 

2. Transmisión. La malaria es causada por un parásito protozoario del género Plasmodium spp., 

el cual es transmitido de persona a persona a través de la picadura de los mosquitos hembras del género 

Anopheles spp. (Sokhna et al., 2013). Las principales especies de parásitos son P. falciparum, P. 

malariae, P. ovale y P. viva; donde P. falciparum es la especie más prevalente y responsable de la mayor 

parte de muertes a nivel global (Arrow et al., 2004). 

 

La mayor tasa de transmisión sucede en regiones donde los patrones de lluvia son constantes y la 

temperatura y porcentaje de humedad son altos. Ya que brindan el clima ideal para que el ciclo de vida 

del vector se complete y, por ende, el parásito pueda completar su desarrollo. Igualmente el 

comportamiento de picadura con tendencia predominante hacia humanos, es otro factor que junto con el 

clima, contribuyen a aumentar las tasas de transmisión (WHO, 2016b). 

 

El ciclo de vida del parásito es complejo, pues involucra dos tipos de hospederos: humanos y 

mosquitos hembras del género Anopheles spp., Figura 4. Cuando un mosquito anofelino hembra 

infectada pica al hospedero humano en busca de sangre para alimentar a los huevos, inyecta los 

esporozoítos, iniciando el ciclo exo-eritrocítico. En el momento que los esporozoítos ingresan al torrente 

sanguíneo, se dirigen a las células del hígado, donde maduran a la etapa de trofozoítos y posteriormente 



10 
 

 
 

a la etapa de esquizonte, el cual se rompe liberando merozoitos. Luego de esta etapa inicial de replicación, 

los merozoitos inician una multiplicación asexual en los eritrocitos, dando inicio al ciclo eritrocítico, 

etapa responsable de la manifestación clínica de la enfermedad: fiebres recurrentes  (CDC - Centers for 

Disease Control, 2016). 

 

Los gametocitos macho (microgametocitos) y hembra (macrogametocitos) que, viajan en el torrente 

sanguíneo de la persona infectada, son ingeridos por el mosquito hembra anofelino durante la picadura. 

Una vez en el mosquito, en el intestino se inicia el ciclo esporogónico, donde los gametocitos se unen 

para crear cigotos. Los cigotos se vuelven motiles y alargados, siendo esta etapa conocida como 

ookinetes. Estos últimos invaden la pared del intestino del mosquito en donde se desarrollan a oocitos. 

Los oocitos crecen se rompen y liberan esporozoitos, los cuales viajan hasta las glándulas salivales del 

vector. La inoculación de los esporozoitos al humano, mediante la picadura del anofelino hembra 

infectado, perpetua el ciclo de vida del parásito (CDC - Centers for Disease Control, 2016). 

 

Figura 4. Ciclo de vida de Plasmodium spp., agente causal de malaria. 

 

(CDC - Centers for Disease Control, 2016) 
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3. Prevención. Debido a la constante incidencia de malaria, muchas entidades (como OMS) han 

lanzado programas para reducir los casos de malaria en los lugares endémicos (Kokwaro, 2009). Muchos 

de los programas que se han implementado han sido con el fin de informar a la población, desarrollar 

métodos de diagnóstico temprano, fortalecer el sistema de salud e impulsar inversiones en proyectos de 

control de la malaria, en especial en el control del vector (World Health Organization, 2015). 

 

La protección contra las picaduras de los mosquitos representa la primera línea de defensa contra la 

malaria (Coosemans y Carnevale, 1995). Por ese motivo el control del vector, mosquito hembra 

Anopheles spp., ha sido uno de los programas de prevención que han tenido mayor éxito en la 

erradicación y disminución de malaria en varias partes del mundo. En Guatemala los programas de 

control del vector se han implementado desde el 2011, con enfoque en los departamentos de Alta 

Verapaz, Escuintla, Petén y Zacapa (Lol et al., 2017). No obstante, el control de vector en los últimos 

años ha sido un reto, a causa del surgimiento de mecanismos de resistencia contra insecticidas, en 

especial por su aplicación intensiva en el área de la agricultura (Juárez, 2013; Organización Panamericana 

de la Salud, 2017a). 

 

B. Métodos de control vectorial 
 

Múltiples estrategias han sido desarrolladas para lograr implementar la línea primaria de 

interrupción de la transmisión, siendo los principales esfuerzos orientados al desarrollo de técnicas de 

control biológico, control ambiental y control químico. Abarcando el estadio adulto e inmaduro del 

mosquito (Rozendaal, 1997). 

 

1. Control biológico. El uso de organismos vivos y sus productos metabólicos (Ej. toxinas) 

como método de control vectorial, es conocido como control biológico. El objetivo principal de esta 

estrategia es reducir la densidad de anofelinos, sin alterar el ecosistema, evitando el desarrollo del estadio 

larval. Mediante el uso de organismos y microorganismos como bacterias, protozoarios, plantas, hongos 

y depredadores (Kamareddine, 2012). Esta estrategia permite adaptarse a la diversidad biológica y al 

comportamiento de aquellos anofelinos capaces de transmitir malaria. Lo que la hace una técnica flexible 

y no limitada a una única especie (Rozendaal, 1997). 

 

Las ventajas del control biológico son: la baja toxicidad en los humanos y el ecosistema, el bajo 

riesgo de desarrollar resistencia y el bajo costo de la aplicación y producción de los organismos 

mediadores (Abdul-Ghani et al., 2012). Sin embargo, esta estrategia de control no siempre puede ser 

normalizada y monitoreada para comprobar su efectividad. Debido a que diversas variables como el nivel 

de depredación de las larvas y la eficacia de liberación y acción directa de las toxinas; interfieren en la 

interacción entre el agente de control y la larva (Blanford et al., 2005). En consecuencia, los métodos de 

control biológico normalmente son viables cuando son combinados con métodos de gestión ambiental 

(Raghavendra et al., 2011).  
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2. Gestión ambiental. El medio ambiente juega un rol importante en el manejo y control de la 

trasmisión de malaria, ya que está estrechamente ligado con el desarrollo del vector. Distintos factores 

ambientales como el clima, topografía y manejo de las tierras por parte de los humanos influyen 

directamente en la abundancia del vector (Keiser et al., 2005). La gestión ambiental es una técnica 

económica que estudia e interviene en los ecosistemas donde el vector se desarrolla. Modificando 

ambientes acuáticos estancados o de poco movimiento, criaderos, que son puntos clave en el ciclo de 

vida de los anofelinos (Randell et al., 2010).  

 

La implementación de un sistema adecuado de control ambiental reduce efectivamente los criaderos 

de mosquitos, sin afectar el medio ambiente, lo que disminuye la propagación del vector y como 

consecuencia el contacto con el humano (Vais et al., 2001). No obstante, para que genere resultados 

requiere de la total integración y participación de la comunidad donde se implementa (Lindsay et al., 

2004). De modo que, debe ser ejecutada como parte de un conjunto de acciones integradas para el control 

del vector. Donde se combine con otras estrategias, como control químico, para reducir IPA en la región 

objetivo (Randell et al., 2010).  

 

3. Control químico. La aplicación de agentes químicos ha sido la principal herramienta para el 

control vectorial, desde el descubrimiento del Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT) (Raghavendra et al., 

2011). Durante muchos años el DDT fue utilizado como el primer agente químico activo para controlar 

la población de anofelinos. Sin embargo, debido a su toxicidad al ecosistema y humanos, se buscaron 

otras alternativas que tuvieran el mismo impacto. Como producto, surgió la aparición de la familia de los  

piretroides y los organofosforados (Rozendaal, 1997). 

 

Los piretroides y organofosforados han sido utilizados para controlar la transmisión de malaria en 

lugares endémicos, ya que son altamente efectivos. Las estrategias más empleadas han sido RRI, rociado 

espacial (RE) e impregnación de LLINs (World Health Organization, 2015a). Los fundamentos del RRI 

se apoyan en la aplicación de diversas fórmulas de insecticidas a superficies interiores. Con el fin de que, 

cuando el mosquito se repose dentro de la vivienda, absorba el insecticida y muera. Dicha técnica ha sido 

responsable de la marcada reducción en la incidencia de malaria, incluyendo  su eliminación en muchos 

países (Mabaso et al., 2004). 

 

A pesar de que el RRI es una de las estrategias con mayor efectividad, esta implica de inversión 

económica para que sea sostenible y viable. Puesto que requiere la adquisición de equipo y personal 

capacitado para implementarla. Por lo que en muchas áreas endémicas, la introducción de esta medida 

de prevención fue tardía (Sadasivaiah et al., 2007). La técnica RE fue una alternativa de emergencia, que 

logró detener epidemias y reducir rápidamente las poblaciones de mosquitos adultos. Durante el período 

donde el RRI empezaba su proceso de implementación. Esta técnica se basa en, mediante el 

calentamiento de insecticidas líquidos (Ej. piretroides sintéticos), formar una niebla de gotas finas que 

permite controlar la población de mosquitos adultos sin dejar residuos (World Health Organization - 

WHO, 2003). No obstante, esta únicamente es efectiva cuando se aplica en las horas de mayor actividad, 
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ya que a horas de baja actividad los mosquitos se encuentran en áreas donde el insecticida pulverizado 

no llega (Raghavendra et al., 2011). 

 

La principal función del control químico es generar una barrera que proteja a los humanos de los 

mosquitos. Por lo que el uso de LLINs (Ej. Olyset®), fue un método desarrollado como complemento 

del método de RRI y en respuesta al bajo impacto de la técnica de RE (World Health Organization, 

2015a). La utilización de LLINs permite formar una barrera física entre el humano y los mosquitos 

infectados. Disminuyendo las picaduras por mosquitos anofelinos hematófagos y eliminando al vector 

con el efecto residual del insecticida (Apinjoh et al., 2015). Características que hacen que los mosquiteros 

impregnados sean una técnica factible para el control del vector en poblaciones endémicas de malaria de 

bajos recursos (Welch y Fuster, 2012).  

 

En Guatemala el primer método de control químico fue RRI. Sin embargo, por información 

adquirida de forma oral de Norma Padilla – PhD, desde sus inicios este método no ha sido constante, 

realizándose esporádicamente sin abarcar todas las áreas afectadas. Siendo la última aplicación conocida 

a mediados del 2017 (Padilla, 2018). A pesar de esta inconsistencia, desde el 2011 se ha implementado 

de manera sistemática el uso de LLINs, principalmente en los departamentos de Petén, Alta Verapaz, 

Izabal, Zacapa y Escuintla. En consecuencia, la resistencia por departe de los vectores que se reporta en 

Guatemala se ha acreditado al uso de LLINs e insecticidas utilizados en el campo de la agricultura, 

específicamente de banano y azúcar (Lol et al., 2017).  

 

En general de la técnica utilizada, la efectividad del método de control químico implementado se 

basa en la composición química, dosis y concentración del insecticida. Donde la integración y educación 

de la población objetivo, influencia directamente en la duración y éxito del método aplicado (Rozendaal, 

1997). 

 

C. Insecticidas 
 

1. Insecticidas utilizados para el control de la malaria. A partir del descubrimiento de la 

capacidad de los compuestos químicos para el control del vector, múltiples clases de insecticidas han 

sido desarrollados, entre los cuales están organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides. 

Los principales mecanismos de acción de este grupo de insecticidas se dividen en la inhibición de la 

acetilcolinesterasa (carbamatos y organofosforados) y la disrupción del canal de sodio (piretroides y 

organoclorados), Figura 5. Siendo por lo tanto, el sistema nervioso del mosquito el principal sitio de 

acción (Turner et al., 2016). 

 

El grado de eficacia de estos agentes químicos depende de la concentración y duración de la 

capacidad del insecticida de permanecer activo y eliminar al vector. Dichas características son 

determinantes para asegurar que los compuestos activos de los insecticidas, al entrar en contacto con los 
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mosquitos, tengan mayor probabilidad de alcanzar su molécula objetivo y llevar a cabo su acción 

insecticida (World Health Organization, 2011). 

 

Figura 5. Sitios de acción de insecticidas sintéticos utilizados para el control vectorial. 

Los piretroides y DDT exhiben su efecto toxico al bloquear los canales de sodio, lo cual produce una 

respuesta neutralizadora inmediata. Por otro lado, los carbamatos y organofosforados inhiben la 

acetilcolinesterasa (AChE), bloqueando como resultado los impulsos nerviosos. ACh, acetilcolina; 

AChT, transportador; AcOH, ácido acético; ChT, trasportador de colina; Canal Vg-Na+, canal de sodio 

con voltaje; y kdr, “knock-down resistance”. 

 

(David et al., 2013) 

 

Diversas presentaciones de los diferentes grupos de compuestos químicos utilizados para la 

fabricación de insecticidas han sido elaboradas, permitiendo que estos sean aplicados como 

pulverizadores para RRI y como agentes activo de LLINs (Rozendaal, 1997). La amplia variedad con la 

que han sido utilizados e implementados para el control del vector ha ayudado a disminuir las tasas de 

trasmisión de malaria, siendo los organoclorados y piretroides los más ampliamente utilizados. 

Desafortunadamente su intenso uso ha causado repercusiones en el medio ambiente e incitado el 

desarrollo de resistencia a insecticidas (World Health Organization, 2013). 

 

2. Piretroides. Los insecticidas piretroides son los más utilizados para el control de la malaria, 

no solo por su bajo costo y toxicidad a mamíferos, sino también por su duración en la eficacia residual. 

Estos insecticidas han sido ampliamente utilizados en la agricultura y como pesticidas domésticos. 

Actualmente son aplicados en LLINs y forman la base de la mayor parte de programas de RRI (World 

Health Organization, 2013). 
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Los piretroides son insecticidas sintéticos estables en presencia de rayos UV, cuya estructura 

química es una adaptación de la estructura de las piretrinas de origen botánico (Elliott, 1989). Su 

mecanismo de acción va dirigido al sistema nervioso de los insectos, causando una parálisis nerviosa que 

lleva a la muerte del organismo. Esta acción se logra debido a la capacidad de los piretroides de unirse 

con alta selectividad a los canales de sodio. Lo que genera que el canal se mantenga abierto por mayor 

tiempo, causando un aumento en el impulso nervioso (Bass et al., 2007). 

 

Los piretroides pueden ser clasificados como: piretroides de tipo I y piretroides de tipo II. Aquellos 

que carecen del grupo ciano, grupo funcional que consta de un triple enlace entre carbono y nitrógeno, 

son clasificados como tipo I. Mientras que los que poseen grupo ciano en la posición α-bencílico son 

clasificados como tipo II, Figura 6 (Vais et al., 2001). Los piretroides tipo II suelen tener un efecto 

neurotóxico más prolongado y fuerte que los piretroides de tipo I. Debido a que los piretroides tipo II 

alargan por mayor tiempo la corriente de despolarización durante el potencial de acción. Permitiendo que 

el efecto de inactivación sea 50% mayor que los piretroides tipo I  (David et al., 2013).  

 

Figura 6. Estructuras y clasificación de los piretroides. 

 

(Choi y Soderlund, 2006) 

 

3. Deltametrina. La deltametrina es uno de los insecticidas más recomendados por la OMS para 

el control de la transmición de malaria. Puesto que es capaz de matar al insecto por contacto o digestión, 

sin ser tóxico para los humanos y animales acuáticos. Esto hace que este insecticida sintético, 

perteneciente al grupo de piretroides tipo II,  sea uno de los más utilizados para el control del vector y 

como insecticida de elección en la agricultura (Ortiz-Pérez et al., 2005).  

 

Al pertenecer al grupo de los piretroides, su modo de acción va dirigido al sistema nervioso de los 

insectos, específicamente a los canales de sodio. Dicho modo de acción es ideal para controlar la 

población de vectores y poder formar una barrera que reduzca los episodios de malaria en las regiones 
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endémicas (Vais et al., 2001). Por tales razones, la deltametrina ha sido excesivamente utilizada en los 

programas de control y agricultura. Lo que ha conducido al desarrollo de resistencia en las principales 

especies de anofelinos: An. gambiae, An. albimanus, An. coluzzi, An. funestus y An. arabiensis (World 

Health Organization, 2016).  

 

D. Mecanismos de resistencia a insecticidas en anofelinos  
 

La resistencia se define como la capacidad de un insecto de tolerar los efectos causados por los 

químicos activos de los insecticidas mediante mutaciones generadas a través de la selección natural 

(Karunamoorthi y Sabesan, 2013). La resistencia es una característica hereditaria que se basa en la 

genética tradicional, que resulta de la selección de una o varias modificaciones genéticas que ocurren 

cuando el mosquito es expuesto al insecticida (Corbel y N ’guessan, 2013). El uso excesivo de 

insecticidas, ha contribuido significativamente a la selección y prevalencia de la resistencia (WHO, 

2016a). 

 

Desde el 2010, reportes de la OMS han evidenciado el surgimiento de resistencia contra, al menos, 

un insecticida en el 62% de los países endémicos de malaria, Figura 7. Por lo que actualmente, ya existen 

mecanismos de resistencia para los cuatro tipos de insecticidas más empleados para el control del vector. 

Siendo los mecanismos responsables de la amplia distribución de la resistencia: cambios en el sitio 

objetivo del insecticida y metabólicos (Hemingway y Ranson, 2000). Sin embargo, existen otros 

mecanismos como cambio de comportamiento y reducción de la absorción o penetración del insecticida, 

que han contribuido a que la resistencia se vuelva difícil de controlar (Awolola et al., 2009).  

 

Figura 7. Clases de insecticidas, a nivel mundial, en los cuales se ha reportado resistencia. Datos recolectados en 

el año 2011. 

 

(World Health Organization - WHO, 2011) 

 



17 
 

 
 

Estos mecanismos de resistencia han emergido a causa de factores: biológicos, operacionales y 

genéticos (Ugurlu, 2012). Los factores biológicos se refieren a las condiciones bióticas y de 

comportamiento que los mosquitos manifiestan. Es decir, la cantidad de descendencia generada, 

migración, mecanismos de supervivencia, distribución y comportamiento reproductivo (Ej. polígama) 

(Martins et al., 2012). Cuando una población de mosquitos que no había sido expuesta a insecticidas es 

tratada con dichos químicos, los factores biológicos propios de la población cambian (Crowder et al., 

2008).  

 

El grado en el que este cambio sucede depende de la naturaleza del insecticida, concentraciones 

empleadas, modo de aplicación y frecuencia con la que se aplica. En otras palabras, de los factores 

operacionales (Crowder et al., 2008). Cualquier cambio en el comportamiento biológico, trae consigo 

consecuencias a nivel genético. Puesto que la expresión, frecuencia, número y dominancia de alelos se 

ven afectadas por los cambios biológicos efectuados en respuesta a la presión de selección generada por 

los químicos. Dando lugar a que genes de resistencia evolucionen, se transcriban y expresen (Georghiou 

y Taylor, 1977). 

 

1. Metabólicos. La resistencia metabólica es el mecanismo más complejo, debido a que es 

altamente dinámico y común en los insectos. Esta se basa en la síntesis de enzimas que son capaces de 

ayudar a que el insecto se desintoxique antes que el insecticida pueda actuar (Nkya et al., 2013). Estas 

enzimas normalmente son sobre expresadas o sufren de la sustitución de aminoácidos que potencia la 

afinidad de la enzima por el insecticida (Nardini et al., 2013). En el caso específico de los anofelinos, se 

ha comprobado que hay tres sistemas enzimáticos que son responsables de metabolizar insecticidas: 

monooxigenasas (Ej. citocromos P450), glutatión-S-transferasas y esterasas (Corbel y N’Guessan, 2013). 

 

Los Citocromos P450 son una familia de enzimas que induce grupos reactivos o polares en 

compuestos xenobióticos o endógenos (Zanger y Schwab, 2013). Niveles elevados de transcripción de 

los genes pertenecientes a las familias CYP4, CYP6 y CYP9 se han visto en varias especies de anofelinos 

resistentes a insecticidas (Feyereisen, 2006). Concretamente, se ha encontrado que los genes CYP6M2 y 

CYP6P3 son sobre expresados rápidamente en aquellas poblaciones de anofelinos resistentes a 

piretroides. Puesto que codifican enzimas capaces de metabolizar  piretroides tipo I y tipo II (Djouaka 

et al., 2008; Müller et al., 2008). Igualmente se ha encontrado que este mecanismo en An. gambiae, posee 

efectos sobre los organoclorados, en específico el gen CYP6M2. Lo que evidencia el primer caso de 

resistencia metabólica cruzada en los vectores de malaria (Mitchell et al., 2012). 

 

Las glutatión-S-transferasas son enzimas solubles multifuncionales que están involucradas en 

diversos mecanismos de desintoxicación de muchos compuestos endógenos y xenobióticos (Sheehan 

et al., 2001). Se han reportado altas actividades enzimáticas de glutatión-S-transferasas, en las cuatro 

clases de insecticidas utilizados para el control vectorial. Donde la respuesta es causada como resultado 

de la amplificación de genes o por aumentos en la tasa de transcripción (Corbel y N’Guessan, 2013).  
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En anofelinos se ha encontrado que las enzimas glutatión-S-transferasas son responsables de la 

desintoxicación de organoclorados (Ej. DDT). Al secuestrar al insecticida (reduciendo concentración in 

vivo) o al inducir una respuesta de estrés oxidativo. Lo que aumenta la cantidad de antioxidantes y la 

actividad de glutatión-S-transferasas (Vontas et al., 2001). En el caso de los piretroides, investigaciones 

realizadas por Riveron y colaboradores demostraron que un cambio del aminoácido leucina en la posición 

119 por fenilalanina (L119F), en el sitio del gen glutatión-S-transferasa épsilon 2 (GSTe2), confiere 

resistencia a permetrina en An. funestus. Lo que evidencian un caso de resistencia cruzada a piretroides 

(Riveron et al., 2014). 

 

Por último, en el grupo de las esterasas se encuentran las carboxil/colinesterasas. Las cuales son 

enzimas que secuestran o hidrolizan los enlaces éster de los insecticidas con una selectividad alta por el 

sustrato (Colovic et al., 2013). La sobreproducción de estas enzimas en los anofelinos se ha asociado a 

resistencia contra organofosforados, carbamatos y piretroides, a causa de su alto contenido de enlaces 

éster en sus estructuras (Olé Sangba et al., 2016). A pesar de que se han reportado mecanismo de 

resistencia mediado por esterasas en la mayor parte de insecticidas, únicamente el mecanismo de 

resistencia malatión-carboxilesterasa es comprendido y reportado con mayor frecuencia en anofelinos 

(Hemingway y Karunaratne, 1998; Karunaratne y Hemingway, 2001). Lo que señala que, el hecho que 

se desconozca la función del 90% de los genes metabólicos, impide que se comprenda con exactitud, 

como todas las familias enzimáticas se ven implicadas en la resistencia metabólica (Corbel y N’Guessan, 

2013). 

 

2. Sitio objetivo. El segundo tipo de resistencia más común y mejor comprendida en los 

anofelinos es la denominada sitio objetivo. Esta se da cuando la proteína a la cual el insecticida está 

diseñado a atacar, es alterada por una mutación. Provocando que este no pueda unirse con efectividad al 

receptor y por lo tanto el mecanismo de acción contra el insecto se vea reducido o deje de ser eficiente 

(Ilias et al., 2014). Las mutaciones más conocidas suceden en los receptores de los canales de sodio y en 

la proteína acetilcolinesterasa (Busvine, 1951; Smissaert, 1964; O’Reilly et al., 2006; World Health 

Organization, 2013; Mitchell et al., 2014). 

 

Cuando la mutación ocurre en los receptores de los canales de sodio, se confiere la resistencia que 

se conoce como kdr o “knockdown resistance”. Nombre otorgado por la reducción del efecto noqueador 

de los insecticidas (Singh et al, 2011). Las mutaciones más comunes consisten en un cambio de bases en 

el segmento 6 trasmembranal del segundo dominio de los canales de sodio (codón 1014), en el cual se 

reemplaza una leucina por una fenilalanina (L1014F) o serina (L1014S) (Soderlund y Knipple, 2003). 

Se ha reportado que esta mutación no interactúa directamente con el insecticida, sino que altera la 

conformación del canal de sodio. Originando una disminución en la sensibilidad al compuesto activo de 

los insecticidas, disminuyendo los efectos neurotóxicos (Bass et al., 2007). La presencia de esta mutación 

en América Latina se ha observado únicamente en An. albimanus, siendo las mutaciones L1014F y 

L1014C las más estudiadas (Silva et al., 2014).  
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La acetilcolinesterasa (Ace-1) es una enzima que se encuentra en abundancia en el sistema nervioso. 

Su función es mediar la hidrólisis de los neurotransmisores acetilcolina en la membrana postsináptica, 

para que los impulsos nerviosos puedan ser trasmitidos a través de sistema nervioso central y periférico 

(Downes y Granato, 2004). Cuando un mosquito es expuesto a un insecticida (Ej. organofosforados y 

carbamatos) se da la inhibición en la función de esta enzima. Lo que causa la acumulación de acetilcolina 

y en consecuencia efectos neurotóxicos (Ej. parálisis) que llevan a la muerte del vector (Hayes y Laws, 

2010).  

 

El mecanismo de resistencia desarrollado por anofelinos para contraatacar este efecto, ha sido el 

desarrollo de mutaciones en los codones 119, 290 y 331 (resistencia Ace-1). La mutación más común es 

en el codón 119, donde se sustituye una glicina por una serian (G119S) (Alout et al., 2007; 2009). 

Investigaciones por Feng y colaboradores evidenciaron que, la frecuencia con la que el genotipo G119S 

se presentaba, era mayor que las mutaciones en los codones 290 y 331 en An. sinensis y An. gambiae  

(Feng et al., 2015). Igualmente, investigaciones realizadas por Weill, demostraron que cuando An. 

albimanus es expuesto a concentraciones tóxicas de organofosforados o carbamatos, exhibe la mutación 

G119S, que implica insensibilidad a la acetilcolinesterasa. Hallazgos que también se han reportado en 

Culex pipiens (Weill et al., 2004; Osta et al., 2012).  

 

3. Cambio de comportamiento. Aunque la resistencia metabólica y por mutaciones en el sitio 

blanco son las más estudiadas, no son las únicas que colaboran con el aumento de resistencia a 

insecticidas en los vectores de malaria. Se ha encontrado que, ante una exposición prolongada a 

insecticidas, los mosquitos presentan un cambio en el comportamiento de picada. Contribuyendo a que 

no se vean expuestos a dosis letales de insecticidas y sean más propensos a desarrollar resistencia 

(Sokhna et al., 2013). Este tipo de respuesta puede derivarse a una respuesta errática, al tener contacto 

con el insecticida. Siendo igual de probable que la respuesta se deba a repelencia, en donde el vector se 

aleja del área tratada antes de tener contacto directo con el insecticida (Tisgratog et al., 2011). 

 

Cambios en el comportamiento del vector se ha observado como una respuesta adaptativa a los 

programas de control vectorial que implementan tanto el RRI, como el uso de LLINs. Se ha demostrado 

que An. funestus cambió su comportamiento de picada intradomiciliaria a externa. Se desconoce si dicha 

respuesta conductual se debe a variaciones fenotípicas o al resultado de la presión de selección de estos 

rasgos de comportamiento (Lyimo y Ferguson, 2009; Russell et al., 2011). 

 

4. Reducción de la absorción o penetración del insecticida. Para que el insecticida 

ingrese al interior del vector y pueda llevar a cabo sus funciones neurotóxicas, debe ser absorbido 

primero, ya sea por contacto directo o ingestión. No obstante, cuando esta capacidad de absorción es 

reducida, la toxicidad del agente activo de los insecticidas baja. Modificaciones en la cutícula e intestino 

de los mosquitos ha contribuido a que dicho fenómeno se presente recurrentemente. Provocando que se 

considere como un mecanismo de resistencia (Nkya et al., 2013). 
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La absorción de los insecticidas se puede dar a través de la cutícula o a través del intestino. Una 

reducción en la permeabilidad cuticular y en la absorción intestinal a los compuestos activos de los 

insecticidas, puede tener un impacto grande en la bioviabilidad de este in vivo, haciendo que los 

mosquitos se vuelvan más resistentes a las dosis a las cuales son expuestos (Alves et al., 2010; Kasai 

et al., 2014). En el caso de la permeabilidad en la cutícula, se ha identificado mediante estudios del 

transcriptoma de An. funestus, que la disminución en la penetración y absorción de los compuestos 

activos se debe a un engrosamiento de las capas de la cutícula del insecto. Resultado de la sobreexpresión 

de ciertos genes cuticulares, como por ejemplo el gen 76 (Gregory et al., 2011). Igualmente se ha 

encontrado que genes que codifican proteínas cuticulares, como CPLC8 y CPLC#, se encuentran sobre 

expresados en cepas de An. gambiae resistentes a piretroides (Awolola et al., 2009).  

 

A pesar de que el reforzamiento de la cutícula es uno de los mecanismos de reducción de la absorción 

de insecticidas más comprendido, no es el único. Se ha documentado que un cambio en la composición 

del intestino de invertebrados, principalmente en la microbiota bacteriana, tiene un impacto grande en el 

desarrollo de parásitos, virus y bioviabilidad de insecticidas (Cirimotich et al., 2011; Boissière et al., 

2012; Almeida et al., 2017). Estudios recientes han demostrado que dentro de la microbiota del intestino 

de plagas agrícolas y vectores existen determinados microorganismos capaces de catabolizar el 

insecticida. Dichos microorganismos provocan una reducción significativa en la permeabilidad de los 

insecticidas en el intestino, estimulando a que el hospedero sea menos susceptible a los efectos tóxicos 

(Kikuchi et al., 2012; Almeida et al., 2017; Dada et al., 2018). A pesar de este descubrimiento, 

actualmente poca información se conoce del papel que juega la microbiota bacteriana intestinal, en 

general del tracto digestivo, en la resistencia a insecticidas en vectores de enfermedades. 

 

E. Relación entre la microbiota bacteriana intestinal y resistencia a 

insecticidas 
 

La microbiota es un sistema complejo conformado por un conjunto de microorganismos que residen 

en un hábitat en particular (Shreiner et al., 2015). En los últimos años la microbiota ha sido uno de los 

temas más estudiados, debido a la interacción interdependiente que logran consolidar en el organismo en 

el cual se establecen. Se sabe que a causa de que los microorganismos dependen del hospedero para 

reproducirse y transmitirse, ya sea en la misma especie o en diferentes, cualquier beneficio conferido al 

hospedero por departe de los simbiontes que garantice la supervivencia de este, es sustancial para instituir 

su conservación (Behar et al., 2008; Cho y Blaser, 2012; Shreiner et al., 2015). 
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1. Adquisición de la microbiota bacteriana en anofelinos. Para establecer qué tipo de 

beneficios adquieren los anofelinos de la relación mutualista con las bacterias que constituyen la 

microbiota intestinal, es necesario conocer cómo primera aproximación cómo la microbiota bacteriana 

es adquirida. Se ha descubierto que la microbiota en anofelinos es transmitida de manera vertical, 

horizontal o a través del entorno; variando en cada estadio del ciclo de vida. Se cree que la microbiota 

bacteriana que se transmite de manera vertical, constituye la microbiota núcleo. Mientras que la 

microbiota que es adquirida de manera horizontal o a través del entorno, constituyen la microbiota 

secundaria (Damiani et al., 2010; Garcia, 2010).  

 

La transmisión vertical únicamente se ha comprobado en miembros del género Asaia, la cual posee 

una asociación estable con el intestino medio, glándulas salivales y órganos reproductivos. Asaia se ha 

detectado en todos los estadios pre-maduros: huevos, estadios larvales 1ro al 4to y pupa. Evidenciando 

un caso de transmisión transestadial en anofelinos de campo y laboratorio. Lo que sugiere que Asaia se 

encuentra distribuida en muchas especies de anofelinos, formando una relación estable a lo largo del 

ciclo de vida del vector. Estudios realizados por Damiani y colaboradores, mostraron en An. gambiae 

que la aparición perseverante de Asaia en todos los estadios, se debe principalmente a su mecanismo de 

transmisión vertical. Proporcionaron evidencia que sugiere que Asaia es transferida de la madre a la 

descendencia por un mecanismo de manchado de huevos, en donde Asaia queda adherida a la periferia 

de los huevos. Permitiendo posteriormente que la bacteria sea ingerida por la larva durante la eclosión, 

perpetuando su transmisión (Damiani et al., 2010; Damiani et al., 2008).  

 

La asociación mutualista exitosa que logra consolidar Asaia con Anopheles spp., es no generalizable 

para la mayor parte de la microbiota bacteriana. Debido a que Asaia coloniza con éxito diferentes órganos 

y tejidos de los anofelinos, en específico lo órganos reproductivos, su riesgo de ser eliminadas durante 

procesos de metamorfosis disminuye. Aumentando sus posibilidades de permanecer en el mosquito en 

todas las etapas de su ciclo de vida. El resto de bacterias que conforman la microbiota bacteriana del 

intestino medio de anofelinos, no poseen esta ventaja, ya que no tienden a colonizar otros órganos o 

tejidos. Lo cual disminuye sus probabilidades de persistir en el intestino desde el estadio larval a adulto. 

Explicando porque entre estudios que poseen como objetivo evaluar la diversidad microbiana en la 

microbiota de anofelinos, presentan resultados variantes y poco consistentes (Lindh et al., 2008; Damiani 

et al., 2010).  

 

Se sabe que los mosquitos adquieren bacterias del entorno donde se desarrollan. El primer contacto 

bacterias – adulto Anopheles spp. se da cuando la pupa eclosiona y el mosquito adulto se ve expuesta al 

entorno acuático. En el estadio larval, las larvas se alimentan de las bacterias del entorno. En esta etapa, 

la presencia de bacterias es tan importante, a tal punto que se ha visto que si son anuladas del medio 

acuático en donde se encuentran, las larvas no se desarrollan correctamente (Wotton et al., 1997). Pese 

a que las bacterias son un factor fundamental en el desarrollo Anopheles spp, desde temprana etapa, se 

ha comprobado que la mayor parte de la microbiota bacteriana adquirida en la etapa larval no persiste 

hasta la etapa adulta. Estudios realizados por Lindh y colaboradores utilizaron una cepa de Pantoea 
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stewartii, genéticamente modificada para expresar proteína verde fluorescente, para determinar si existía 

una transmisión transestadial de la microbiota bacteriana. Los resultados mostraron que P. stewartii fue 

transmitida de larvas a pupas, pero no de pupas a adultos (Lindh et al., 2008).  

 

La no continuidad de la transmisión transestadial de pupas a adultos se debe a un factor de 

metamorfosis. En específico, en el período donde el mosquito se encuentra en el estadio de pupa. Debido 

a que en el estadio larval se da una ingesta constante e indiscriminada de bacterias, se introduce la 

probabilidad de adquirir bacterias patógenas (Moll et al., 2001). La evolución, como mecanismo de 

defensa, origino un sistema de membranas peritróicas que purga todo el contenido intestinal adquirido 

durante el estadio larval. Se reconocen dos tipos de membranas peritróficas: tipo I, que son aquellas 

formadas por secreciones de células distribuidas en toda la superficie del intestino medio; y tipo II que 

son aquellas producidas por las células epiteliales del intestino medio (Lehane, 1991). En los mosquitos, 

ambas membranas se forman durante su ciclo de vida, siendo el punto crítico de cambio en el estadio de 

pupa (Lindh et al., 2008). 

 

Unas horas después de la pupación, se forma la membrana tipo I, cambiando a membrana tipo II en 

el momento en el que el adulto emerge.  En este proceso, las membranas peritróficas secuestran las 

bacterias que se encuentran en el intestino medio y las eliminas por agestión a las 38 u 48 horas que los 

adultos emergieron. Conjuntamente al secuestro de bacterias, el adulto ingiere fluidos del exuvial al 

emerger, la cual es una fuente alta en agentes antimicrobianos. El resultado final es una carga bacteriana 

baja en el intestino medio de los mosquitos con 38 a 48 horas de haber eclosionado (Moll et al., 2001). 

 

Es claro que la mayor parte de la microbiota bacteriana del intestino medio de los mosquitos adultos 

no es adquirida en los estadios previos, si no del medio ambiente. Se ha comprobado que la “primer” 

microbiota que los anofelinos adquieren es del agua del sitio donde emergieron. Igualmente se ha visto 

que puede ser trasmitida de madre a descendencia cuando la hembra deposita los huevos, ya que en dicho 

acto parte de la microbiota intestinal es liberada al medio acuático, por las heces. Por ello, la microbiota 

bacteriana puede ser variante entre individuos de una misma especie y entre especies. Lo cual aumenta 

la diversidad de la microbiota intestinal anofelina (Lindh et al., 2008). 
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2. Diversidad de la microbiota intestinal en anofelinos. Desde el descubrimiento del rol 

de la microbiota bacteriana en el desarrollo y biología del vector, los estudios mayoritariamente se han 

enfocado en encontrar simbiontes que puedan ser aplicados en paratransgénesis (Villegas y Pimenta, 

2014). A pesar de dicha preponderancia, desde la disposición de técnicas NGS, han surgido nuevos 

enfoques que buscan estudiar la ecología de la microbiota bacteriana de anofelinos y recientemente el 

rol de la microbiota en el establecimiento de resistencia a insecticida. Gran parte de los resultados 

reportados en la literatura se han enfocado en el estadio larval y adulto de las especies An. gambiae, An. 

arabiensis y An. stephensi vectores principales en África subsahariana (primeros dos) y Asia sudoriental, 

respectivamente, Figura 8. Con poca priorización a los vectores de América Latina (Djadid et al., 2011; 

Manguin et al., 2013; Chavshin et al., 2014; Villegas y Pimienta, 2014).  

 
Figura 8. Número de géneros bacterianos reportados por especie anofelina. 

 Un total de 109 géneros se identificaron de 218 artículos publicados hasta el 2014. 

 

(Villegas y Pimenta, 2014) 

 

El diseño experimental que se encuentra publicado en la mayor parte de estudios, ha sido variado y 

poco constante. La forma de abordar las muestras ha divergido en cuanto estadio del ciclo de vida 

trabajado, tamaño y forma de trabajarlas, Cuadro 1. Las variaciones se han basado principalmente en los 

objetivos del estudio y las limitaciones de la recolección y crianza del material bilógico (Djadid et al., 

2011; Boissière et al., 2012; Chavshin et al., 2012; Chavshin et al., 2014a; Chandel et al., 2013; 

Gimonneau et al., 2014; Akorli et al., 2016; Dada et al., 2018). Cuando se trabaja con seres vivos, es 

difícil mantener un tamaño de muestra homogéneo, mayormente cuando las muestras provienen de 

poblaciones de campo, donde las condiciones no son controladas (Romoli y Gendrin, 2018).  
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Cuadro 1. Variaciones del diseño experimental para el estudio de la microbiota bacteriana, que se reporta con 

más frecuencia en la literatura. 

Estadio 

estudiado  

Especie 

estudiada 

Tamaño de 

muestra 

Forma de trabajar la 

muestra 

Referencia  

Adultos 

hembra 

An. gambiae y 

An. coluzzii 

Entre las dos 

especies, 212 

intestinos.  

Pools de 2 a 5 

intestinos. 

  

(Akorli et al., 

2016) 

Adultos 

hembra 

An. gambiae 32 intestinos Se trabajó cada 

intestino por 

individual.  

(Boissière et 

al., 2012) 

Adultos 

hembra 

Culex 

quinquefasciatus 

 

100 intestinos Se trabajó cada 

intestino por 

individual.  

(Chandel et 

al., 2013) 

 

Larvas de 

4to 

estadio y 

adultos 

hembra 

An. culicifacies 68 intestinos de 

larvas y 34 

intestinos de 

adultos hembras. 

 

Se trabajó por 

separado y en pool, 

cada grupo estudiado. 

  

(Chavshin et 

al., 2014a) 

 

Larvas de 

4to 

estadio y 

adultos 

hembra 

An. stephens 50 intestinos de 

larvas y 48 

intestinos de 

adultos hembras. 

 

Se trabajó por 

separado y en pool, 

cada grupo estudiado. 

 

(Chavshin et 

al., 2012) 

 

Adultos 

hembra 

An. albimanus 10 adultos de la 

cepa susceptible 

y 30 adultos de la 

cepa resistente a 

fenitrotión. 

Por separado, pool de 

10 adultos enteros de 

la cepa susceptibles y 

pool de 30 adultos 

enteros de la cepa 

resistente.  

(Dada et al., 

2018) 

Larvas de 

4to 

estadio y 

adultos 

hembra 

 

An. stephensi y 

An. maculipennis 

 

10 intestinos de 

adultos hembra y 

15 intestinos de 

larvas de An. 

stephensi. 32 

intestinos de 

adultos hembra y 

7 intestinos de 

larvas de An. 

maculipennis. 

Se trabajó por 

separado y en pool, 

cada grupo estudiado.  

(Djadid et al., 

2011) 

 

Larvas de 

4to 

estadio y 

adultos 

hembra 

 

An. coluzzii y 

An. gambiae 

Entre las dos 

especies, 20 

intestinos de 

larvas y 15 

intestinos de 

adultos hembras.  

Se trabajó cada 

intestino por 

individual. Tanto para 

las larvas, como para 

los adultos.  

 

(Gimonneau et 

al., 2014) 

 

Adultos 

hembra 

An.  

barbumbrosus, 

An. crawfordi, 

An. dirus, An. 

maculatus y An. 

gigas 

 

13 abdómenes de 

An. 

barbumbrosus, 

12 abdómenes de 

An. crawfordi, 23 

abdómenes de 

An. dirus, 28 

abdómenes de 

Se trabajó por 

separado y en pool, 

cada grupo estudiado.  

(Ngo et al., 

2015) 

 



25 
 

 
 

Estadio 

estudiado  

Especie 

estudiada 

Tamaño de 

muestra 

Forma de trabajar la 

muestra 

Referencia  

An. maculatus y 

24 abdómenes de 

An. gigas. 

dultos 

hembra 

Anopheles sp., 

Mansonia sp., 

Culex sp.  y 

Aedes sp.  

 

Entre las cuatro 

especies, 86 

intestinos.  

Pools de 3 a 13 

intestinos, 

dependiendo de la 

cantidad de 

ejemplares 

recolectados. 

(Osei-Poku et 

al., 2012) 

 

Adultos 

hembra 

Cx. 

quinquefasciatus 

30 intestinos Pool de 30 intestinos. 

 

(Pidiyar et al., 

2004) 

Larvas de 

4to 

estadio y 

adultos 

hembra y 

macho 

An. stephensi 24 intestinos de 

adultos macho, 

25 intestinos de 

adultos hembra y 

30 intestinos de 

larvas.  

Se trabajó por 

separado y en pool, 

cada grupo estudiado.  

(Rani et al., 

2009) 

Larvas de 

4to 

astadio y 

adultos 

hembra  

Aedes albopictus 30 intestinos de 

adultos y 30 

intestinos de 

larvas.  

Pools de 30 intestinos 

para cada estadio.  

(Yadav et al., 

2016) 

Adultos 

hembra 

Ae. albopictus y 

Ae. aegypti  

30 intestinos de 

cada especie.  

Se trabajó cada 

intestino por 

individual.  

(Yadav et al., 

2015) 

Pupas, 

larvas de 

4to 

estadio y 

adultos 

hembra 

An. gambiae 30 intestinos por 

cada estadio. 

Pools de 30 intestinos 

por estadio. 

 

(Wang et al., 

2011) 

 

Independientemente de las dificultades que implica alcanzar un tamaño de muestra determinado, se 

ha visto que los análisis son afectados mayormente por la forma de trabajar los intestinos. Si los intestinos 

se trabajan individualmente, es posible ver la variación de la microbiota bacteriana no solo entre 

diferentes poblaciones, sino también entre individuos de una misma población. Algo que no es posible 

de alcanzar cuando las muestras de tejido son trabajadas en pool (Cutler y Jensen, 2010). Esto brinda una 

ventaja, ya que permite ver un panorama más amplio de la ecología del microbioma y representar en 

mejor forma los análisis correspondientes de cada enfoque en el que al momento se ha estudiado la 

microbiota, desde paratransgénesis hasta el posible rol en la resistencia a insecticidas. 

 

Los estudios de paratransgénesis fueron y siguen siendo uno de los enfoques principales en las 

investigaciones de la microbiota bacteriana de anofelinos, ya que buscan utilizar bacterias simbiontes 

como moduladores para evitar la interacción Plasmodium spp. – Anopheles spp. (Villegas y Pimenta, 

2014). La efectividad de este método recae en la interacción bacterias - Plasmodium spp., ya que la 

microbiota del mosquito reside e interactúa con Plasmodium spp. en los órganos y tejidos donde los 
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estadios más vulnerables del parásito ocurren (Whitten et al., 2006). Diversos estudios han identificado 

cuatro géneros bacterianos para ser utilizados como vectores paratransgénicos: Asaia, Serratia, Pantoea 

y Wolbachia. (Pumpuni, 1996; Gonzalez-Ceron et al., 2003; Kambris et al., 2010; Cirimotich et al., 

2011; Djadid et al., 2011; Iturbe-Ormaetxe et al., 2011; Boissière et al., 2012; Chavshin et al., 2012; 

2014a; Villegas y Pimenta, 2014). Dichos géneros se reportan continuamente en la literatura porque 

poseen el perfil adecuado, ya sea por su asociación estable con anofelinos, porque son cultivables y 

transformables, porque se transmiten vertical u horizontalmente, porque estimulan la regulación de genes 

inmunitarios y se encuentran en más de una especie anofelina.  

 

Si bien los estudios de paratransgénesis han evaluado de forma aplicada la microbiota bacteriana de 

anofelinos, como método de control vectorial, el enfoque global que posee es escaso. Impidiendo que se 

evalué de qué manera la microbiota de anofelinos se compone, varía dentro de una misma especie o entre 

especies e interactúa con su entorno. Por tal razón, el estudio de la microbiota bacteriana desde un punto 

ecológico surgió como necesidad de identificar el ecosistema interno de los anofelinos, con el fin de 

ampliar el panorama y evaluar alternativas complementarias al método de paratransgénesis (Boissière et 

al., 2012; Chavshin et al., 2012; Villegas y Pimenta, 2014).  

 

Como aproximación a este enfoque, se han derivado estudios que tienen como fin identificar la 

microbiota bacteriana del intestino medio de larvas y adultos Anopheles spp., en su mayoría hembras. En 

ejemplares de laboratorio y campo han encontrado predominancia de bacterias de los géneros 

Acinetobacter, Aeromonas, Asaia, Bacteroidetes, Bacillus, Chryseobacterium, Delftia, Enterobacter,  

Exiguobacterium, Flavobacte, Firmicutes, Klebsiella, Microbacterium, Myroides, Pantoea, 

Proteobacteria, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Staphylococcus y Wolbachia (Gonzalez-Ceron et 

al., 2003; Djadid et al., 2011; Boissière et al., 2012; Chavshin et al., 2012; 2014a; Gimonneau et al., 

2014; Akorli et al., 2016). A pesar de que se ha identificado la comunidad microbiana mínima esencial 

(microbiota núcleo) para la supervivencia y bienestar de los anofelinos, gracias a los esfuerzos de muchos 

investigadores, no siempre dichas bacterias están presentes en todas las especies Anopheles spp. que se 

han estudiado. Lo que sugiere que dentro del género Anopheles, no existen simbiontes naturales 

obligados. Proponiendo que la composición de la microbiota bacteriana varía dependiendo el entorno 

donde el mosquito se desarrolla, ya que la mayor parte de la microbiota es adquirida del medio ambiente. 

Por lo que es de esperar que la microbiota bacteriana de anofelinos varíe en presencia/ausencia entre la 

misma especie, especies y continentes, Figura 9 (Djadid et al., 2011; Wang et al., 2011; Manguin et al., 

2013; Villegas y Pimenta, 2014). 

 

Desde un enfoque ecológico, la relación entre la composición de la microbiota bacteriana y el 

entorno donde el mosquito se desarrolla, ha sido más evidente. Investigaciones en donde se ha evaluado 

cómo el entorno local influye en la diversidad de la microbiota bacteriana de Anopheles spp., se ha 

encontrado que los factores climáticos y de urbanización generan un impacto significativo en la 

composición de la microbiota bacteriana. Igualmente han demostrado que los géneros bacterianos entre 

individuos de una misma especie anofelina, variaran en cuanto a abundancia, según el sitio de crianza 
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donde se recolectaron las muestras. Dado que la composición de la microbiota depende de la riqueza 

bacteriana de la fuente acuática de origen. Por ende, el criadero donde las larvas se desarrollan, tiene un 

impacto significativo en la constitución de la microbiota bacteriana del intestino medio de los mosquitos 

adultos (Osei-Poku et al., 2012; Manguin et al., 2013; Ngo et al., 2015; Akorli et al., 2016). 

 

La influencia directa del sitio de crianza en la determinación de la microbiota bacteriana del intestino 

medio de mosquitos adultos, se ha visto magnificada en estudios donde han comparado cepas de 

laboratorio y muestras de campo. Los resultados exponen que la diversidad microbiana es menor en cepas 

de laboratorio que en cepas de campo, observando predominancia de un solo género bacteriano. Dicha 

tendencia, denota que las condiciones de laboratorio homogéneas en las que son criadas las cepas, puede 

generar una drástica perdida de diversidad microbiota. Siendo una de las principales causas, la dieta 

estandarizada con la que son alimentados los mosquitos de laboratorio. Mostrando nuevamente, la 

importancia de los factores ambientales en la determinación de la diversidad y riqueza bacteriana  (Rani 

et al., 2009; Wang et al., 2011; Boissière et al., 2012; Villegas y Pimenta, 2014). 

 

En vista de la innegable influencia del medio ambiente en la conformación de la microbiota 

bacteriana del intestino medio de anofelinos, surgió la necesidad de evaluar cómo la microbiota variaba 

en presencia de diversos factores de estrés. Numerosos estudios se han enfocado en evaluar variaciones 

en ambientes con depredadores, en ambientes urbanizados y ambientes que están constantemente 

expuestos a insecticidas. A causa de la premura por encontrar nuevas estrategias para el control vectorial, 

recientemente los esfuerzos han sido dirigidos a estudiar cómo la microbiota bacteriana de anofelinos 

varia en presencia de una constante exposición a insecticidas. Actualmente solo existe un estudio que 

proporciona la primera caracterización de la microbiota del mosquito en relación con la resistencia a los 

insecticidas. Los hallazgos reportados, mostraron una variación significativa entre la microbiota 

bacteriana del intestino medio de una cepa susceptible y una cepa resistente. Evidenciando una diversidad 

bacteriana menor en la cepa susceptible, comparada con la cepa resistente. Donde la constante exposición 

al insecticida, fue el factor principal que contribuyó a que la microbiota fuera forzada a la selección 

exclusiva de bacterias capaces de utilizar el insecticida como fuente de carbono (Dada et al., 2018). 
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Figura 9. Géneros bacterianos identificados, hasta el 2014, en la microbiota de Anopheles spp. por continente. 

 

(Villegas y Pimenta, 2014) 

 

3. Evidencia del rol de la microbiota bacteriana intestinal en la desintoxicación y 

resistencia a insecticidas. Desde la introducción de insecticidas para el control de plagas, ha surgido 

la pregunta si la resistencia a insecticidas que actualmente se presenta en una gran variedad de 

invertebrados, puede estar mediada por simbiontes. Como respuesta a la presión selectiva que 

compromete la supervivencia del hospedero (Nkya et al., 2014; Hien et al., 2017). 

 

Estudios realizados en el insecto del frijol Riptortus pedestris (plaga agrícola), demostraron que es 

posible inferir que la resistencia puede estar mediada por simbiontes. Al evidenciar que dichos insectos 

son capaces de adquirir, del suelo, bacterias del género Burkholderia spp. Las cuales establecen una 

relación simbiótica mutualista, en donde el insecto se ve beneficiado con la habilidad de Burkholderia 
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spp. para degradar dosis letales de fenitrotión (Kikuchi et al., 2012). Resultados similares se reportaron 

en Spodoptera frugiperda, en donde estudiaron la dinámica de la microbiota intestinal, de una cepa 

resistente a cinco diferentes tipos de insecticida y una cepa susceptible a estos. Los resultados mostraron 

que la cepa resistente presentó bacterias calificadas para utilizar dichos insecticidas como fuente de 

carbono. En el caso de deltametrina, se encontró que esta era degradada por Arthrobacter nicotinovorans 

(Almeida et al., 2017). 

 

Pese a que la mayor parte de bibliografía en donde se relaciona la microbiota bacteriana de insectos 

con resistencia a insecticidas se enfoca en plagas agrícolas, un estudio reciente evidenció la presencia de 

bacterias capaces de degradar organofosforados en la microbiota intestinal de An. albimanus. El estudio 

se enfocó en comparar la microbiota bacteriana de una cepa susceptible y una cepa resistente a 

fenitrotión, en hembras adultas. Los hallazgos de dicho estudio evidenciaron que la composición de la 

microbiota bacteriana en ambas cepas vario significativamente, siendo la microbiota de la cepa resistente 

menos variada y enriquecida con Klebsiella pneumoniae: bacteria capaz de metabolizar organofosfatos. 

En general, se observó una abundancia diferencial de enzimas bacterianas xenobióticas degradadoras 

entre la cepa susceptible y la cepa resistente. Con una predominancia de enzimas carboxilesterasas y 

fosfomonoesterasas en la cepa resistente (Dada et al., 2018).  

 

La presencia de bacterias degradadoras de insecticidas dentro de la microbiota bacteriana de 

hospederos que son expuestos continuamente a dichos agentes tóxicos, evidencia cómo la microbiota 

intestinal pasa por un proceso selectivo que favorece la predominancia de microorganismos capaces de 

metabolizar insecticidas. Llevando a que tanto el hospedero como la microbiota, aumenten su tolerancia 

gradualmente a dosis letales mínimas, fomentando resistencia (Almeida et al., 2017). 

 

La evidencia del surgimiento de un mecanismo de resistencia que se basa en el establecimiento de 

una relación simbiótica en las especies Riptortus pedestris y Spodoptera frugiperda; y la presencia de 

enzimas bacterianas degradadoras de organofosforados en An. albimanus, permite conjeturar la 

posibilidad de que la microbiota bacteriana intestinal de los anofelinos posee un rol en el establecimiento 

de la resistencia a los insecticidas. Sin embargo, aún no se conoce si existe dicho mutualismo y bajo qué 

circunstancias se establecería para favorecer evolutivamente a ambas contrapartes. Entender cómo el 

mutualismo se ve involucrado en el desarrollo y supervivencia del hospedero, llevaría a una mejor 

compresión de a qué nivel los beneficios otorgados por los microorganismos suscitan el surgimiento de 

resistencia en los vectores de malaria (Nkya et al., 2013; Xia et al., 2013; Dada et al., 2018). 

 

F. Métodos utilizados para el estudio de la microbiota bacteriana 
 

En el campo de la microbiología, la identificación de las especies bacterianas que conforman la 

microbiota de un determinado nicho, puede llevarse a cabo por dos enfoques: cultivo dependiente y 

cultivo independiente. Desde los inicios de la microbiología, los análisis se basaron en métodos 

tradicionales, los cuales eran completamente cultivo dependientes (Sommer, 2015). Permitiendo el 

estudio de aquellos microorganismos que crecían fácilmente bajo condiciones controladas de laboratorio. 
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Actualmente se sabe que no todos los microorganismos pertenecientes a un nicho, son cultivables. Por 

ende, se desarrollaron métodos moleculares que se basan en el análisis de ADN genómico obtenido de 

una muestra representativa, a los cuales se les denominó métodos cultivo independientes (Vartoukian 

et al., 2010; Hiergeist et al., 2015).  

 

1. Cultivo dependiente. Este método se basa en el cultivo y aislamiento de un solo 

microorganismo a partir de una muestra, mediante el uso de medios sintéticos que proveen todas las 

necesidades nutricionales y ambientales que aseguran el crecimiento de la célula (Rani et al., 2009; 

Dickson et al., 2014). Si la bacteria es viable en el medio de cultivo en el cual se sembró, forma colonias. 

En específico unidades formadoras de colonia, donde se asume que la colonia se originó de una célula 

individual (Hiergeist et al., 2015). 

 

Las colonias bacterianas obtenidas, posteriormente pueden ser identificadas a través de diversos 

métodos. Los métodos empleados se basan en criterios fenotípicos y genotípicos. Los criterios 

fenotípicos evalúan características observables, como la morfología y capacidades metabólicas de las 

colonias obtenidas. Mientras que los criterios genotípicos evalúan genes específicos o secuencias de 

aminoácidos compartidas, pero no iguales, entre diferentes especies bacterianas (Garcia, 2010; Kootallur 

et al., 2011). La identificación de bacterias rutinariamente se ha realizado mediante criterios fenotípicos, 

en específico en el ámbito clínico. Sin embargo, se han encontrado incongruencias entre las 

características fenotípicas observadas y la correspondencia con las cepas especie tipo, haciendo de los 

criterios fenotípicos un método probable, pero no definitivo (Bou et al., 2011).  

 

Los criterios genotípicos, al basarse en el estudio de genes o secuencias específicas, permiten realizar 

estudios filogenéticos entre los distintos taxones. Mediante amplificación y secuenciación de secuencias 

conservadas que, tras ser analizadas por algoritmos matemáticos, posibilitan la identificación precisa de 

las colonias bacterianas estudiadas. Amortiguando las carencias y problemas inherentes que representan 

los criterios fenotípicos (Hiergeist et al., 2015; Bou et al., 2011). 

 

A pesar de que los métodos de cultivo dependientes han ayudado a determinar gran parte de las 

bacterias que habitan en diversos insectos, el mayor problema es que se restringen a microorganismos 

que son viables en condiciones de laboratorio. Aquellos que son capaces de utilizar los agentes y 

nutrientes de los medios de cultivo como fuente de energía para crecer. Grupo constituido únicamente 

por el 5% de todas las bacterias que conforman la microbiota de un determinado nicho (Jany y Barbier, 

2008). De modo que, los métodos cultivo dependientes no permiten obtener resultados representativos y 

fieles a las condiciones naturales en las que se produce el fenómeno estudiado. Figurado un modelo 

experimental inadecuado para la interpretación de la diversidad de la microbiota existente. Por ende, 

representa una limítate para la evaluación de la dinámica poblacional bacteriana y las posibles ventajas 

o desventajas que la interacción de la microbiota posee con el hospedero (Hiergeist et al., 2015).  
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2. Cultivo independiente. El método de cultivo independiente se desarrolló como una 

alternativa para cubrir las carencias y limitaciones de los métodos cultivo dependientes. Este método se 

basa en el análisis del material genético de toda la microbiota bacteriana bajo estudio, 

independientemente de la viabilidad de las bacterias en condiciones de laboratorio. Un enfoque que es 

más conocido como metagenómica, donde su principio recae en la amplificación y secuenciación de 

ADN genómico aislado de muestras ambientales. Posibilitando, tras un análisis bioinformático, explorar 

la dinámica de la microbiota a detalle desde el punto de vista ecológico y evolutivo (Thomas et al., 2012;  

Hiergeist et al., 2015).  

 

Estudios basados en el análisis y caracterización de la microbiota intestinal de An.culicifacies, Aedes 

albopictus, Aedes aegypti, An. stephensi y An. gambiae demostraron que es posible determinar alrededor 

de 12 a 15 géneros de bacterias de la microbiota mediante los métodos cultivo dependientes. No obstante, 

estudios con los mismos objetivos, pero utilizando metagenómica, identificaron en las mismas especies 

alrededor de 22 a 25 géneros de bacterias de la microbiota. Evidenciando que la implementación de 

métodos cultivo dependientes para abordar análisis de diversidad microbiana son inadecuados, dado que 

pasa por alto gran parte de la información genética requerida para poder describir la diversidad 

microbiana de un sitio en específico (Boissière et al., 2012; Chavshin et al., 2012; Chavshin et al., 2014; 

Osei-Poku et al., 2012; Wang et al., 2011; Yadav et al., 2015;).  

 

En consecuencia, actualmente la mayor parte de los estudios de microbiomas, se basan en la 

utilización de métodos metagenómicos. Puesto que logra la identificación de todos los microorganismos 

que habitan en un ambiente en específico, que en su mayoría son no cultivables. Permitiendo así, con 

alta sensibilidad y reproducibilidad, el estudio de la dinámica bacteriana a través del tiempo (Dickson et 

al., 2014). 

 

G. Estudio de la microbiota bacteriana desde un enfoque metagenómico 
 

Los estudios metagenómicos de microbiomas bacterianos actualmente se han basado en la 

amplificación y secuenciación del gen 16S ARNr ribosomal. Ya que al ser un gen conservado e 

hipervariable, es ideal como parámetro de comparación en análisis genéticos (Woo et al., 2008). Esto ha 

facilitado la exploración de la dinámica y diversidad de la microbiota, a través de la ejecución de 

numerosas técnicas de alta sensibilidad. Como es el caso de la secuenciación de regiones discriminativas 

de ADN, productos de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés); y 

recientemente, secuenciación de última generación (NGS) (Jany y Barbier, 2008). 
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1. Gen 16S ARN ribosomal. Si bien los análisis metagenómicos se basan en algoritmos 

matemáticos que fueron desarrollados para reducir el error en las predicciones y comprobar que los datos 

son representativos, si no se selecciona el marcador molecular apropiado, la predicción final no es 

confiable. La correcta elección de marcador molecular en un análisis genético dictará el éxito de la 

predicción final. Dado que representa la información biológica que se usará como base para inferir las 

relaciones evolutivas entre las muestras de interés. Por tanto, en análisis genéticos es indispensable 

utilizar marcadores moleculares conservados que funcionen como cronómetros evolutivos. En especial 

en estudios en donde se analizan comunidades complejas, como lo son las comunidades microbianas 

(Choudhuri, 2014). 

 

El 16S ARNr es un poli ribonucleótido presente en todos los procariotas, con un tamaño de 

aproximadamente 1500pb. Dicha macromolécula, procedente de la subunidad pequeña del ribosoma, se 

caracteriza por presentar secuencias cortas conservadas con regiones variables. Donde su estructura y 

función ha permanecido constantes durante un prolongado período de tiempo (Rodicio y Mendoza, 

2004). Lo que hace que el 16S ARNr difiera entre individuos con genomas distintos (Morgan y 

Huttenhower, 2012). Esto sugiere que los cambios aleatorios de secuencia son una medida precisa de la 

evolución de una población biológica. Por lo que son excelentes cronómetros evolutivos, para estudios 

taxonómicos y filogenéticos de microbiomas bacterianos (Janda y Abbott, 2007). 

 

A pesar de que el gen 16S ARNr es altamente conservado, posee nueve regiones hipervariables (V1 

a V9) que exhiben diferentes grados de diversidad en sus secuencias. Lo cual permite medir la distancia 

evolutiva entre especies, Figura 10 (Yarza et al., 2014). Generalmente dichas regiones están flanqueadas 

por secciones conservadas que, acceden a que se utilice la PCR para la amplificación de secuencias 

objetivos, mediante el uso de cebadores universales (Farrelly et al., 1995). Facilitando que los análisis 

filogenéticos se realicen a través de softwares con la capacidad de comparar y alinear las secuencias 

generadas contra una basa de datos de ADN extensa (Chakravorty et al., 2007). 

 

No todas las regiones hipervariables del gen 16S ARNr son ideales para distinguir organismos 

estrechamente relacionados. Dado que no todas las regiones presentan un tamaño razonable (entre 20 a 

1,000 pares de bases) para generar resultados de amplificación y secuenciación confiables. Además, se 

necesita que la región posea una variabilidad adecuada para lograr la identificación de poblaciones, pero 

al mismo tiempo secuencias altamente conservadas que ayuden a diseñar cebadores adecuados para 

trabajar con una gran variedad de microorganismos (Yang et al., 2016). Según dichos criterios, diversas 

investigaciones se han enfocado en comparar la cobertura taxonómica de cebadores diseñados para 

diferentes regiones hipervariables, llegando al consenso de utilizar la región V3 – V4 para identificar 

taxonómicamente al microbioma bacteriano de los diversos ecosistemas terrestres, debido a que cubre el 

93% de las secuencias bacterianas disponibles en la base de datos del gen 16S ARNr ( DeSantis et al., 

2006; Caporaso et al., 2011; 2012; Hugerth et al., 2014; Herbold et al., 2015; Parada et al., 2016; Walters 

et al., 2016). 
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Si bien el gen 16S ARNr es un cronómetro evolutivo ideal, presenta ciertas limitaciones para realizar 

un análisis filogenético exhaustivo.  Al ser el gen 16S ARNr altamente conservado y con algunas 

secuencias hipervariables, pocas variaciones en los pares de bases suceden en un corto período de tiempo 

evolutivo. Por lo que el 16S ARNr posee una resolución limitada entre especies relacionadas, brindando 

un análisis filogenético a nivel de género. Igualmente, factores como la trasferencia horizontal de genes, 

ambigüedad en los marcadores de ADNr, discrepancias en la longitud del fragmento amplificado y 

errores en la secuenciación; desenfocan la posibilidad de definir el significado de especie. Evitando que 

los análisis filogenéticos puedan brindar un resultado predictorio sin margen de error (Morgan y 

Huttenhower, 2012; Poretsky et al., 2014).  

 

A pesar de las limitaciones que implica el uso del 16S ARNr para identificar organismos bacterianos, 

la elección de dicho gen para determinar la composición microbiana de un ecosistema en particular, es 

predominante sobre otros. A la fecha, muchos estudios de caracterización de ecosistemas microbianos se 

han basado en el gen 16S ARNr, por lo que las bases de datos son extensas. Por ende, ha sido 

estandarizado para ser analizados en las plataformas de NGS y en los respectivos softwares con 

algoritmos capaces de analizar la gran cantidad de datos generados (Morgan y Huttenhower, 2012; 

Villegas et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 
 

 
 

Figura 10. Estructura secundaria de la subunidad 16S del ARNr.  

Cada sección coloreada represente un fragmento R (clave en la figura) con sus respectivas regiones 

hipervariables (denotadas con una V). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Yarza et al., 2014) 
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2. Análisis metagenómicos basados en el gen 16S ARN ribosomal. Debido al 

predominante uso del gen 16S ARNr en estudios de caracterización del microbioma bacteriano de 

diversos ecosistemas y tejidos, se han desarrollado métodos para facilitar el procesamiento y análisis de 

los resultados. En los últimos años, el método más implementado ha sido la secuenciación de última 

generación. La aplicación de NGS ha posibilitado que la información genómica de una comunidad 

bacteriana pueda ser obtenida con alta resolución y rendimiento. Estimulando al desarrollo de 

herramientas bioinformáticas sofisticadas para analizar y representar las enormes cantidades de datos 

generados.  

 

a. Secuenciación de amplicones del gen 16S ARN ribosomal en plataforma Illumina®. 

Una de las plataformas de NGS más utilizada hoy en día, es la plataforma Illumina®. Su tecnología 

permite una secuenciación masiva, rápida y precisa; gracias a su método de amplificación clonal y 

secuenciación por síntesis. En otras palabras, las bases nitrogenadas son identificadas al mismo tiempo 

que se incorpora a la cadena complementaria. La versatilidad del método, ayuda a que la tecnología de 

NGS de Illumina® pueda ser empleada en secuencias de ADN de cualquier longitud, sin perder su 

principio: secuenciaciones masivas de alta resolución (Illumina, 2018a). 

 

Dentro de las opciones de secuenciación, se encuentra la secuenciación dirigida. La cual permite la 

secuenciación de regiones genómicas específicas. Comparado con los enfoques más generales, como lo 

es la secuenciación de un genoma entro, la secuenciación dirigida posee un mayor nivel de cobertura. 

Por ende, se reducen costos, tiempo, cantidad de datos generados y complejidad del análisis. Una de las 

modalidades de secuenciación dirigida más utiliza en estudios de microbiomas bacterianos, está la 

secuenciación de amplicones (productos de la PCR). Esta modalidad es altamente específica, permitiendo 

identificar y caracterizar variantes en las secuencias. Por lo que es ideal para la secuenciación de 

amplicones del gen 16S ARNr (Illumina, 2018b). 

 

La secuenciación de amplicones utiliza sondas de oligonucleótidos para capturar e identificar las 

regiones de interés, las cuales pueden ser adaptadas a conveniencia del estudio. Viabilizando 

multiplexación de miles de miles de amplicones por amplificación, logrando una alta cobertura. En otras 

palabras, permite la evaluación de múltiples genes, que no necesariamente son los mismos, en una sola 

ejecución. Este tipo de análisis se realizan generalmente en el sistema MiniSeq, el cual tiene un rango de 

salida de 1.65 a 1.7 Gb, capacidad de lecturas por corrida de 7 a 25 millones y una máxima longitud de 

lectura de 2 × 150pb (Illumina, 2018b).  

 

El sistema de trabajo de Illumina® que permite tanta flexibilidad, se basa en 4 pasos básicos: 

preparación de la muestra, amplificación de las secuencias por clústeres, secuenciación y análisis de 

datos. La preparación de la muestra inicia con la extracción y purificación del ADN de interés. Si las 

secuencias de ADN son mayores a 400pb, deben ser tagmentadas, de lo contrario pueden proseguir a la 

fase de adición de adaptadores. En el caso de secuenciación de amplicones, en algunos casos esta fase es 

omitida, debido a que hay productos de PCR menores a 400pb. Como lo es el caso de los ampliciones 
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del gen 16S ARNr. Independientementeel paso de tagmentación, a los segmentos de ADN se les añade 

adaptadores en los extremos. Con el fin de reducir los ciclos de amplificación, a los adaptadores se les 

agrega regiones que contiene a los cebadores para iniciar la secuenciación, los índices para diferenciar 

las secuencias y las regiones complementarias a los oligonucleótidos de la celda de flujo donde se lleva 

a cabo la replicación, Figura 11 (Illumina, 2018c). 

 

Figura 11. Esquema de los elementos que conlleva la preparación de bibliotecas de secuenciación por Illumina®. 

 

(Illumina, 2018c) 

 

El procedimiento de amplificación tiene como objetivo replicar isotérmicamente cada molécula de 

ADN presente (amplicones). Esto sucede en la celda de flujo, la cual posee canales recubiertos de dos 

tipos de oligos. La amplificación inicia cuando el primer oligo de la celda se une a la región 

complementaria de la hebra, sección marcada en verde que se muestra en la Figura 11. Una vez 

establecida la unión, la polimerasa sintetiza una hebra complementaria del fragmento hibridado. La doble 

hebra es desnaturalizada y la plantilla original es lavada. La clonación de la hebra sigue mediante el 

método de amplificación por puente, Figura 12. En este proceso la hebra se dobla y la región con el 

adaptador se hibrida con el segundo tipo de oligo, sección marcada en amarillo que se muestra en la 

Figura 11. Posteriormente, la polimerasa sintetiza la hebra complementaria, formando un puente de doble 

hebra. La doble hebra es desnaturalizada resultando en dos copias (forward y reverse) de hebra simple. 

Todo el proceso es repetido una y otra vez simultáneamente a lo largo de la celda, formando clústeres 

resultantes de la amplificación clonal de todos los fragmentos (Illumina, 2018c). 

 

Figura 12. Método de amplificación por puente. 

 

(Illumina, 2018c) 

 

Una vez terminada la fase de amplificación, las hebras reverse son lavadas, dejando adherida a la 

celda únicamente las hebras forward. Las primeras tres bases nitrogenadas del cebador expuesto (extremo 

3´) son bloqueadas, para evitar la síntesis no deseada de una cadena de ADN. Desde este punto inicia la 

fase de secuenciación. Como primer paso, se da la extensión del cebador de secuenciación 1, produciendo 
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la primera lectura. En cada ciclo, nucleótidos etiquetados con fluorofóros únicos, compiten para seguir 

el patrón de apareamiento y formar la hebra complementaria. Cada vez que un nucleótido es adicionado, 

este se excita con una fuente de luz para emitir una señal fluorescente. Cada nucleótido emite una señal 

de fluorescencia distinta. La longitud de onda de emisión, junto con la intensidad de la señal, determinan 

la base nitrogenada y por ende la secuencia. A este proceso se le conoce como secuenciación por síntesis, 

y se da masivamente y en paralelo a lo largo de la celda, Figura 13 (Illumina, 2018c). 

 

Figura 13. Método de secuenciación por síntesis. 

 

(Illumina, 2018c) 

 

Después de completar la primera lectura, el producto de la amplificación por síntesis es lavado. 

Posteriormente el cebador del índice de identificación 1 es introducido e hibridado con la hebra plantilla. 

Esto incita a que se genere la lectura de amplificación. Después de la culminación de la lectura del índice, 

el producto de amplificación por síntesis es lavado y el extremo 3´ de la hebra plantilla es desprotegido. 

Provocando que la hebra se doble e hibride con el oligo complementario de la celda de flujo. En este 

punto, el índice 2 es leído de la misma manera que el índice 1. Luego de la lectura del índice 2, la 

polimerasa sintetiza por puente la hebra reverse. La doble hebra es desnaturalizada y la hebra forward es 

lavada (Illumina, 2018c). 

 

La lectura de la hebra reverse, inicia al bloquear de nuevo los extremos 3´. Luego de bloquear, se 

introduce los cebadores de secuenciación 2. El proceso de secuenciación por síntesis se da de la misma 

manera que la lectura 1, hasta que el largo deseado de la lectura es alcanzado. Todo este proceso genera 

millones de lecturas que representan todos los fragmentos analizados. Por ende, es necesario filtrar la 
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información. En el caso de secuenciación de un pool, en donde normalmente hay más de dos muestras 

distintas, las secuencias son separadas y agrupadas en base a los índices únicos asignados en la 

preparación de las muestras (Illumina, 2018c). 

 

Para cada muestra, las lecturas con la misma secuencia de bases nitrogenadas son agrupadas 

localmente. Posteriormente las lecturas forward y reverse son apareadas, con el fin de crear secuencias 

contiguas. Las secuencias contiguas luego son alineadas al genoma de referencia, para su identificación, 

Figura 14. La información brindada por el extremo emparejado sirve para resolver alineamientos 

ambiguos. Una vez los alineamientos llegan a un consenso, el resultado es presentado, dando fin al 

proceso de secuenciación (Illumina, 2018c). 

 
Figura 14. Análisis de datos generados. 

 

 

(Illumina, 2018c) 

 

b. Análisis de datos metagenómicos. Una vez que el ADN de interés es secuenciado, la gran 

cantidad de información generada necesita ser filtrada y organizada, para poder ser analizada e 

interpretada. El primer paso consiste en separar, limpiar y homogenizar las secuencias obtenidas. En la 

separación o filtración, las secuencias forward y reverse son separadas, seguido de su filtración y 

agrupamiento en base a los códigos de barras asignados. Una vez separadas y filtradas las secuencias, se 

continuá con la limpieza, la cual tiene como principio eliminar cebadores, secuencias redundantes y 

adaptadores de secuenciación y amplificación. Igualmente, se remueven las secuencias de los blancos de 

extracción y amplificación del grupo de secuencias de interés. El fin último es establecer un umbral en 

donde se asegure que únicamente las secuencias de alta calidad y sin ruido, entren a análisis. En productos 

de secuenciación de regiones hipervariables del gen 16S ARNr, este paso cobra mayor importancia, 

debido a que los algoritmos de agrupamiento han sido desarrollados para detectar pequeñas diferencias 

a lo largo de los amplicones. Por tanto, se ha demostrado que sacrificar secuencias con baja calidad, ha 

ayudado a mejorar la precisión de los análisis (Morgan y Huttenhowe, 2012; Jovel et al., 2016). 
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En productos resultantes de secuenciaciones en la plataforma Illumina®, se ha observado que las 

bases del extremo 5´ de las secuencias, muestran una mayor calidad que las bases del extremo 3´. De 

modo que, en el proceso de limpieza, es aconsejable empezar el recorte de las secuencias en el extremo 

5´, Procurando dejar suficientes secuencias para llevar a cabo un análisis bioinformático competente. 

Igualmente, este proceso se realiza para homogenizar el largo de las secuencias que se analizarán. A fin 

de que los análisis filogenéticos y de diversidad se basen en las variaciones encontradas en las secuencias, 

y no por diferencias en el tamaño (Morgan y Huttenhowe, 2012; Jovel et al., 2016). 

 

Ya que se ha terminado la limpieza y homogenización de las secuencias del gen 16S ARNr, se 

procede al alineamiento y agrupación de secuencias similares: binning. Debido a que el gen 16S ARNr 

es altamente conservado y posee regiones hipervariables que cambian en períodos cortos de tiempo (en 

escala evolutiva), no puede ser definido y tratado como una secuencia única. De modo que para 

simplificar los análisis y mejorar los resultados, se requiere un proceso de binning en las secuencias 

(Morgan y Huttenhower, 2012). El binning se realiza por agrupación de las secuencias en unidades 

taxonómicas operacionales (OTU, por sus siglas en inglés). Dicha agrupación se basa en el grado de 

similitud entre las secuencias bajo análisis, la cual es determinada por el porcentaje de pares de bases 

que se alinean (Nguyen et al., 2016). El porcentaje de similitud límite que regularmente ha sido aceptado 

entre los pares de bases ha sido del 97%. Sin embargo, se ha comprobado que los resultados obtenidos 

al realizar análisis de microbiomas son más representativos cuando se utilizan ZOTUs en lugar de OTUs. 

Donde la diferencia principal entre estos es que, en la agrupación por ZOTUs, el porcentaje de similitud 

limite aceptado entre los pares de bases es del 100%. Disminuyendo así, la probabilidad que secuencias 

que pertenecen a diferentes taxones bacterianos, sean agrupadas a pesar de presentar desigualdad en 

pocos pares de bases (Edgar, 2013; Nguyen et al., 2016). 

 

Cuando las secuencias ya se encuentran agrupadas en ZOTUs, por algoritmos la secuencia más 

representativa es seleccionada para representar a todo el bin. Dicha secuencia toma el lugar de “especie”, 

por lo que permite que la microbiota bacteriana sea analizada en términos de ZOTUs (Schloss y Westcott, 

2011; Tanaseichuk et al., 2014). Los ZOTUs luego son comparados con bases de datos del gen 16S 

ARNr, como por ejemplo SILVA, para ser identificados con la mayor precisión posible (Morgan y 

Huttenhowe, 2012). 

 

Una vez que los ZOTUs ya han sido identificados, se procede a realizar el análisis filogenético 

ZOTUs, que cumplen los mismos principios que un análisis filogenético tradicional, ya que como se 

mencionó con anterioridad, los ZOTUs toman el lugar de “especies”. Sin embargo, la resolución de la 

clasificación taxonómica es baja, por lo que no es común que se llegue a clasificar hasta especie. Por 

ello, los árboles filogenéticos ZOTUs únicamente se utilizan para identificar los taxones bacterianos y 

ejecutar análisis ecológicos, y no como un resultado final. Los resultados de interés radican en describir 

la comunidad microbiana, empleado análisis ecológicos para representar la composición y variaciones 

en y entre las comunidades bacterianas bajo estudio (Caporaso et al., 2011; Morgan y Huttenhowe, 

2012). 
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Figura 15. Panorama general de los pasos para análisis de microbiomas bacterianos. 

 

(Morgan y Huttenhowe, 2012; Morgan et al., 2013) 

 

Diversos softwares se han desarrollado para manipular e interpretar los mega datos generados de 

secuenciaciones del gen 16S ARNr. En específico, para estudios ecológicos de microbiomas bacterianos 

paquetes gratuitos como USEARCH, Clustal Omega y QIIME (Quantitative Insights Into Microbial 

Ecology), son de gran ayuda para llevar los datos crudos a resultados textuales y gráficos que ayudan a 

interpretar el microbioma bacteriano bajo estudio. A continuación se hace una breve descripción de la 

funcionalidad de cada paquete (Kuczynski et al., 2011; Edgar, 2013; Sievers et al., 2014).  

 

Cuadro 2. Paquetes empelados para el análisis y procesamiento de datos crudos generados por las plataformas de 

NGS. 

Paquete Funcionalidad 

Clustal Omega Alineamiento de millones de secuencias con alta 

exactitud. 

QIIME Análisis de microbioma a partir de datos de 

secuenciación de ADN en bruto. Desde un 

enfoque ecológico y estadístico. 

USEARCH Agrupación de las secuencias en unidades 

taxonómicas operacionales, en base a 

predicciones precisas. 

(Kuczynski et al., 2011; Edgar, 2013; Sievers et al., 2014) 

 

QIIME es un programa basado en la plataforma LINUX que emplea un lenguaje de programación 

basado en Python. Los principales comandos utilizados para filtrar, ordenar, analizar y representar los 

resultados se muestran y describen en el Cuadro 3. El orden (sugerido) en cómo se presenta los comandos, 

va acorde al pipeline cronológico a seguir para realizar análisis ecológico explorativos de un microbioma 

en específico. Los argumentos [Requeridos] son obligatorios para que el comando ejecute. Los 
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argumentos [Opcionales] son elegidos según la conveniencia en la que se desea analizar y representar 

los datos (Caporaso et al., 2010). 

 

Cuadro 3. Descripción de los principales scripts QIIME requeridos para llevar a cabo el análisis bioinformático. 

Script Argumentos Descripción Output 

$validate_mapping_file.py [Requeridos] 

 -m, indica la ruta 

donde están los 

metadatos. 

Revisa que los 

metadatos, 

previamente 

ordénanos en un 

archivo de mapeo, 

no presenten 

errores y el 

formato sea válido 

para poder ser 

procesado en la 

plataforma. 

Archivo con el 

registro de los 

cambios, archivo 

en formato html y 

un archivo con las 

correcciones (si 

aplica). 

$add_qiime_labels.py  [Requeridos]  

-m, indica el 

archivo mapa a 

trabajar. 

-i, directorio de 

los archivos fasta 

(secuencias) que 

se van a rotular.  

-c, especifica la 

columna, en el 

archivo mapa, 

que posee el 

nombre de los 

archivos fasta. 

 

[Opcional]  

-o, permite 

indicar la ruta 

donde se desea 

guardar el archivo 

mapa ya rotulado. 

Toma el archivo 

mapa, el directorio 

donde se 

encuentran los 

archivos fasta de 

las secuencias y el 

nombre de la 

columna, en el 

archivo mapa, 

donde están los 

nombres de los 

archivos fasta. 

Combina toda la 

información, para 

generar un solo 

archivo fasta con 

todas las 

secuencias con sus 

respectivas 

etiquetas QIIME. 

Archivo fasta 

combinado: todas 

las secuencias con 

sus respectivas 

etiquetas QIIME. 

$pick_otus.py [Requeridos] 

-i, indica ruta y 

archivo donde se 

encuentran las 

secuencias de 

entrada. 

 

[Opcional] 

-m, establece el 

método, múltiples 

opciones a elegir, 

que se utilizara 

para generar los 

OTUs. 

-z, le indica al 

comando que 

Agrupa las 

secuencias en 

unidades 

taxonómicas 

operacionales 

(OTU). 

Se generan dos 

archivos, uno en 

formato de texto 

con una matriz que 

indica el número 

de clúster 

generados y las 

secuencias que 

conforman cada 

agrupación. Y otro 

archivo que indica 

los parámetros que 

el script uso para 

generar los OTUs.  
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Script Argumentos Descripción Output 

incluya la 

secuencia reverse 

en la generación 

de los OTUs. 

$pick_rep_set.py [Requeridos] 

-i, indica ruta para 

el archivo OTU 

que se usara 

como input. 

 

[Opcional] 

-f, indica ruta 

para ingresar al 

archivo fasta de 

las secuencias. 

-m, establece el 

método, múltiples 

opciones a elegir,  

que se utilizara 

para elegir los 

sets 

representativos. 

-o, permite 

brindar un 

nombre 

específico al 

archivo generado 

como output. 

Elige un set de 

secuencias 

representativas. 

Archivo fasta que 

contiene una 

secuencias 

representativa para 

cada OTU. 

$align_seqs.py [Requeridos] 

-i, indica ruta para 

el archivo input. 

[Opcional] 

-t, indica ruta de 

archivo plantilla 

que se usara para 

la alineación. 

-o, indica ruta 

donde se desea 

almacenara el 

archivo con los 

resultados. 

-m, establece el 

método, múltiples 

opciones a elegir, 

que se utilizara 

para generar 

alinear las 

secuencias.  

Alinea las 

secuencias 

representativas (de 

cada OTU) con 

una base de datos. 

Tres archivos: 

archivo fasta con 

las secuencias 

alineadas, archivo 

fasta con las 

secuencias que no 

cumplieron con 

todos los criterios 

y un archivo de 

texto con 

resultados 

complementarios 

(ej. porcentaje de 

identidad). 

$make_phylogeny.py [Requeridos] 

-i, indica ruta para 

el archivo input. 

Genera el árbol 

filogenético, a 

partir de 

alineamientos 

Un archivo en 

formato Newick 

(.tre) que contiene 

el árbol 
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Script Argumentos Descripción Output 

[Opcional] 

-t, establece el 

método, múltiples 

opciones a elegir, 

que se utilizara 

para construir el 

árbol filogenético. 

-o, permite 

indicar la ruta 

donde se desea 

guardar el 

resultado, árbol 

filogenético.   

múltiples, que 

relaciona los 

OTUs.  Utiliza 

FastTree por 

defecto.  

filogenético 

generado.  

$assign_taxonomy.py [Requeridos] 

-i, indica ruta para 

el archivo input. 

 

[Opcional] 

-t, indica la ruta 

donde se 

encuentra el 

archivo con las 

secuencias de 

mapeo para 

asignar la 

taxonomía.  

-r, indica ruta 

donde se 

encuentra las 

secuencias 

referencia. 

Sacadas de 

SILVA. 

-o, permite 

indicar la ruta 

donde se desea 

guardar el 

resultado. 

Asigna la 

taxonomía a cada 

secuencia del árbol 

filogenético, 

mediante múltiples 

métodos (ej. 

BLAST, RDP, 

uclust, etc). 

Genera 2 archivos. 

El primero con la 

información del 

linaje de cada 

secuencia. El 

segundo es un 

archivo conflicto, 

que contiene 

aquellos 

desacuerdos de 

asignación 

taxonómica. 

$make_otu_table.py [Requeridos] 

-i, indica ruta para 

el archivo input, 

mapa OTU. 

-o, permite 

indicar en que 

formato se desea 

el output de la 

tabla OTU 

(.biom). 

 

[Opcional] 

-t, indica la ruta 

donde se 

Indica el número 

de veces que un 

OTU, 

taxonómicamente 

identificado, 

aparece en los 

diferentes grupos 

de muestras 

analizadas.  

Genera un archivo 

en formato biom, 

donde las 

columnas 

corresponden a las 

muestras y las filas 

a los OTUs. 
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Script Argumentos Descripción Output 

encuentran las 

secuencias con 

sus asignaciones 

taxonómicas.  

-m, indica 

archivo de 

mapeo, los 

metadatos.  

$summarize_taxa_through_plots.py [Requeridos] 

-i, indica ruta para 

el archivo input, 

tabla OTU. 

-o, permite 

indicar el 

directorio donde 

se desea el 

archivo output. 

 

[Opcional] 

-m, indica la ruta 

para el archivo 

mapa.  

Resume el análisis 

taxonómico en 

tablas y gráficas.  

El resultado es un 

folder que 

contiene los 

archivos con el 

resumen 

taxonómico.  

$alpha_diversity.py [Requeridos] 

-i, indica la ruta 

de la tabla OTU o 

el directorio 

input. 

-o, permite 

indicar el 

directorio donde 

se desea el 

archivo output. 

[Opcional] 

-m, permite 

indicar las 

métricas de la 

diversidad alfa 

que se desean 

analizar (ej. 

Chao1). 

Calcula la 

diversidad alfa, 

empleando 

diversas métricas, 

de cada muestra 

estudiada. Se basa 

en una tabla OTU. 

Los archivos 

resultantes son 

dados en una tabla 

en formato de 

texto, con las 

métricas de la 

diversidad alfa que 

se analizaron.   

$beta_diversity_through_plots.py [Requeridos] 

-i, indica la ruta 

de la información 

input. 

-m, indica la ruta 

al archivo mapa. 

-o, permite 

indicar el 

directorio donde 

se desea el 

archivo output. 

Calcula la 

diversidad beta a 

través de matrices 

de distancia y 

gráficas PCoA. 

Un archivo de 

matriz de distancia 

y un archivo con la 

gráfica PCoA.  
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Script Argumentos Descripción Output 

[Opcional] 

-t, indica la ruta 

al archivo del 

árbol filogenético. 

Esto aplica si se 

desea una medida 

filogenética.   

-e, permite 

indicar la 

profundidad de 

cobertura, 

homogeniza el 

muestreo. 

*Debido a que los comandos que maneja QIIME, únicamente la descripción OTUs es aceptada, no se hace referencia 

a ZOTUs. Sin embargo, como en el presente estudio se implementaron ZOTUs, todo lo referido a OTUs es 

equivalente a ZOTUs (Caporaso et al., 2010). 

 

c. Ecología de comunidades microbianas. Una vez que la microbiota bacteriana de un área, 

tejido u órgano específico es caracterizada, lo que prosigue en estudios metagenómicos de microbiomas, 

es realizar análisis ecológicos de comunidades microbianas. A fin de poder describir la composición y 

dinámica ecológica del microbioma en y entre las muestras bajo estudio. Logrando así correlacionar el 

comportamiento ecológico del microbioma con el problema de estudio en cuestión (Morgan y 

Huttenhowe, 2012; Bledsoe et al., 2016).  

 

Para asegurar que la inferencia en la descripción sea asertiva, previo a cualquier análisis, se debe de 

verificar que el proceso de secuenciación fue suficiente para captar, de manera general, la riqueza 

bacteriana del área estudiada. Esto se consigue a través de análisis de rarefacción, los cuales grafican el 

número de ZOTUs generados en función del número de secuencias analizadas, por grupo de muestras 

evaluadas. Representando los resultados mediante curvas de rarefacción, Figura 16. El resultado deseado 

es aquel donde gráficamente se observa que la fase plateau es alcanzada hasta cubrir la mayor parte de 

secuencias generadas por muestra. Mostrando que el esfuerzo de secuenciación fue suficiente para captar 

la diversidad microbiana en las muestras evaluadas y por ende, las estimaciones inferidas por los análisis 

correspondientes serán precisas  (Akorli et al., 2016; Ben Guerrero et al., 2016; Bahrndorff et al., 2017). 

 

Figura 16. Curva de rarefacción. 

 
(Ben Guerrero et al., 2016) 
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Como primer acercamiento para describir la composición y dinámica ecológica del microbioma, se 

realizan análisis de abundancia relativa. El objetivo del análisis es evaluar qué tan común o escasa es una 

especie con respecto al total de especies encontradas en un área definida. Los resultados son 

representados a través de gráfico de barras horizontal o vertical, que muestra la composición porcentual 

de las especies bacterianas encontradas por muestra, en relación con el total de especies identificadas en 

la comunidad delimitada por el estudio, Figura 17. Los gráficos se leen de izquierda a derecha en formato 

horizontal y de arriba hacia abajo en formato vertical. Por la simplicidad de la presentación de los 

resultados, permite dar una idea previa de composición y variación de la microbiota bacteriana evaluada 

en una población o entre poblaciones (Groves, 2018). El paso siguiente, es complementar los resultados 

con análisis de diversidad, los cuales utilizan algoritmos más complejos que ayudan a validar qué tan fiel 

es la representación de la abundancia relativa en cuanto a la composición de la microbiota. 

 

Figura 17. Formatos gráficos para representar la abundancia relativa. 

(A) Formato horizontal y (B) formato vertical. Los colores que seccionan cada una de las barras en los 

gráficos mostrados, representan cada taxón bacteriano identificado en la población bajo estudio. 

         

(Boissière et al., 2012; Dada et al., 2018) 

 

La diversidad puede ser medida en y entre las muestras bajo estudio, diversidad alfa y beta 

correspondientemente (Morgan et al., 2012). Cuando la diversidad se desea determinar en una sola 

población, alfa, generalmente se utilizan los índices de Shannon/Simpson, diversidad filogenética y 

ZOTUs observados. El índice de Shannon es sensible a la riqueza entre especies, por lo que le da un peso 

mayor a los ZOTUs con menor representación o raros. Lanza un valor que aumenta a medida que 

aumenta la riqueza y la uniformidad de la comunidad. Por otro lado, el índice de Simpson es sensible a 

la uniformidad de especies, por lo que le da un peso mayor a los ZOTUs dominantes. Los índices están 

entre los rangos de 0 a 1, los valores más cercanos a 1 indican mayor diversidad y viceversa (Jost, 2007a; 

Budka et al., 2018; Veech, 2018). 
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La diversidad alfa también puede ser medida a partir de análisis filogenéticos, implementando la 

métrica diversidad filogenética. Esta medida de diversidad incorpora patrones de transmisión de genes 

entre diferentes taxones, para medir las diferencias entre las especies. Es determinada mediante la suma 

de las distancias que existen entre dos nodos de los diferentes clados, representados por un árbol 

filogenético. Un valor grande de diversidad filogenética corresponde a una mayor diversidad y viceversa 

(Faith y Baker, 2006). Por último, la diversidad alfa puede ser medida por el número de ZOTUs 

observados, entre mayor sea el número observado, mayor es la diversidad en el grupo de estudio 

(Kuczynski et al., 2011). Debido a que los cuatro parámetros de análisis determinan la diversidad de una 

población (alfa) a partir de dos diferentes enfoques, los tres son incluidos con regularidad en 

publicaciones. Ayudando a brindar un panorama descriptivo de la riqueza y la uniformidad de los taxones 

que se esperan dentro de una sola población. 

 

En lo que concierne con la diversidad beta, esta es aplicada cuando se desea evaluar la diversidad 

entre muestras. En términos simples, es una medida del recambio de especies entre comunidades o 

paisajes diferentes (Whittaker, 1960). Entre las opciones para determinar la diversidad beta, se encuentra 

la agrupación UPGMA y el algoritmo UniFrac repesado.  La agrupación por grupo de pares no 

ponderados con media aritmética (UPGMA, por sus siglas en inglés) es un método basado en la distancia 

evolutiva entre cada par de secuencias, basándose en la cantidad de nucleótidos que difieren entre estas. 

UPGMA empela un clústering secuencial, en donde las secuencias son comparadas mediante una 

alineación. El resultado de dicha comparación es presentado como una matriz de distancia que puede ser 

representada por un dendograma o árbol circular. Aquellas secuencias que presentan la distancia más 

pequeña entre ellas se agrupan como una sola (clúster), generando otra matriz en donde se recalcula la 

distancia de la agrupación generada contra el resto de secuencias, Figura 18. El proceso de comparación 

y agrupación de secuencias se repite hasta que todas las secuencias hayan sido incluidas en un clúster, 

asumiendo que la sustitución de bases es constante a lo largo del tiempo y linajes (Weiß y Göker, 2011). 
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Figura 18. Ejemplificación del método de construcción del árbol filogenético basado en distancia evolutiva. 

(A) Ejemplifica el principio por el cual se basa la formación de las matrices y (B) ejemplifica el 

principio del clústering secuencial que emplea el método UPGMA. 

 

 

(Choudhuri, 2014) 

 

Por otro lado, el algoritmo UniFrac repesado es una Matriz de distancia que integra información 

filogenética para calcular la diversidad beta. Revela la diferencia entre comunidades debido a cambios 

en la abundancia relativa de los taxones bacterianos detectados (Lozupone et al., 2011). La estimación 

de la precisión del cálculo de diversidad es determinada con el método estadístico no paramétrico 

jackknife, el cual realiza el proceso de remuestreo de manera sistemática y sin modificar los datos.  

Elimina un taxón de la matriz de datos original, reduciéndola. Por ende, para una muestra con n cantidad 

de taxones, n - 1 cantidad de subconjuntos se pueden obtener. En base a esto, construye un árbol 

filogenético para cada n subconjunto creado, a los cuales se les denomina árboles jackknife.  Cada uno 

de los árboles jackknife son comparados con el árbol original que contiene todos los taxones. Luego de 

repetir la comparación cientos de veces, se combinan las observaciones para generar un consenso estricto. 

El cual identifica las áreas topológicas en las que se observó acuerdos o desacuerdos, determinando así 

la información genética a tomar en cuenta para calcular la diversidad (Lapointe et al., 1994). 

 

Los resultados de UniFrac repesado se presentan en una matriz de distancia que se visualiza 

normalmente a través de una gráfica de análisis de coordenas principales (PCoA). La representación 

A 

B 



49 
 

 
 

gráfica de la matriz de disimilitud permite ver las diferencias entre las comunidades microbianas y su 

estructura, al resumir la variabilidad del conjunto de datos en un espacio Euclidiano de baja dimensión 

(2D), Figura 19. Al igual que en cualquier análisis gráfico, PCoA produce un conjunto de ejes ortogonales 

que resumen la variabilidad que existe en el set de datos. Los ejes se caracterizan por tener un valor 

eigen, cuya magnitud indica la variación que es capturada por cada eje. Se espera que un PCoA genere 

ejes (de 2 a 3) con valores eigen que capturen por arriba del 50% de la variación de los datos input. Con 

una buena representación de los datos, la interpretación de los resultados es simple, entre más cerca estén 

los objetos ordenadnos en el espacio 2D o 3D más similares son y viceversa (Zuur et al., 2007). 

 

Figura 19. Análisis de coordenas principales. 

 

(Bahrndorff et al., 2017) 

 

Si bien los resultados que lanzan los diversos medidores de diversidad ecológica, presentan una 

inferencia clara de cómo el microbioma bacteriano se comporta, para poder realizar deducciones entre 

las poblaciones estudias y determinar si lo que se observa es significativo para ejecutar una conclusión, 

es necesario implementar estadística. Sin embargo, previo a cualquier análisis es imperativo que se 

verifiquen los supuestos para determinar si la estadística a aplicar será paramétrica o no paramétrica. 

Entre los supuestos está: la distribución de los datos, independencia entre los datos y homogeneidad de 

las varianzas.  Es común que al evaluar datos de microbiomas, los supuestos indiquen que se trata de 

datos no paramétricos y por ende se aplique estadística acoplada a dicho comportamiento (Wang, 1986; 

Buttigieg y Rematte, 2014). A continuación, se muestra un cuadro con las pruebas estadísticas 

implementadas para calificar el comportamiento de los datos y determinar el nivel de significancia de las 

pruebas ecológicas aplicadas. 
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Cuadro 4. Análisis estadísticos reportados con frecuencia en literatura con enfoque a estudio de microbiomas 

bacterianos. 

Análisis 

estadístico 

aplicado 

Objetivo del análisis Tipo de representación 

de los resultados 

Referencia  

ADONIS  

 

 

 

Análisis de varianza usando 

matrices de distancia. Las 

cuales determinan la 

significancia de cada 

variable explicativa en la 

distribución de las familias 

bacterianas.   

 

 

 

 

 

Arroja un valor-p que 

indica, en un alfa de 0.05, 

si la agrupación de 

muestras por individuo es 

estadísticamente 

significativa. Si el valor-p 

<0.05, se concluye que 

variables explicativas 

como: sitios de crianza y 

localidades, tienen un 

efecto significativo en la 

distribución de las familias 

de bacterias. 

(Caporaso 

et al., 2010) 

Prueba de Mann-

Whitney 

 

Determina una correlación 

entre dos variables, una 

cuantitativa y otra 

cualitativa. Estas variables 

deben ser independientes 

una de la otra.  

Si el valor-p es mayor a 

0.05, se acepta la hipótesis 

nula y viceversa para 

rechazarla. La Ho indica 

que la mediana de las dos 

muestras son idénticas, es 

decir que no hay una 

diferencia significativa 

entre las variables que se 

están estudiando.  

(McDonald 

et al., 2014) 

Prueba Kruskal-

Wallis 

Prueba si los rangos medios 

de los grupos son 

significativamente 

diferentes. Se realiza entre 

variables nominales y 

variables cuantitativas. No 

requiere supuestos de 

varianzas iguales. 

Arroja un valor-p.  Si el 

valor-p es menor a 0.05, se 

rechaza la hipótesis nula y 

se concluye que hay una 

diferencia significativa 

entre los grupos evaluados. 

(McDonald 

et al., 2014) 
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V. HIPÓTESIS 
 

Hi: existe diferencia entre la microbiota del tracto digestivo de una muestra de campo y dos cepas de 

laboratorio, una susceptible y una resistente a deltametrina, de adultos hembras An. albimanus. 

 

Ho: no existe diferencia entre la microbiota del tracto digestivo de una muestra de campo y dos cepas de 

laboratorio, una susceptible y una resistente a deltametrina, de adultos hembras An. albimanus. 

 

 



 

 

52 
 

VI. METODOLOGÍA  
 

A. Enfoque de la investigación 
 

La presente investigación posee un enfoque cuantitativo. 

 

B. Alcance de la investigación 
 

Debido a que la microbiota bacteriana del tracto digestivo de hembras An. albimanus es un tema que 

ha sido poco estudiado y del cual no se dispone mucha información, la presente investigación posee un 

alcance exploratorio y descriptivo.  

 

C. Diseño de investigación 
 

La investigación realizada posee un diseño no experimental transversal, ya que no se hicieron variar 

de forma intencional las variables independientes para evaluar su efecto en las variables dependientes. 

La inferencia sobre las relaciones entre las variables se realizó sin intervención e influencia directa, donde 

las relaciones fueron observadas como suceden en su contexto natural.  

 

D. Tiempo y lugar de la investigación 
 

La investigación se llevó a cabo en la Universidad del Valle de Guatemala - Guatemala, 

específicamente en la Unidad de Malaria del Centro de Estudios en Salud, y en el departamento de 

Ecología del Laboratorio Nacional Lawrence Berkeley – California, Estados Unidos. El período de 

tiempo que se utilizó para cumplir los objetivos, inicio en julio del 2017 y culminó mayo del 2018.  

 

E. Recursos humanos 
 

Las personas que asesoraron el desarrollo de la presente investigación fueron Pamela Pennigton – 

PhD, del departamento de Bioquímica y Microbiología de la Universidad del Valle de Guatemala - 

Guatemala; y Javier Ceja Navarro - PhD, del departamento de ecología del Laboratorio Nacional 

Lawrence Berkeley – California, Estados Unidos. 
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F. Muestras  
 

Las cepas de laboratorio: una resistente (RDelta, establecida en 2011) y una susceptible a 

deltametrina (Sanarate, establecida en 1987), fueron obtenidas del insectario del Centro de Estudios 

Salud de la Universidad de Guatemala. La cepa resistente utilizada fue la filial 88, hijos de hembras y 

machos (filial 87) sobrevivientes a una exposición de 8.83 µg/mL y 2.34 µg/mL de deltametrina, 

correspondientemente.  

 

Figura 20. Ejemplo del tipo de criadero, noria, donde se realizo la colecta de los ejemplares de campo.  

La noria mostrada se encuentra dentro de un parcelamiento de caña de azúcar, hubicada en la 

comunidad Las Cruces – municipio La Gomera. 

 

(Lopez, 2016) 

 

Las muestras de campo fueron colectadas de norias, Figura 20. Caracterizadas por ser cuerpos de 

agua sin movimiento que se alimentan de filtraciones de cauces naturales y/o precipitaciones pluviales, 

empleadas para riego de las plantaciones de azúcar. El método de muestreo estándar aplicado fue la 

técnica dipping según (O´Malley, 1995). El muestreo se realizó en las comunidades Las Cruces (Latitud: 

14.12º N, Longitud: -91.15º E), donde se a reportado resistencia, y El Terrero (Latitud: 14.07º N, 

Longitud: -91.02º E). Ubicadas en el municipio La Gomera, dentro del departamento de Escuintla, región 

sur-central de la República de Guatemala. A continuación, se muestra un cuadro en donde se especifica 

la localidad de colecta por muestra. 
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Cuadro 5. Descripción de fecha y sitio de colecta de las muestras de campo utilizadas en el presente estudio. 

ID de la muestra Fecha de colecta Localidad 

WDT_2.1 19 octubre 2017 El Terrero 

WDT_2.2 19 octubre 2017 El Terrero 

WDT_2.3 19 octubre 2017 El Terrero 

WDT_2.4 19 octubre 2017 El Terrero 

WDT_2.5 19 octubre 2017 El Terrero 

WDT_2.8 19 octubre 2017 El Terrero 

WDT_2.10 19 octubre 2017 El Terrero 

WDT_2.12 18 octubre 2017 Las Cruces  

WDT_2.13 18 octubre 2017 Las Cruces  

WDT_2.14 18 octubre 2017 Las Cruces  

WDT_2.15 18 octubre 2017 Las Cruces  

WDT_2.17 18 octubre 2017 Las Cruces  

WDT_2.18 21 de octubre 2017 El Terrero 

WDT_2.20 21 de octubre 2017 El Terrero 

WDT_2.21 21 de octubre 2017 Las Cruces 

 

G. Variables 
 

El presente cuadro explica con detalle la naturaleza, interrelación y nivel de medición de las variables 

de interés para el estudio. 

 

Cuadro 6. Variables de estudio de principal interés en la investigación. 

Variable Definición Naturaleza Nivel de 

medición 

Interrelación Forma en la que 

se medirá o 

determinará 

Resistencia Capacidad de un 

insecto de tolerar 

los efectos 

causados por los 

químicos activos 

de los insecticidas 

mediante 

mutaciones 

generadas a través 

de la selección 

natural. 

Cualitativa Nominal Independiente Resistente y 

susceptible. 

Concentración 

de ADN 

genómico 

Cantidad de ADN 

genómico 

presente en un 

determinado 

volumen. 

Normalmente es 

medido mediante 

espectrofotometría 

o fluorescencia. 

Cuantitativa Razón Dependiente ng/µL 

ZOTUs 

 

Agrupación que se 

basa en el grado 

de similitud entre 

Cuantitativa Razón Dependiente Número de 

ZOTUs generados 

por número de 



55 

 

 
 

Variable Definición Naturaleza Nivel de 

medición 

Interrelación Forma en la que 

se medirá o 

determinará 

las secuencias 

bajo análisis, la 

cual es 

determinada por el 

porcentaje de 

pares de bases que 

se alinean. 

secuencias. 

Determinado por 

análisis de 

rarefacción. 

Taxones 

bacterianos 

 

Agrupamiento de 

organismos 

basado en 

relaciones 

evolutivas. 

Cualitativa Nominal Dependiente Análisis 

filogenético 

Abundancia 

relativa 

 

Proporción 

calculada en base 

a los individuos 

de una especie en 

específico, 

respecto a la 

población total. 

Cuantitativa Razón Dependiente Porcentaje (%) 

Índice de 

Shannon 

 

Índice que 

caracterizar la 

diversidad de 

especies en una 

comunidad en 

particular. Le da 

un peso mayor a 

los ZOTUs 

“extraños” (con 

menor 

representación). 

Cuantitativa Razón Dependiente Valor menor a 4, 

que indica el 

grado de 

diversidad. 

Índice de 

Simpson 

 

Índice que 

caracterizar la 

diversidad de 

especies en una 

comunidad en 

particular. Le da 

un peso mayor a 

los ZOTU 

dominantes. 

Cuantitativa Intervalo Dependiente Valor entre 0 y 1, 

que indica el 

grado de 

diversidad. 

Diversidad 

filogenética 

 

Medida de 

diversidad 

incorpora patrones 

de transmisión de 

genes entre 

diferentes taxones, 

para medir las 

diferencias entre 

las especies. 

Cuantitativa Razón Dependiente Valor decimal que 

indica el grado de 

diversidad.  

Diversidad 

beta 

Medida del 

recambio de 

especies entre 

comunidades o 

Cuantitativa Intervalo Dependiente UniFrac repesado 
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Variable Definición Naturaleza Nivel de 

medición 

Interrelación Forma en la que 

se medirá o 

determinará 

paisajes 

diferentes. 

 

H. Viabilidad 
 

La investigación fue cofinanciada bajo el programa de Enfermedades Parasitarias Transmitidas por 

Vectores, la cual está a cargo de Norma Padilla – PhD y el departamento de Ecología del Laboratorio 

Nacional Lawrence Berkeley, a cargo de Javier Ceja Navarro - PhD. Desarrollándose en la Universidad 

del Valle de Guatemala, en los laboratorios del Centro de Estudios en Salud – Unidad de Malaria; y en 

el departamento de Ecología del Laboratorio Nacional Lawrence Berkeley. El análisis de resultados se 

llevó a cabo de forma colaborativa entre la Unidad de Malaria y Javier Ceja-Navarro. 

 

I. Metodología 
 

1. Crianza An. albimanus. La crianza de las dos cepas de laboratorio: una resistente (RDelta) 

y una susceptible (Sanarate) a deltametrina, se llevó a cabo en el insectario del Centro de Estudios en 

Salud. El cual posee una temperatura comprendida dentro de 29ºC – 31ºC y a una humedad relativa del 

78%, con períodos de luz y oscuridad de 12 horas cada uno. Para el proceso se utilizaron charolas de 

34.5cm Х 25.6cm, con alrededor de 2cm de agua libre de cloro. En ellas se depositaron 100 larvas por 

bandeja, de estadio larval 1 o estadio larval 2. Las cepas fueron trabajadas en diferente tiempo, para 

asegurar que la cepa susceptible no fuera contaminada por ejemplares de la cepa resistente y viceversa. 

 

El alimento brindado fue a base de una mezcla de 25g de levadura (Saccharomyces cerevisiae) 

comercial marca Levaduras Industriales del Golfo S.A. y 75g de cereal marca NESTUM 5 cereales 

(https://www.comienzosano.cl/cereal-nestumr-5-cereales#). La alimentación se realizó periódicamente 

dispensando 1/8 de cucharadita por bandeja, hasta que las larvas empuparan o el alimento se sedimentara 

en el fondo de la bandeja. Para mayor claridad del flujo de trabajo, a continuación, se presenta un 

diagrama con los puntos importantes. 
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Figura 21. Procedimiento crianza cepa resistente y cepa susceptible a deltametrina. 

 

 

En el caso de la muestra de campo, la crianza se realizó a partir de una colecta constituida por 

ejemplares en estadio larval 3 y 4. Las larvas fueron clasificadas y colocadas en charolas de 34.5cm Х 

25.6cm, según el sitio y fecha de colecta. A cada charola se le agregó alrededor de 2cm de agua del sitio 

de colecta. Posteriormente todas las charolas fueron colocadas en el insectario del Centro de Estudios en 

Salud, para inducir la transición al estado de pupa. 

 

Durante el proceso de crianza, las larvas no fueron alimentadas con la formulación utilizada para la 

crianza de la cepa susceptible y la cepa resistente a deltametrina. En cambio, se dejó que la alimentación 

fuera obtenida a partir de los microorganismos y nutrientes disponibles en el agua del sitio de colecta. 

Para mayor claridad del flujo de trabajo a continuación, se presenta un diagrama con los puntos 

importantes. 
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Figura 22. Procedimiento crianza muestra de campo. 

 

 

2. Sexado de pupas An. albimanus. Las pupas obtenidas del proceso de crianza, fueron 

colocadas en una caja Petri y posteriormente bajo el estereoscopio. Con ayuda de un pincel, se observó 

la bolsa genital. Las hembras poseían bolsa genital pequeña con terminación puntiaguda, mientras que 

los machos poseían bolsa genital alargada con una terminación circular, Figura 23. Según esta 

característica morfológica, se separaron hembras de machos.  

 

Figura 23. Morfología de la bolsa genital de An. punctipennis. 

 

(Moorefield, 1951) 

 

Un total de 30 pupas hembras, fueron colocadas dentro de galones de plástico adaptado para la 

crianza de mosquitos. Cada galón fue llenado con una pulgada de agua destilada sin cloro y cubierta con 

tul. Para permitir la eclosión de las pupas, los galones fueron colocados en el insectario del Centro de 

Estudios en Salud. Las hembras An. albimanus adultas no fueron alimentadas con agua miel. 
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El procedimiento fue realizado para las pupas de la muestra de campo y las pupas de las dos cepas 

de laboratorio: una resistente y una susceptible a deltametrina. Trabajando cada cepa por separado, para 

evitar mezclas entre estas. Para mayor claridad del flujo de trabajo a continuación, se presenta un 

diagrama con los puntos importantes. 

 

Figura 24. Procedimiento de sexado pupas. 

 

 

3. Disección del tracto digestivo de An. albimanus. Previo a realizar la disección de 

hembras vírgenes de 2 días de edad adulta, todo el material utilizado para la disección fue autoclaveado. 

El material que no era apto para soportar temperaturas y presiones altas, fue sometido a tratamientos de 

UV y esterilización con cloro y etanol. La elaboración de las soluciones desinfectantes y buffer de 

fosfatos en solución salina (PBS) 1X, se realizó junto con la preparación del material. Especificaciones 

de las recetas, adjuntas en anexos.  

 

Los mosquitos a disectar fueron transferidos del recipiente de crianza, con ayuda de un capturador 

bucal, a una pinta y se colocaran por 2 minutos a -20ºC para adormecerlos. Una vez listos las soluciones, 

el material biológico y material de disección, se procedió a preparar el área de trabajo. Para esto se 

desinfectaron las superficies con cloro al 10% y etanol al 70%. Sobre la superficie desinfectada, se colocó 

un estereoscopio, posicionando a cada lado dos mecheros Meker. Dentro del área estéril establecida, los 

mosquitos adormecidos fueron colocados en una caja Petri en hielo. Con una pinza entomológica, se 

tomó un mosquito y se sumergió en etanol 75% por 1 minuto. Posteriormente, se sumergió por 1 minuto 

en hipoclorito de sodio 5% y se lavó su superficie con agua destilada estéril, con ayuda de una pipeta.  

 

Seguido de la esterilización superficial del mosquito, este se colocó en un portaobjetos y sobre él, 

una gota de PBS 1X. Bajo el estereoscopio se tomó, con ayuda de dos pinzas, el VI segmento del 

abdomen y el tórax.  Una vez sujetos, se jaló en dirección del abdomen, procurando que los ovarios o 
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cualquier resto del mosquito no se quedarán adheridos al tracto digestivo. Este procedimiento se realizó 

con mucho cuidado, tratando de perturbar lo menos posible la integridad del interior del tracto digestivo.  

 

Las muestras de tracto digestivo obtenidas, se colocaron en tubos de microcentrífuga con 100µL de 

DNAzol® (Thermo Fisher Scientific, número de catálogo: 10503-027) y fueron almacenados a 4ºC por 

no más de 3 días. El proceso se repitió hasta obtener un total de 15 tractos digestivos individuales de 

cada cepa bajo estudio, esterilizando las pinzas en etanol 70% entre disecciones. Para mayor claridad del 

flujo de trabajo a continuación, se presenta un diagrama con los puntos importantes. 

 

Figura 25. Procedimiento para la disección del tracto digestivo (TD). 

 

 

4. Extracción de ADN genómico. El proceso de extracción de ADN genómico se llevó a 

cabo con las muestras de los tractos digestivos resultantes de la disección. El procedimiento de extracción 

fue optimizado en la fase de lisis y precipitación de ADN, realizando los ensayos únicamente con la cepa 

susceptible a deltametrina. La técnica y principios fueron aplicados según los parámetros establecidos en 

el protocolo “Extraction of DNA using DNAzol® Reagent” (Life Technologies, 2001), con las 

modificaciones correspondientes del proceso de optimización. Las muestras de campo y las dos cepas de 

laboratorio, fueron trabajadas de igual manera, incluyendo en cada extracción, un control negativo. 
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a. Lisis del tejido. En el primer ensayo de lisis, las muestras resultantes del proceso de disección, 

fueron incubadas por 1 hora 54 minutos a 55ºC. Una vez terminado el período de incubación, las muestras 

fueron maceradas con ayuda de un pistilo estéril, ajustando el volumen de DNAzol® (InvitrogenTM, 

número de catálogo: 10503-027) a 200µL. 

 

En el segundo ensayo de lisis, se adicionó a cada una de las muestras resultantes del proceso de 

disección 5µL proteínasa K (Roche Diagnostics, número de catálogo: 03 115 828 001) y se incubó por 1 

hora con 54 minutos a 55ºC. Consecutivamente se maceró el tejido con ayuda de un pistilo estéril y se 

ajustó el volumen con DNAzol® a 200µL. Cabe remarcar que, en cada ensayo, se utilizó un grupo de 

muestras distintito, constituido por 10 ejemplares. 

 

Debido al rendimiento final obtenido de cada ensayo (mostrado en sección de resultados, parte A), 

se seleccionó el segundo ensayo para aplicarlo a la cepa de laboratorio resistente a deltametrina y a las 

muestras de campo. Para mayor claridad del flujo de trabajo a continuación, se presenta un diagrama con 

los puntos importantes. 

 

Figura 26. Proceso de lisis del tracto digestivo (TD). 

 

b. Precipitación del ADN. En el primer ensayo de precipitación, a los tubos de microcentrífuga 

con el tejido lisado, se le añadió 0.5mL de etanol absoluto. Los tubos fueron invertidos 15 veces he 

incubados 3 minutos a temperatura ambiente. Posterior al período de incubación, los tubos fueron 

centrifugados a máxima velocidad (14.0 × 1000 rpm) por 10 minutos sin refrigeración.  

 

En el segundo ensayo de precipitación, a los tubos de microcentrífuga con el tejido lisado, se les 

agregó 6µL de Co-Precipitant Pink/ poliacrilamida lineal (Bioline Reagents, número de catálogo: BIO – 

37075). Los tubos fueron invertidos 15 veces y centrifugados brevemente. Posteriormente se añadió 

100µL de etanol absoluto a cada homogenizado, invirtiendo 15 veces para mezclar. Las muestras fueron 

incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente y seguidamente centrifugadas a máxima velocidad por 

10 minutos sin refrigeración. Cabe remarcar que, en cada ensayo, se utilizó un grupo de muestras distinto, 

constituido por 10 ejemplares. 
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Independientemente del ensayo realizado, el sobrenadante resultante fue decantado, cuidando que el 

precipitado de ADN no fuese desechado o desintegrado. Para ello el pellet de ADN, transparente (ensayo 

uno) o rosado (ensayo dos), fue ubicado en la parte superior del tubo. Por último, los tubos fueron 

incubados boca arriba por 1 minuto, aspirando con una micropipeta el sobrenadante restante en el fondo 

del tubo.  

 

Debido al rendimiento final obtenido de cada ensayo (mostrado en sección de resultados, parte A), 

se seleccionó el segundo ensayo para aplicarlo a la cepa de laboratorio resistente a deltametrina y a las 

muestras de campo. Para mayor claridad del flujo de trabajo a continuación, se presenta un diagrama con 

los puntos importantes. 

 

Figura 27. Proceso para la precipitación del ADN genómico extraído de la microbiota bacteriana del tracto 

digestivo. 

 

 

c. Lavado y resuspención del ADN. El lavado del precipitado de ADN se realizó dos veces, 

como se menciona a continuación: a cada uno de los pellets producidos en el paso de precipitación se le 

agregó 200µL de etanol 75%. Los tubos fueron invertidos 6 veces e incubados verticalmente por 1 

minuto, para permitir que el pellet de ADN se asentara al fondo. El etanol remanente fue removido 

mediante pipeteo o decantación, cuidando que el pellet no fuese desechado con el sobrenadante.  
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Previo a la resuspención, todas las muestras tratadas fueron colocadas boca abajo, durante 15 

minutos, sobre un papel mayordomo. Se revisó cada 5 minutos, si el etanol ya se había evaporado, 

tratando de evitar que el pellet se secara por completo. Finalmente, las muestras fueron resuspendidas en 

50µL de buffer Tris-EDTA 1X y cuantificadas por espectrofotometría, mediante NanoDropTM One 

(Thermo Fisher Scientific). Todas las muestras tratadas, debidamente rotuladas, fueron almacenadas a -

20ºC.  A continuación, se presenta un diagrama con los puntos importantes. 

 

Figura 28. Proceso de lavado y resuspención del ADN genómico extraído de la microbiota bacteriana del tracto 

digestivo. 

 

 

5. Envío de muestras. Los extractos de ADN que presentaron alta concentración e integridad, 

fueron enviados al Laboratorio Nacional de Lawrence Berkeley (California, Estados Unidos) vía área, 

gracias a Susana Arrechea – PhD. La preparación de las muestras consistió en colocar 25µL del 

resuspendido de ADN en tubos de microcentrífuga de 0.5mL. Cada tubo fue rotulado con la 

identificación de la muestra, fecha de extracción e investigador responsable. Se utilizó un código de 

colores, para ayudar a diferenciar cada grupo de estudio y evitar confusiones. La cepa susceptible 

(Sanarate) a deltametrina fue codificada con color verde, la cepa resistente a deltametrina (RDelta) fue 

codificada con color azul y las muestras de campo fueron codificadas de color anaranjado. 

 

Cada tubo de microcentrífuga fue sellado con parafilm, para evitar derrames, y colocados en una 

bolsa ziploc®. El paquete fue rotulado con el nombre de la persona que recibió el pedido: Javier Ceja-

Navarro. Se mandaron un total de 11 muestras de la cepa resistente y 11 muestras de la cepa susceptible 
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a deltamentrina; y un total de 16 muestras del grupo de campo. Tomando en cuenta, en los tres grupos, 

el control negativo.  

 

Las muestras pasaron aproximadamente 3 días sin refrigeración, previo a su arribo al Laboratorio 

Nacional de Lawrence Berkeley. A continuación, se muestra un cuadro con la información de envío.  

 

Cuadro 7. Información de envío de las muestras de ADN seleccionadas para ser trabajadas en el Laboratorio 

Nacional de Lawrence Berkeley. 

Grupo de muestra 

trabajada  

Identificación de la muestra Concentración de ADN 

(ng/µL) 

C
ep

a 
su

sc
ep

ti
b

le
 (

S
an

ar
at

e)
 

SDT_1 29.3 

SDT_2 32.6 

SDT_3 40.5 

SDT_4 23.2 

SDT_5 27.3 

SDT_6 27.4 

SDT_7 32.8 

SDT_8 22.1 

SDT_9 28.4 

SDT_11 36.3 

C- 6.3 

C
ep

a 
re

si
st

en
te

 (
R

D
el

ta
) 

RDT_1 33.9 

RDT_2 35.3 

RDT_3 27.3 

RDT_4 31.9 

RDT_5 28.8 

RDT_6 32.1 

RDT_7 38.8 

RDT_8 30.3 

RDT_9 27.4 

RDT_10 22.6 

C- 11.5 

M
u

es
tr

as
 d

e 
ca

m
p

o
 

WDT_2.1 32.8 

WDT_2.2 33.1 

WDT_2.3 31.0 

WDT_2.4 38.7 

WDT_2.5 27.5 

WDT_2.8 49.0 

WDT_2.10 39.2 

WDT_2.12 20.6 

WDT_2.13 29.6 

WDT_2.14 21.9 

WDT_2.15 21.2 
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Grupo de muestra 

trabajada  

Identificación de la muestra Concentración de ADN 

(ng/µL) 

WDT_2.17 22.1 

WDT_2.18 28.3 

WDT_2.20 41.4 

WDT_2.21 31.8 

C- 11.0 

 

El posterior procesamiento de las muestras, en cuento a la amplificación de los dominios 

hipervariables V3 - V4 del gen 16S ARNr y preparación de biblioteca de secuenciación, se llevó a cabo 

en el Laboratorio Nacional de Lawrence Berkeley (California, Estados Unidos), en la división de Earth 

Sciences, Ecology Department. En específico por el grupo de investigación bajo la dirección de Javier 

Ceja Navarro -PhD. La metodología aplicada, se detalla en anexos. 

 

6. Secuenciación y análisis filogenético. La secuenciación de los amplicones V3 - V4 del 

gen 16SARNr, fue llevado a cabo utilizando la plataforma Ilumina® – MiSeqTM. Servicio que fue 

adquirido de la compañía GENEWIZ® (Nueva Jersey, Estados Unidos). Los análisis descritos a 

continuación fueron ejecutados con la ayuda y asesoría de Javier Ceja Navarro – PhD. 

 

a. Tratamiento de las secuencias. Las secuencias forward y reversed crudas obtenidas de 

GENEWIZ® fueron filtradas y separadas, utilizando un script desarrollado en el Laboratorio Nacional 

Lawrence Berkeley. Estas fueron separadas según los códigos de barras agregados en el proceso de 

preparación de librerías. El resultado final fueron tres archivos distintos con las secuencias 

correspondientes de las muestras de campo, cepa de laboratorio resistente a deltametrina y cepa de 

laboratorio susceptible a deltametrina. Posteriormente se realizó un análisis de calidad a todas las 

muestras, para eliminar secuencias de baja calidad o dudosas. Únicamente las secuencias forward de 

alrededor de 200 a 250pb fueron utilizadas para completar los análisis de microbioma, ya que la fusión 

de secuencias forward y reversed resultaba en pérdida de más del 50% de las secuencias sin aportar un 

incremento significativo en la longitud de las secuencias. 

 

Del grupo de secuencias resultantes del análisis de calidad, se extrajo las secuencias de los blancos 

de extracción y amplificación. Las secuencias blanco de los tres grupos de estudio, fueron concatenadas, 

homogenizadas a un mismo tamaño y agrupadas entre ellas a una similitud del 100%, utilizando el 

paquete USEARCH. Seguidamente, las secuencias de las muestras de campo, cepa resistente a 

deltametrina y cepa susceptible a deltametrina fueron combinadas en un solo archivo, implementando el 

paquete QIIME 1. Esto con el fin de remover las secuencias contaminantes de un solo archivo, en lugar 

de tres. 

 

El archivo combinado posteriormente fue depurado, utilizando las agrupaciones de los blancos para 

alinear a un 100% de similitud, y luego eliminar, secuencias contaminantes dentro de las muestras. El 

archivo limpio prosiguió a ser dereplicado, esto es remover secuencias redundantes. El archivo FASTA 
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resultante, fue entonces sometido a un proceso de agrupamiento para crear ZOTUs. Para cada grupo de 

estudio, se agruparon las secuencias al 100% de similitud. El proceso de limpieza como generación de 

ZOTUs fueron realizados con el paquete USEARCH. Los ZOTUs obtenidos fueron entonces usados para 

calcular sus frecuencias en el grupo original de secuencias, o archivo combinado. 

 

Estos ZOTUs fueron también caracterizados taxonómicamente usando QIIME 1.9 y la base de datos 

SILVA. De esta forma, frecuencias e identidad taxonómica fueron utilizadas para generar una tabla biom, 

la cual mostraba de manera organizada la frecuencia de cada ZOTU por muestra, así como la identidad 

taxonómica de cada ZOTU.  La determinación de alfa y beta diversidad requirió la construcción de un 

árbol filogenético que representó las comunidades microbianas asociadas a las muestras analizadas. Para 

obtener este árbol filogenético, los ZOTUs fueron primero alienados usando Clustal Omega (Sievers et 

al., 2014). El alineamiento obtenido fue después usado para construir el árbol filogenético por el método 

FastTree en QIIME 1.9 (Caporaso et al., 2010). 

 

b. Descripción de la composición de la microbiota bacteriana del tracto digestivo de An. 

albimanus y análisis de diversidad. Antes de iniciar la descripción y análisis ecológicos del 

microbioma, se determinó qué número de secuencias representó el total de la población microbiana por 

grupos de estudio, con el fin de incluir a todas las muestras en el análisis. Para esto se llevó a cabo un 

análisis de rarefacción alfa, en el que se determinó que un mínimo de 800 secuencias sería suficiente para 

caracterizar el microbioma bacteriano de An. albimanus. Este límite fue usado como parámetro de 

muestreo durante los análisis de diversidad alfa y beta realizados en la plataforma QIIME 1.9.  

 

La composición y distribución de los grupos bacterianos asociados a la microbiota bacteriana del 

tracto digestivo de An. albimanus de los tres grupos bajo estudio, se representó a través de un gráfico de 

abundancia relativa, llegando a nivel de género. La distribución observada a través del grafico de 

abundancia relativa, fue posteriormente analizado con los medidores de diversidad alfa y beta. La 

diversidad alfa de cada grupo de muestras bajo estudio fue calculada usando los índices de Shannon, 

Simpson, diversidad filogenética y ZOTUs observados. Los parámetros determinados fueron después 

comparados entre las muestras para determinar la significancia estadística mediante las pruebas no 

paramétrica Kruskal – Wallis y Mann-Whitney, a un nivel de confianza del 95%.  

 

Diferencias en la composición de la microbiota entre las muestras analizadas fue comparada por 

medio del análisis beta; el cual fue calculado usando la matriz de distancia generada a partir de la tabla 

biom y el árbol filogenético, es decir mediante el método UniFrac repesado. Los resultados fueron 

representados mediante un gráfico PCoA, en un plano 3D y el efecto de las categorías (tipo de muestra 

vs microbiota) en las variaciones de los datos, calculadas por medio de un análisis multivariante 

(ADONIS) con 999 permutaciones, a un nivel de confianza del 95%. 
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VII. RESULTADOS  
 

A. Optimización del método de extracción de ADN genómico de la 

microbiota bacteriana del tracto digestivo de hembras adultas An. 

albimanus 
 

Con el fin de establecer una metodología de extracción de ADN genómico que brindara un 

rendimiento final satisfactorio, se procedió a realizar dos ensayos de extracción en la cepa susceptible a 

deltametrina. Ambos ensayos partieron del mismo material genético: tracto digestivo de hembras adultas 

An. albimanus; variando la metodología en la lisis del tejido y precipitación del ADN. Se logró 

determinar que la implementación de la enzima proteínasa K para lisar el tejido y Co-Precipitant 

Pink/poliacrilamida lineal para precipitar el ADN (ensayo dos), aumentó por más de la mitad la 

concentración final de ADN genómico, con respecto al primer ensayo. No obstante, al determinar la 

integridad del ADN genómico utilizando NanoDropTM One, fue evidente una razón A260/A230 menor 

a 2.0, demostrando contaminación por guanidina. 

 

En cuanto a la razón A260/A280 fue mayor al parámetro esperado, ~1.8. Evidenciando que el etanol 

logró ser removido del producto en el proceso de extracción de ADN. Dichos parámetros de pureza, 

fueron similares tanto en el primer como en el segundo ensayo. Sustentando las aseveraciones anteriores, 

realizadas según a los valores A260/A230 y A260/A280. 

 

Cuadro 8. Concentración e integridad del ADN genómico extraído, por dos ensayos diferentes, del tracto 

digestivo de hembras adultas An. albimanus – cepa susceptible (Sanarate). 

Identificación de la 

muestra 

Concentración ADN genómico 

(ng/µL) 

Integridad ADN genómico 

(A260/A280 ǀ A260/230)  

Primer 

ensayo 

Segundo 

ensayo 

Primer 

ensayo 

Segundo ensayo Primer ensayo Segundo 

ensayo 

SDT_A SDT_1 6.2 29.3 2.56 ǀ 0.01 3.57 ǀ 0.02 

SDT_B SDT_2 7.5 32.6 3.63 ǀ 0.01 3.39 ǀ 0.03 

SDT_C SDT_3 9.6 40.5 2.81 ǀ 0.01 3.74 ǀ 0.04 

SDT_D SDT_4 6 23.2 3.28 ǀ 0.01 3.22 ǀ 0.02 

SDT_E SDT_5 4.9 27.3 3.78 ǀ 0.01 2.65 ǀ 0.03 

SDT_F SDT_6 8.1 27.4 2.75 ǀ 0.01 3.56 ǀ 0.02 

SDT_G SDT_7 8.2 32.8 4.32 ǀ 0.01 3.19 ǀ 0.03 

SDT_H SDT_8 3.7 22.1 2.76 ǀ 0.01 3.00 ǀ 0.02 

SDT_I SDT_9 13.2 28.4 4.35 ǀ 0.01 2.83 ǀ 0.03 

SDT_J SDT_11 13.1 36.3 3.84 ǀ 0.01 3.15 ǀ 0.03 
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B. Análisis de rarefacción  
 

Previo a realizar los análisis que mostrarían la composición y ecología de la microbiota bacteriana 

del tracto digestivo de ejemplares hembras adultas An. albimanus de campo (WDT), ejemplares 

resistentes a deltametrina (RDT) y ejemplares susceptibles a deltametrina (SDT); fue necesario definir 

qué número de secuencias representaban el total de la diversidad de la comunidad microbiana de los 

grupos de muestras evaluados. En consecuencia, se realizó un análisis de rarefacción con ZOTUs 

generados con un 100% de similitud. 

 

Observando las curvas creadas, en Figura 29, se determinó que la comunidad microbiana de todas 

las muestras estaba representada por 800 a 1000 secuencias. Por ende, se determinó un umbral de 800 

secuencias por muestra para los análisis posteriores. Logrando incluir todas las poblaciones estudiadas y 

como consecuente, permitir que las estimaciones inferidas por los análisis correspondientes sean válidos, 

y la composición y diversidad en y entre las muestras puedan ser comparadas.  

 

Algo a notar en las curvas generadas, es que la microbiota bacteriana del tracto digestivo de las 

muestras de campo generaron mayor número de secuencia a comparación de las cepas de laboratorio: 

cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a deltametrina. Igualmente es evidente que la mayoría 

de las curvas iniciaron su fase plateau al redor de las 800 secuencias.  

 

Figura 29. Curva de rarefacción comparando el número de secuencias generadas contra el número de ZOTUs 

observados, por muestra, en la microbiota bacteriana del tracto digestivo de ejemplares An. albimanus hembras 

adultas de campo (WDT), ejemplares resistentes a deltametrina (RDT) y ejemplares susceptibles a deltametrina 

(SDT). 
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C. Composición de la microbiota bacteriana 
 

La composición de la microbiota bacteriana del tracto digestivo de ejemplares hembras adultas An. 

albimanus de campo (WDT), ejemplares resistentes a deltametrina (RDT) y ejemplares susceptibles a 

deltametrina (SDT) fue determinado a través de un análisis de abundancia relativa, visualizado en 

formato de grafica de barras, Figura 30. Se identificaron un total de 26 géneros bacterianos entre los tres 

grupos de estudio evaluados. En la cepa resistente a deltametrina (RDT), en la mayor parte de los 

ejemplares predomino Burkholderia - Paraburkholderia (42.73% ± 0.18 de la abundancia relativa), 

seguido de Acinetobacter (20.40% ± 0.18) y por último Ralstonia (19.44% ± 0.22). En la cepa susceptible 

a deltametrina (SDT), los grupos bacterianos dominantes fueron Ralstonia (47.61% ± 0.28), seguido de 

Burkholderia – Paraburkholderia (24.76% ± 0.17) y por último Acinetobacter (14.01% ± 0.09). A simple 

vista, el gráfico de abundancia relativa mostró que la microbiota bacteriana de las cepas de laboratorio 

estudiadas, poseen una estructura similar entre individuos de la misma cepa y entre las cepas. Sin 

embargo, tras aplicar la prueba estadística no paramétrica Mann-Whitney, se determinó una diferencia 

significativa en cuanto a la abundancia relativa de Burkholderia – Paraburkholderia (p = 0.043) y 

Ralstonia (p = 0.023) entre la cepa resistente y la cepa susceptible a deltametrina. Diferencia que puede 

ser atribuida a la prevalencia de Burkholderia – Paraburkholderia y Ralstonia en la cepa resistente a 

deltametrina y en la cepa susceptible a deltametrina, correspondientemente.  

 

En cuanto a las muestras de campo, se pudo observar una tendencia predominante de Elizabethkingia 

(53.50% ± 0.47) en la mayor parte de los ejemplares, seguido de Asaia (13.72% ± 0.27). Pese a que 

dichos géneros fueron los sobresalientes, Ralstonia (6.78% ± 0.14), Acinetobacter (6.28% ± 0.14) y 

Burkholderia – Paraburkholderia (8.55% ± 0.12) también tuvieron representatividad dentro de la 

microbiota bacteriana de las muestras de campo. Gráficamente la proporción relativa de los géneros 

bacterianos mencionados, mostro una clara diferencia visual entre la estructura de la microbiota de las 

muestras de campo y la estructura de la microbiota de las muestras de laboratorio. Para evaluar la 

significancia de la diferencia observada, se ejecutó la prueba estadística no paramétrica Kruskal-Wallis, 

la cual comprobó que existe una diferencia significativa en la abundancia relativa de Elizabethkingia 

(p=0.014), Ralstonia (p=0.001) y Burkholderia – Paraburkholderia (p=0.001) observada en las cepas de 

laboratorio y observada en las muestras de campo.  

 

Referente a los géneros bacterianos que fueron comunes en los tres grupos de estudio: muestras de 

campo, cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a deltametrina, se encuentran Klebsiella 

(muestras de campo: 2.85% ± 0.10 ǀ cepa resistente a deltametrina: 3.48% ± 0.02 ǀ cepa susceptible a 

deltametrina: 1.50% ± 0.01), Pseudomonas  (3.44% ± 0.05 ǀ 2.28% ± 0.02 ǀ 2.01% ± 0.01) 

Methylobacterium (0.18% ± 0 ǀ 1.09% ± 0.01 ǀ 1.01% ± 0.01) y Sphingomonas (0.59% ± 0.01 ǀ 1.26% ± 

0.01 ǀ 2.35% ± 0.02). 
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A fin de establecer aplicaciones y posible capacidad degradadora de insecticidas y otros agentes 

químicos complejos entre los géneros bacterianos más representativos encontrados en los tres grupos de 

muestras evaluados, se realizó una búsqueda de antecedentes. Lo documentado en el Cuadro 9 muestra 

que, en la mayor parte de géneros bacterianos, se ha reportado su capacidad de utilizar como fuente de 

carbono insecticidas organofosforados, piretroides o cualquier otro compuesto complejo. A excepción 

de Elizabethkingia y Asaia que, a pesar de que no son capaces de metabolizar insecticidas o compuestos 

complejos, son reportadas como candidatos para desarrollar paratransgenesis. Únicamente Pantoea y 

Serratia presentaron capacidad degradadora y potencial para su aplicación en paratransgenesis. 

 

Los géneros bacterianos que fueron encontrados en los tres grupos de estudio evaluados fueron  

Shingomonas, Serratia, Pseudomonas, Pantoea, Klebsiella, Elizabethkingia, Delftia, Asaia y 

Acinetobacter. En donde la mayor parte de los géneros mencionados, ha sido identificado en el intestino 

medio de adultos Anopheles spp. Obsérvese que las bacterias que se reportaron como degradadoras de 

insecticidas, no solo se han identificado en el intestino medio de adultos Anopheles spp, sino también en 

aguas y suelos contaminados con dichos compuestos y en la microbiota intestinal de plagas agrícolas que 

se encuentran constantemente expuestas a concentraciones variadas de insecticidas.  

 

Vale mencionar que se tomó como géneros bacterianos representativos, aquellos que presentaran 

una abundancia relativa mayor al 1% en, al menos, dos de los grupos evaluados.   

Cuadro 9. Antecedentes de los géneros bacterianos representativos que fueron identificados como parte de la 

microbiota bacteriana del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus de campo, resistentes a deltametrina 

y susceptibles a deltametrina. 

Género bacteriano Importancia  Ambientes donde ha 

sido identificados 

Referencia 

Acinetobacter • Degradación de 

organofosforados: 

- Metil paratión 

- Malatión 

- Diazinon 

- Fenitrotión 

- Clorpirifos  

 

• Degradación de 

piretroides: 

- β- cipermetrina 

- Cipermetrina 

- Fenpropatrina 

- Fenvalerato 

- Deltametrina 

 

• Parte de la 

microbiota nucleó de 

anofelinos.  

• Suelos 

contaminados. 

 

• Aguas residuales. 

 

• Intestino medio de 

larvas y adultos 

Anopheles spp. 

(Boissière et al., 2012; 

Jin et al., 2014; 

Longkumer et al., 

2014; Azamy et al., 

2015; Dada et al., 

2018) 

Asaia • Parte de la 

microbiota núcleo de 

Anopheles spp. 

  

En todos los estadios 

del ciclo de vida de 

Anopheles spp: 

huevos, estadios 

(Favia et al., 2008) 
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Género bacteriano Importancia  Ambientes donde ha 

sido identificados 

Referencia 

• Es ampliamente 

distribuida en todos 

los estadios del ciclo 

de vida de los 

anofelinos 

(transestadial). Por 

dichas 

características, es 

aplicada en 

paratransgenesis.  

larvales 1ro al 4to, 

pupa y adulto.  

Bradyrhizobium • Forman una relación 

simbiótica con las 

leguminosas, ya que 

son capaces de fijar 

nitrógeno. 

 

• Capaz de degradar 

compuestos 

fosforados 

complejos, como 

insecticidas.  

• Suelos 

contaminados. 

 

• Raíces de 

leguminosas.  

 

 

(Abd‐Alla, 1994) 

Burkholderia • Degradación de 

organofosforados: 

- Fenitrotión 

 

• Degradación de 

Piretroides. 

• Suelos 

contaminados. 

 

• Intestino medio de 

Plutella xylostella 

(plaga agrícola).  

 

• Intestino medio de 

Cavelerius 

saccharivorus 

(plaga agrícola). 

 

• Intestino medio de 

adultos Anopheles 

spp. 

(Shrivastava et al., 

2011; Boissière et al., 

2012; Xia et al., 2013) 

Cloacibacterium Degradación de 

hidrocarbonos 

aromáticos. 

• Cuerpos de agua 

contaminado. 

 

• Intestino medio de 

adultos Anopheles 

spp. 

(Jurelevicius et al., 

2013; Villegas y 

Pimenta, 2014) 

Delftia • Degradación de 

organofosforados. 

 

• Parte de la 

microbiota nucleó de 

anofelinos. 

  

• Intestino medio de 

Spodoptera 

frugiperda (plaga 

agrícola). 

 

• Intestino medio de 

adultos Anopheles 

spp. 

(Chavshin et al., 

2014b; Almeida et 

al., 2017) 

Elizabethkingia • Transestadial 

 

• Se aplica para 

paratransgenesis.  

 

• Intestino medio de 

adultos Anopheles 

spp. 

 

• Suelos 

(Ngwa et al., 2013) 
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Género bacteriano Importancia  Ambientes donde ha 

sido identificados 

Referencia 

• Posee actividades 

antimicrobianas y 

antiplasmodiales. 

 

• Parte de la 

microbiota núcleo de 

anofelinos.  

• Ríos 

• Reservorios 

acuíferos  

Klebsiella • Degradación de 

Organofosforados: 

- Endosulfan 

- Fenitrotión 

- Fensulfotión 

 

• Degradación de 

DDT. 

 

• Parte de la 

microbiota nucleó de 

anofelinos.  

• Intestino medio de 

adultos Anopheles 

spp. 

 

• Suelos 

 

(Engesser y Fischer, 

1991; Kwon et al., 

2005; Dada et al., 

2018) 

Methylobacterium • Degradación de 

Piretroides: 

- Cipermetrina 

 

• Intestino medio de 

adultos Anopheles 

spp. 

 

• Glándulas salivales 

de adultos 

anofelinos.  

 

• Suelos 

(Diegelmann et al., 

2015; Tchioffo et al., 

2016) 

Pantoea  • Degradación de 

organofosforados: 

- Acefato 

 

• Parte de la 

microbiota nucleó de 

anofelinos.  

 

• Simbionte de 

anofelinos, por lo 

que se aplica para 

paratransgenesis.  

• Microbiota 

intestinal de 

Plutella xylostella 

(plaga agrícola). 

 

• Intestino medio de 

adultos Anopheles 

spp. 

(Djadid, 2011; 

Shrivastava et al., 

2011) 

Pseudomonas • Parte de la 

microbiota núcleo 

de anofelinos.  

 

• Degradación de 

organofosforados: 

- Dimetoato 

- Paratión 

- Metil Paratión 

- Clorpirifós 

- Malatión 

 

• Degradación de 

piretroides: 

- Permetrina 

- Fenpropatrin 

• Suelos 

contaminados. 

 

• Aguas 

contaminadas. 

 

• Intestino medio de 

adultos Anopheles 

spp. 

(Zuo et al., 2010; 

Supriyati et al., 2015) 
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Género bacteriano Importancia  Ambientes donde ha 

sido identificados 

Referencia 

- Cipermetrina 

- Deltametrina 

Ralstonia Capaz de degradar 

contaminantes 

xenobióticos como 

tolueno y 

tricloroetileno. 

• Suelos 

contaminados. 

 

• Aguas 

contaminadas. 

 

• Intestino medio de 

adultos Anopheles 

spp. 

(Ryan et al., 2007; 

Boissière et al., 2012) 

Sphingomonas • Cataboliza 

compuestos 

aromáticos.  

 

• Parte de la 

microbiota nucleó 

de anofelinos. 

• Agua contaminada. 

 

• Suelos 

contaminados. 

 

• Intestino medio de 

adultos Anopheles 

spp. 

(Boissière et al., 2012; 

Villegas y Pimenta, 

2014; Zhao et al., 

2017) 

 

D. Análisis ecológicos  
 

1. Agrupación UPGMA. Según las diferencias observadas entre la composición de la 

microbiota bacteriana del tracto digestivo de los ejemplares hembras adultas An. albimanus de campo 

(WDT), ejemplares resistentes a deltametrina (RDT) y ejemplares susceptibles a deltametrina (SDT); se 

procedió a realizar un agrupamiento UPGMA de las muestras, en base a las matrices Unifrac repesadas 

construidas durante los análisis de diversidad beta. Al representar gráficamente el agrupamiento 

UPGMA, Figura 31, fue evidente que las dos cepas de laboratorio estudiadas, cepa resistente a 

deltametrina y cepa susceptible a deltametrina, se agruparon en un solo dendograma. Mostrando una 

tendencia hacia que la microbiota de las cepas de laboratorio presentan una composición análoga. 

Tendencia que igualmente fue observada en el gráfico de abundancias relativas.  

 

Los ejemplares de campo, por otra parte, mostraron un agrupamiento que se vio influenciado por el 

sitio de colecta, Figura 31. Aquellas muestras provenientes de El Terrero, la mayor parte (7 de 9 

muestras), se agruparon en un dendograma con remarcada distancia (aproximadamente 0.68) del 

dendograma formado por las cepas de laboratorio. A excepción de las muestras WDT.2.5 y WDT.2.20 

que fueron agrupadas dentro y cercano al clúster de las cepas de laboratorio, correspondientemente. En 

lo que concierne con las muestras colectadas en la localidad Las Cruces, la topología del agrupamiento 

UPGMA observada revela una menor distancia (aproximadamente 0.20) al clúster de las muestras de 

laboratorio. Dichos resultados, visualmente, sugieren que la discrepancia entre la estructura del 

microbioma bacteriano de las cepas de laboratorio y las muestras de campo provenientes de Las Cruces 

es menor que la estructura del microbioma bacteriano entre las cepas de laboratorio y las muestras de 

campo provenientes de El Terrero.  
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Es claro que el agrupamiento mostrado gráficamente por el método UPGMA, evidencia una fuerte 

influencia del sitio de crianza en la composición de la microbiota bacteriana del tracto digestivo. Las 

cepas de laboratorio, criadas bajo los mismos parámetros y bajo la misma dieta, fueron agrupadas en un 

solo dendograma. En cambio, las muestras de campo al ser recolectadas de dos sitios diferentes, se 

agruparon según el lugar de colecta.  

 

Figura 31. Agrupación UPGMA en base a similitudes en y entre las comunidades bacterianas de la microbiota del 

tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus de campo (WDT), resistente a deltametrina (RDT) y susceptible 

a deltametrina (SDT). 
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2. Diversidad alfa. Al observar la diversidad filogenética, la muestra resistente a deltametrina 

(2.39 ± 0.25) presento el valor más representativo, seguido de la cepa susceptible a deltametrina (2.17 ± 

0.28) y por último las muestras de campo (0.71 ± 0.57), indicando mayor diversidad de especies dentro 

de las cepas de laboratorio. Sin embargo, a pesar de las discrepancias, no existe una diferencia 

significativa (p = 0.051) entre la diversidad filogenética de los tres grupos evaluados. Para respaldar lo 

observado en la diversidad filogenética, se determinó el número de ZOTUs observados por muestra 

evaluada. Como era de esperar, la cepa resistente a deltametrina presento un mayor número de ZOTUs 

(30 ± 2.28) por muestra, seguido de la cepa susceptible a deltametrina (28 ± 4.81) y por último, las 

muestras de campo (22 ± 0.57).  No se observó una diferencia significativa (p = 0.190) entre los tres 

grupos evaluados, por lo que la diversidad filogenética como ZOTUS observados no difieren entre la 

microbiota bacteriana del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus de campo, cepa resistente a 

deltametrina y cepa susceptible a deltametrina. 

 

En cuanto a la medición de la riqueza (Shannon) y uniformidad de especies (Simpson), se determinó 

que la cepa resistente a deltametrina presento la mayor riqueza (3.27 ± 0.65) y uniformidad de especies 

(0.79 ± 0.14), seguida de las muestras de campo (riqueza: 2.70 ± 0.63, uniformidad: 0.76 ± 0.11) y por 

último la cepa susceptible a deltametrina (riqueza: 2.66 ± 1.09, uniformidad: 0.66 ± 0.26). No se observó 

una diferencia significativa (Shannon p = 0.163 y Simpson p = 0.242) entre los tres grupos evaluados, 

por lo que riqueza y uniformidad de la microbiota bacteriana del tracto digestivo de hembras adultas An. 

albimanus, no difiere entre las muestras de campo, cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a 

deltametrina. 

 

Cuadro 10. Medidores de diversidad alfa determinados para la microbiota bacteriana del tracto digestivo de los 

tres grupos de hembras adultas An. albimanus evaluados. 

Grupo de 

muestra 

Diversidad 

filogenética 

ZOTUs 

observados 

Índice de 

Simpson 

Índice de 

Shannon 

Cepa resistente a 

deltametrina 
2.39 ± 0.25 30 ± 2.28 0.79 ± 0.14 3.27 ± 0.65 

Cepa susceptible 

a deltametrina 
2.17 ± 0.28 28 ± 4.81 0.66 ± 0.26 2.66 ± 1.09 

Muestras de 

campo 
1.71 ± 0.57 22 ± 8.96 0.76 ± 0.11 2.70 ± 0.63 

 

3. Diversidad beta. Las mediciones de la diversidad beta fueron representados por una gráfica 

PCoA UniFrac repesado. El resultado gráfico evidenció que el 86.18% de la variación del conjunto de 

datos analizados esta mayormente representado a lo largo del eje x. Está claro que la composición de la 

microbiota bacteriana del tracto digestivo de las dos cepas de laboratorio evaluadas: una resistente a 

deltametrina y una susceptible a deltametrina son similares, debido a la proximidad observada entre los 

ejemplares de cada cepa.  

 

En las muestras de campo se pueden observar dos interpretaciones. La primera interpretación para 

tomar en cuenta es la marcada diferencia en la composición de la microbiota bacteriana del tracto 
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digestivo de muestras provenientes de campo y muestras provenientes de un ambiente controlado, como 

lo son las condiciones de laboratorio, respaldando lo observado en el gráfico UPGMA. La segunda 

interpretación que se puede obtener con base en la distribución de la varianza de ciertas muestras de 

campo, es la similitud que existe entre la composición de la microbiota bacteriana del tracto digestivo de 

muestras de campo y muestras de laboratorio. Demostrando así que, la composición de la microbiota de 

ejemplares de laboratorio, no es totalmente ajena a la microbiota proveniente de ejemplares de campo. 

 

Figura 32. Gráfica PCoA UniFrac repesado comparando la microbiota bacteriana del tracto digestivo de 

hembras adultas An. albimanus de ejemplares de campo, ejemplares resistentes a deltametrina y ejemplares 

susceptibles a deltametrina. 

 
 

Para determinar la significancia de la variación observada en el grafico PCoA, en cuento a la 

composición de la microbiota bacteriana del tracto digestivo de los tres grupos de muestras evaluados, 

se aplicó una prueba estadística no paramétrica ADONIS. El valor-p de 0.001 obtenido, demostró que al 

comparar los tres grupos de muestras evaluados, el agrupamiento de las muestras por ejemplar es 

estadísticamente significativo y, por tanto, las variación observada entre las muestras de campo, cepa de 

laboratorio resistente a deltametrina y cepa de laboratorio susceptible a deltametrina es significativa. 

Igualmente, la prueba lanzó un valor R2 de 0.45, que indica que el 45% de la variación en los datos es 

explicado por el tipo de muestra. Es decir, el 45% de la variación en la composición de la microbiota 

bacteriana del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus, se debe al grupo de muestra evaluado: 

campo, cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a deltametrina. En particular por las diferencias 

significativas entre las muestras de laboratorio y las muestras de campo. 
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VIII. DISCUSIÓN DE RESULTADOS  
 

Desde la evidencia del surgimiento de mecanismo de resistencia en las poblaciones de vectores de 

malaria, mosquitos del género Anopheles pp., los esfuerzos para el control del vector se han dirigido al 

estudio y comprensión de los mecanismos de resistencia y factores que propician su establecimiento 

(WHO, 2016b). Se ha visto, principalmente en plagas agrícolas, que la microbiota bacteriana del tracto 

digestivo de insectos cambia cuando se encuentran en un ambiente donde la exposición a insecticidas es 

constantemente y se encuentran bacterias capaces de metabolizar el insecticida en el tracto digestivo. 

Demostrando, por tanto, que la microbiota bacteriana del tracto digestivo tiene una relación con el 

surgimiento de resistencia a insecticidas (Kikuchi et al., 2012; Almeida et al., 2017). Siguiendo la línea 

de dichos descubrimientos, ha surgido la hipótesis que la microbiota bacteriana del tracto digestivo de 

Anopheles spp. puede tener un rol en el establecimiento de resistencia.  

 

Actualmente solo existe un estudio en An. albimanus que comprueba la presencia de bacterias 

capaces de metabolizar el insecticida (Dada et al., 2018).  Mostrando la necesidad de la ejecución de más 

estudios que posean como enfoque determinar el comportamiento, desde un planteamiento ecológico, y 

rol de la microbiota bacteriana en el surgimiento de resistencia. Particularmente en vectores de países 

endémico en vías de desarrollo, como Guatemala. Por tanto, el presente estudio identificó y evaluó la 

diversidad de la microbiota bacteriana del tracto digestivo en y entre muestras de campo y dos cepas de 

laboratorio: una susceptible y una resistente a deltametrina, de hembras adultas An. albimanus. 

 

Para cumplir con el objetivo, se propuso una metodología que implicaba la secuenciación de 

amplicones de la región hipervariable V3-V4 del gen 16S ARNr, utilizando secuenciación de última 

generación, Illumina®. Gracias al uso de esta técnica innovadora y aplicación de herramientas 

bioinformáticas, fue posible comparar y explorar los cambios en la microbiota bacteriana del tracto 

digestivo de hembras adultas An. albimanus, de tres grupos de muestra: cepa susceptible a deltametrina, 

cepa resistente a deltametrina y muestras de campo. Los resultados mostraron una variación dentro y 

entre los grupos evaluados. Comprobando que, en efecto, las condiciones ambientales en las que se 

desarrolle el mosquito, tienen un impacto directo en la composición y diversidad de su microbioma.  

 

A. Optimización del método de extracción de ADN genómico 
 

      Como primer paso en la investigación, fue necesario optimizar el método de extracción que se empleó 

para aislar el ADN genómico de la microbiota bacteriana del tracto digestivo de hembras adultas An. 
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albimanus. Por lo que se implementaron dos ensayos piloto en la cepa susceptible a deltametrina 

(Sanarate), que variaron en la etapa de lisis y precipitación del ADN. Según los resultados mostrados en 

el Cuadro 8, el segundo ensayo fue el que obtuvo el mayor rendimiento, al duplicar las concentraciones 

de ADN obtenidas en el primer ensayo. En el proceso de extracción del primer ensayo, fue posible 

comprobar que si era viable empelar DNAzol® para el aislamiento del ADN genómico de la microbiota 

bacteriana del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus, puesto que se obtuvieron 

concentraciones mayores a 1ng/µL. Ya que en principio, la guanidina promueve la lisis de las células, al 

desestabilizar las fuerzas moleculares que forman la estructura de las proteínas; y promueve la 

precipitación de ADN en el medio de reacción, al reducir la asociación de los ácidos nucleicos con el 

agua (Tang et al., 2006). 

 

A pesar que en el primer ensayo se logró el aislamiento del ADN genómico de la microbiota 

bacteriana del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus, las concentraciones de ADN obtenidas 

no eran las esperadas, por lo que se procedió a la optimización del método. Para esto se ejecutó un 

segundo ensayo, en el cual se adaptó el procedimiento para que las muestras fueran tratadas con 

proteinasa K y Co-Precipitant Pink/ poliacrilamida lineal.  

 

La proteinasa K es una proteasa que presenta una amplia especificidad de escisión hacia los enlaces 

peptídicos adyacentes al grupo carboxilo de aminoácidos aromáticos y alifáticos. Ayudando así, a la 

digestión de las proteínas presentes en muestras biológicas (Promega Corporation, 2018). Por lo tanto, 

el uso de la proteinasa K en el segundo ensayo ayudo optimizar la lisis del tracto digestivo y a digerir las 

proteínas contaminantes resultantes del proceso, como nucleasas. Aumentando las concentraciones de 

ADN genómico liberado al medio de reacción y disminuyendo las probabilidades que este fuera 

degradado por ADNasas. Marcando el primer punto de mejora. 

 

Como segundo punto de mejora, en la etapa de precipitación del ADN se agregó Co-Precipitant 

Pink. Dicho co-precipitante es una poliacrilamida lineal que permite capturar el ADN del medio de 

reacción, por principios de polaridad, reteniéndolo en una matriz gelatinosa (Bioline, 2016). Gracias a 

este principio, la adición de dicho reactivo al ensayo dos, permitió la formación de un pellet de ADN 

visible (rosado) que no perdía fácilmente su integridad. Lo cual ayudo a que, durante los lavados, este 

pudiera ser manipulado con facilidad y no fuera desechado por accidente. Disminuyendo las 

probabilidades de pérdidas de material genético y asegurando, en los lavados, eficiencia en la eliminación 

de compuestos contaminantes del producto final, ADN genómico.  

 

Fue evidente que la adición de proteinasa K y Co-Precipitant Pink en el segundo ensayo, fueron los 

pasos de optimización que ayudaron a mejorar el rendimiento, en cuanto a la contracción final de ADN 

obtenida. No obstante, al medir la integridad del ADN, ambos ensayos presentaron una razón A260/A230 

menor a 2.0, Cuadro 8. Indicando la presencia de un compuesto que absorbía una longitud de onda de 

~230nm, es decir la guanidina que no logro ser eliminada del producto final. En consecuencia, se 

recomienda que para evitar que contaminantes interfieran con las mediciones del producto de extracción, 
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se purifique la muestra previo a ser medida por espectrofotometría (NanoDropTM). En cuanto a la razón 

A260/A280 en ambos ensayos, esta fue mayor a ~1.8, indicando ausencia de etanol en las muestras.  

 

Para corregir los puntos que afectaron con la integridad del ADN, se recomienda que se utilice un 

método de extracción que garantice que la mayor parte de los contaminantes del medio de reacción sean 

eliminados, sin afectar el rendimiento final. Como por ejemplo el uso de perlas magnéticas para la 

extracción de ADN que, gracias a su alta afinidad al ADN y su propiedad magnética, permite separar el 

material genético (en presencia de un imán) del medio de reacción sin el uso de soluciones precipitantes 

o centrifugación (Saiyed et al., 2006). Igualmente, se recomienda usar kits diseñados para extraer ADN 

a partir de pequeñas cantidades de tejido material, con el fin de maximizar la recuperación del ADN 

genómico y aumentar el rendimiento final. 

 

B. Composición de la microbiota bacteriana del tracto digestivo de 

hembras adultas An. albimanus de campo, resistentes a deltametrina y 

susceptibles a deltametrina 
 

En general, los datos sugieren que la cepa resistente a deltametrina y la cepa susceptible a 

deltametrina, provenientes de un ambiente controlado (laboratorio), poseen una microbiota similar. 

Mientras que el grupo de campo muestra una microbiota que difiere en composición de las muestras de 

laboratorio y que se encuentra fuertemente influenciada por el ambiente (criadero) en el que se desarrolla 

el mosquito. Esto corrobora lo mostrado en previos estudios, donde evidencian que la diversidad de la 

microbiota bacteriana que conforma el intestino medio de mosquitos, cambia de campo a laboratorio 

cuando estos son criados bajo condiciones controladas. Indicando la importancia de las condiciones 

ambientales, en el moldeo da la microbiota bacteriana del vector (Boissière et al., 2012; Akorli et al., 

2016). 

 

Como se observa en la Figura 30, los géneros Acinetobacter, Burkholderia – Paraburkholderia y 

Ralstonia fueron los predominantes, con más del 20% de proporción relativa, en las cepas de laboratorio: 

cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a deltametrina. En proporción, visualmente fue evidente 

que Acinetobacter y Burkholderia – Paraburkholderia predominaron en la microbiota intestinal de la 

cepa resistente a deltametrina. Para ambos géneros se ha reportado capacidad degradadora de insecticidas 

de la familia de organofosforados y piretroides, Cuadro 9 (Boissière et al., 2012; Jin et al., 2014; 

Longkumer et al., 2014; Azamy et al., 2015; Dada et al., 2018; Xia et al., 2013; Shrivastava et al., 2011). 

En Burkholderia se ha demostrado que su capacidad degradadora de fenitrotión, ha conferido resistencia 

a insecticidas en plagas agrícolas (Kikuchi et al., 2012). Mientras que en Acinetobacter ha sido asociada 

a la degradación microbiana xenobiótica de una cepa An. albimanus resistente a fenitrotión (Dada et al., 

2018). Sugiriendo la posibilidad de que la predominancia de dichos géneros en la cepa resistente a 

deltametrina se deba a su rol simbiótico en la degradación de deltametrina y por ende al establecimiento 

de resistencia. En especial Burkholderia – Paraburkholderia que mostro una diferencia estadísticamente 

significativa, en proporción relativa, entre la cepa resistente y la cepa susceptible a deltametrina.  
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Siguiendo la misma lógica de asociación entre la representatividad de un género bacteriano y su 

capacidad degradadora de insecticidas y/o compuestos complejos, se puede interpretar la tendencia hacia 

un aumento en abundancia relativa, en referencia a la cepa susceptible, de Klebsiella, Cloacibacterium y 

Delftia en la cepa resistente a deltametrina; por su posible rol simbiótico en la degradación de 

insecticidas. Esto es sustentado en base a la literatura reportada, ya que los tres géneros han sido 

asociados a degradación de hidrocarburos/insecticidas, Cuadro 9.  Siendo Klebsiellas el único género 

que se ha vinculado a resistencia a organofosforados en An. albimanus, (Dada et al., 2018). Sin embargo, 

a pesar de lo reportado en otros estudios, es necesario que las especulaciones realizadas en cuanto a la 

predominancia de Acinetobacter, Burkholderia – Paraburkholderia, Klebsiella, Cloacibacterium y 

Delftia en la microbiota de la cepa resistente, sean comprobada in vitro implementando medios selectivos 

con deltametrina. Ya que estadísticamente no se pudo determinar una diferencia significativa en la 

abundancia relativa de dichos géneros, entre la cepa resistente y cepa susceptible a deltametrina.  

 

Se sabe que, durante la metamorfosis de larva a mosquito adulto, la mayor parte de la microbiota 

adquirida en el estadio larval no perdura al estadio adulto. Dado que, durante la pupación todo el 

contenido intestinal adquirido durante el estadio larval es purgado como medida para evitar la 

perpetuación de bacterias patógenas al estadio adulto. Por ende, parte de la microbiota que predomina en 

el estadio adulto proviene de aquellas bacterias presentes en el criadero, debido que al eclosionar el adulto 

ingiere parte del agua en la que la pupa se desarrolló (Moll et al., 2001). Las cepas de laboratorio fueron 

alimentadas con NESTUM 5 cereales, que posee como probiótico bacterias del género Bifidobacterium 

(Nestlé, 2018). Se esperaba que dicho género bacteriano fuera identificado dentro de la microbiota 

bacteriana del tracto digestivo de las cepas de laboratorio, dado a que se encontraba en el agua donde 

fueron criadas. No obstante, no fue observado dentro de la microbiota de las dos cepas evaluadas. Esto 

indica dos posibilidades, la primera que Bifidobacterium pudo ser adquirido durante el estadio larval, 

pero purgado durante la metamorfosis. Y como segunda posibilidad que los otros géneros observados, 

Figura 30, dominaron sobre Bifidobacterium. Posiblemente debido a una relación simbiótica, de mayor 

importancia, con An. albimanus. 

 

Si los géneros bacterianos más predominantes encontrados en las cepas de laboratorio no provinieron 

directamente de la alimentación brindada en el laboratorio, surge la posibilidad de que estos hayan 

provenido de campo y permanecido dentro de la microbiota del tracto digestivo de las cepas de 

laboratorio durante generaciones. Este argumento se respalda al observar que ciertos ejemplares de 

campo (5, 8, 9 y 11), Figura 30, presentaron una composición de su microbioma similar a la reportada 

en las cepas de laboratorio. En el caso de Ralstonia, se sabe que es un patógeno transmitido por el suelo 

que naturalmente infecta las raíces de diversas plantas, en especial solanáceas (Salanoubat et al., 2002). 

Probablemente la predominancia de Ralstonia en las cepas de laboratorio se deba a que en el criadero en 

en el que se recolectaron los mosquitos que darían inicio a la colonia RDelta (resistente a deltametrina) 

y Sanarate (susceptible a deltametrina), había plantas infectadas con Ralstonia. Conduciendo a que 

estuviera también presente en los cuerpos de agua donde se desarrollaron los mosquitos, a una 
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concentración suficiente para influenciar sobre la microbiota de los anofelinos y perdurar en condiciones 

de laboratorio. 

 

Aunque los argumentos mencionados anteriormente expliquen la presencia de Ralstonia en la 

microbiota bacteriana de la cepa resistente y cepa susceptible a deltametrina, no es posible explicar la 

predominancia de ciertas bacterias según datos cuantitativos de la ecología del sitio de colecta. 

Representando una limitación en el análisis de los datos obtenidos. En general en este estudio, no se 

aplicó una metodología que incluyera la toma y registro de variables ambientales que accedieran a 

describir la ecología de los criaderos. Por ende, la composición de la microbiota bacteriana observada en 

el tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus evaluados, solo puede ser explicada con base en 

características cualitativas que logran ser deducidas del registro fotográfico general que se tiene de los 

criaderos muestreados. Más en concreto, el enfoque ecológico solo puede ser abordado en las muestras 

de campo, puesto que para las cepas de laboratorio: cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a 

deltametrina, no se tiene registro de ningún tipo del sitio de colecta donde fueron tomados los anofelinos 

que dieron origen a estas dos colonias.  

 

En las muestras de campo, la composición de la microbiota bacteriana del tracto digestivo mostró 

diferentes resultados a los observados en las capas de laboratorio, Figura 30. La microbiota de la mayor 

parte de ejemplares se vio predominada por Elizabethkingia, seguido de Asaia. Lo cual concuerda con la 

ya reportado con anterioridad en diferentes especies de anofelinos (Wang et al., 2011; Ricci et al., 2012; 

Manguin et al., 2013; Villegas y Pimenta, 2014; Tchioffo et al., 2016). Esto se debe a que, tanto Asaia 

como Elizabethkingia, poseen transmisión transestadial.  Característica que les permite permanecer en 

la microbiota en todo el desarrollo del vector y, por tanto, ser de los géneros bacterianos que con 

regularidad se reportan como predominantes (Damiani et al., 2010; Damiani et al., 2008; Ngwa et al., 

2013). Algo a remarcar, según los resultados observados, es la representatividad de más del 90% de 

Elizabethkingia y Asaia en la microbiota bacteriana del tracto digestivo de más de la mitad de los 

ejemplares de campo, en particular para Elizabethkingia, bacteria ubicua. Posiblemente la predominancia 

de ambos géneros se deba a sus propiedades bactericidas y anti – parasitarias que les brinda una ventaja 

de competitividad simbiótica (Manguin et al., 2013; Ngwa et al., 2013). La cual pudo ser observada en 

los resultados y que posiblemente justifica la usencia de Wolbachia y baja representatividad de Pantoea 

en el grupo de campo. Géneros bacterianos reportados con regularidad como parte de la microbiota de 

anofelinos (Rani et al., 2009; Kambris et al., 2010; Iturbe-Ormaetxe et al., 2011; Lindh et al., 2008).  

 

Cabe mencionar que, entre los tres grupos evaluados, fueron evidentes géneros compartidos, como 

Acinetobacter, Burkholderia – Paraburkholderia, Klebsiella, Pseudomonas y Ralstonia. Planteando la 

posibilidad que dichos géneros bacterianos conformen la microbiota núcleo de An. albimanus. Sin 

embargo, es necesario que la deducción realizada sea validada cuantitativamente mediante principios 

estadísticos y matemáticos aplicados en algoritmos de programación. Pues microbiota núcleo únicamente 

puede ser definida por aquellos géneros bacterianos en los que se comprueba su presencia en, al menos, 

50% de las muestras (Caporaso et al., 2010). 
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A pesar de que la presencia de los géneros mencionados no pueden ser explicados cuantitativamente, 

desde un enfoque ecológico es posible argumentar el por qué estos géneros se comparten en los tres 

grupos estudiados. Evaluando la ecología del sitio de colecta en el que se muestrearon los ejemplares de 

campo, Figura 20, se puede observar que el cuerpo de agua (noria) donde se obtuvieron las larvas y 

pupas, estaba rodeado de vegetación con ciertas zonas áridas y lodosas. Es decir, materia orgánica que 

puede ser transformado en nutrientes, brindando el ecosistema ideal para que bacterias que son capaces 

de metabolizar los compuestos disponibles en suelos, agua y tejido vegetal, se reproduzcan y distribuyan 

fácilmente en ambiente. Lo cual es el caso de los saprófitos Acinetobacter, Burkholderia – 

Paraburkholderia, Klebsiella, Pseudomonas y Ralstonia, para los cuales se han reportado en diversos 

estudios, que forman parte de la rizosfera (Baumann, 1968; Izard et al., 1981; Salles et al., 2004; Jansson 

y Hofmockel, 2018).  

 

En tanto, es factible suponer que en el sitio de colecta existe un ecosistema de interacción dinámica 

entre raíces de plantas y microorganismos, como Acinetobacter, Burkholderia – Paraburkholderia, 

Klebsiella, Pseudomonas y Ralstonia, que permite que la presencia de dichos géneros en el ambiente sea 

representativa. A tal punto que colonizo los cuerpos de agua próximos, en este caso norias, logrando ser 

observada en la microbiota intestinal de los ejemplare de campo estudiados. A demás cabe remarcar que 

debido a que Acinetobacter, Burkholderia – Paraburkholderia, Klebsiella, Pseudomonas y Ralstonia 

fueron identificados como parte de la microbiota intestinal de los tres grupos de An. albimanus evaluados, 

es posible presuponer que la rizosfera microbiana establecida en el sitio de colecta donde se obtuvieron 

los anofelinos que dieron origen a la cepa resistente y cepa sucesible a deltametrina, presentó en su 

momento un microbioma similar al que posiblemente existe en el criadero en el que se recolectaron los 

ejemplares de campo. No obstante, a pesar de la deducción realizada con base en los resultados obtenidos 

y la literatura reportada, es necesario que lo que se menciona sea comprobado a través de un método 

científico. Por lo que se recomienda que, para sustentar el análisis ecológico, se muestre el suelo, agua y 

vegetación del sitio de colecta. Con el objetivo de identificar si realmente las suposiciones realizadas en 

este estudio son válidas.  

 

En general, en el presente estudio, todos los géneros representativos reportados como parte de la 

microbiota del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus, ya habían sido con anterioridad 

descritos en la microbiota intestinal de anofelinos (Djadid et al., 2011; Chavshin et al., 2012; 2014a; 

Villegas y Pimenta, 2014; Dada et al., 2018). Sin embargo, Burkholderia-Paraburkholderia, 

Cloacibacterium, Delftia, Elizabethkingia, Methylobacterium, Ralstonia y Sphingomonas son por 

primera vez reportados como parte de la microbiota de An. albimanus. Donde todas, a excepción de 

Elizabethkingia, han sido reportadas como degradadoras de insecticidas y/o compuestos orgánicos 

complejos. 

 

Es claro que los resultados mostrados en el presente estudio, de carácter exploratorio, dejan una 

puerta abierta para el planteamiento de investigaciones que permitan concretar el rol de cada género 

bacteriano dentro de la microbiota del intestino medio de An. albimanus y posibles aplicaciones en el 
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control del vector y manejo de resistencia a insecticidas. Particularmente en aquellas bacterias que 

mostraron un grado de representatividad en los tres grupos evaluados y que se ven vinculadas con 

degradación de insecticidas y/o compuestos complejos. 

 

C. Diversidad microbiana en y entre la microbiota bacteriana del tracto 

digestivo de hembras adultas An. albimanus de campo, resistentes a 

deltametrina y susceptibles a deltametrina 
 

Desde el análisis de abundancia relativa, fue evidente que la composición de la microbiota bacteriana 

del tracto digestivo de las muestras de campo divergía de la composición observada en las cepas de 

laboratorio: cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a deltametrina. Con el fin de visualizar 

gráficamente lo mostrado en el análisis de abundancia relativa, se procedió a realizar un agrupamiento 

UPGMA de las muestras, basándose en las similitudes encontradas entre las comunidades bacterianas 

asociadas a la microbiota de cada grupo analizado. Al observar la topología de la gráfica, se pudo ver 

que la cepa resistente a deltametrina y la cepa susceptible se agruparon en un mismo clúster, mientras 

que las cepas de campo formo un clúster evidentemente distante de las cepas de laboratorio. Demostrando 

que, en efecto, las cepas de laboratorio presentan una microbiota similar y que divergen en composición 

con las muestras de campo. 

 

Se sabe que la mayor parte de la microbiota en anofelinos adultos, está constituida por bacterias que 

el mosquito adquiere del entorno acuático al que se expone al eclosionar. Puesto que como se mencionó 

anteriormente, la mayor parte de la microbiota bacteriana intestinal que es adquirida en el estadio larval, 

se pierde en el proceso de pupación (Wotton, 1997). Por ende, el sitio de crianza tiene una influencia 

directa en el moldeamiento de la microbiota intestinal de los anofelinos. Si esto se toma en cuenta, era 

de esperar que la microbiota de las muestras de campo variaran con respecto a las de laboratorio. 

Acreditando las diferencias observadas al efecto que las condiciones de crianza, a las que fueron 

sometidas las muestras de campo (variantes) y cepas de laboratorio (controladas), ejercieron en el 

modelamiento de la composición de la microbiota intestinal de mosquitos (Boissière et al., 2012; 

Krajacich et al., 2018). 

 

Cabe notar que, cuando se evaluó la distribución de las cepas de campo por criadero en el gráfico 

UPGMA (Figura 31), fue evidente una correlación entre la composición de la microbiota y el sitio de 

colecta. Donde los ejemplares provenientes de Las Cruces muestran una microbiota similar a la 

microbiota de las muestras de laboratorio. Analizando lo encontrado es posible deducir que, como ya se 

ha mencionado, parte de la microbiota adquirida en campo es aún conservada de generación en 

generación en las cepas de laboratorio. Posiblemente por una fuerte relación simbiótica que permite el 

adecuado desarrollo del mosquito. Mostrando que, en cuanto a microbiomas bacterianos, las cepas de 

laboratorio no son completamente ajenas a las condiciones observadas en campo.  
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Si bien la composición de la microbiota bacteriana mostrada a través de gráficos permitió ver las 

similitudes y diferencias entre los grupos estudiados, lo observado quería ser interpretado a través de 

índices ecológicos de diversidad alfa y diversidad beta. De los análisis de diversidad alfa, se esperaba 

que los resultados indicaran que la diversidad de las muestras de campo predominara sobre la observada 

en las muestras de laboratorio. Debido a que los individuos de campo se encontraron, durante su 

desarrollo, expuestos a un microbioma bacteriano variante (Yadav et al., 2016). Sin embargo, los 

resultados mostraron que los individuos de campo se caracterizaron por presentar una microbiota rica y 

uniforme, pero con una diversidad menor a la que mostraron los individuos de laboratorio, Cuadro 10. 

Presumiblemente esto se deba a que, en más de la mitad de las muestras evaluadas, era evidente la 

predominancia de un solo género bacteriano. Aludiendo la posibilidad que, en campo, las bacterias que 

conforman la microbiota intestinal compiten por la adquisición de nutrientes. Debido a las limitaciones 

que naturalmente suceden en un ambiente aleatorio (Hibbing et al., 2010). Bajo este argumento, el 

resultado obtenido en los análisis de diversidad alfa toma un sentido lógico, que puede ser explicado por 

la falta de competitividad entre los individuos que conforman la microbiota del tracto digestivo de las 

cepas de laboratorio. Máxime, porque uno de los factores principales que induce la competitividad: 

limitación de nutrientes, es poco recurrente cuando se crían mosquitos en condiciones controladas, como 

los son las de laboratorio. 

 

Es claro que los índices de diversidad alfa evaluados mostraron valores que variaron entre las 

muestras de campo, cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a deltametrina. No obstante, tras un 

análisis estadístico, se comprobó que la microbiota bacteriana del tracto digestivo de los tres grupos 

estudiados no difieren en cuanto diversidad alfa. Comparando lo obtenido con lo reportado en la 

literatura, hasta el momento, se observaron discrepancias. En estudios, al comparar la diversidad alfa 

entre grupos de campo y grupos de laboratorio, es posible ver una diferencia significativa (Chavshin et 

al., 2012; Krajacich et al., 2018). En An. gambiae, encontraron que la composición bacteriana difería 

drásticamente entre aquellos individuos que fueron criados en laboratorio, de individuos que provenían 

de campo. Con mayor diversidad encontrada en los individuos de campo, que los individuos criados en 

condiciones controladas. Mostrando una diferencia significativa en los índices de diversidad alfa, no solo 

entre los ejemplares de campo y laboratorio, sino también entre los ejemplares que provenían de los 

diferentes puntos de colecta (Boissière et al., 2012).  

 

La razón por la que los índices de diversidad alfa no fueron capaces de demostrar una variación 

significativa en la diversidad del microbioma bacteriano entre las muestras de laboratorio y las muestras 

de campo, recae en el concepto ecológico en el cual este tipo de diversidad fue creado. La diversidad alfa 

se basa en medir la riqueza y/o abundancia de especies, como número de taxones, en una comunidad en 

específico (Jost, 2007b; Wetzel et al., 2012; Thukral, 2017). Los principios matemáticos y estadísticos 

en los que se basó la formulación de las ecuaciones no toman en cuenta si existe diferencias entre los 

taxones de una comunidad a otra, únicamente considera en base a diferentes criterios, el número de 

especies presentes. Si en los ecosistemas hay un número similar de especies, es probable que los índices 
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de diversidad alfa indiquen que no hay diferencia significativa, a pesar de que posiblemente la 

composición del microbioma sea diferente (Beck y Schwanghart, 2010; Morris et al., 2014). 

 

Claramente en el análisis de abundancia relativa, Figura 30, se observa que tanto las muestras de 

campo como las cepas de laboratorio, presentan una riqueza similar en cuanto a géneros bacterianos que 

conforman la microbiota del tracto digestivo. Observación que se respalda y justifica por los resultados 

obtenidos en el análisis de diversidad alfa. No obstante, dichos resultados no forzosamente indica que la 

composición del microbioma bacteriano entre las cepas de laboratorio y las muestras de campo es similar. 

Tras un análisis de diversidad beta, por el método UniFrac repesado, se mostró que el 45% de la variación 

de los datos se debía a la composición del microbioma bacteriano de las muestras de campo, cepa 

resistente a deltametrina y cepa susceptible a deltametrina. Es decir que, la diferencia en la composición 

de la microbiota bacteriana fue significativa hasta que se evaluó el grado de recambio de especies 

bacterianas entre las muestras de campo, cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a deltametrina. 

Permitiendo establecer, en base a un parámetro filogenético, el grado de diferenciación entre 

comunidades biológicas.  

 

Los análisis ecológicos permitieron detectar que las disimilitudes entre los grupos bajo estudio se 

debían principalmente a la composición del microbioma bacteriano y no a un factor de riqueza y/o 

abundancia. El gráfico PCoA, Figura 32, evidenció que el ambiente en el cual se criaron los anofelinos, 

fue el principal factor que influencio en moldeamiento del microbioma bacteriano. En tanto, la variación 

observada en los análisis de diversidad beta puede ser justificada por el ambiente de crianza donde los 

mosquitos se desarrollaron. Si se toma en cuenta que las cepas de laboratorio, cepa resistente a 

deltametrina y cepa susceptible a deltametrina, fueron criadas bajo el mismo ambiente controlado; 

mientras que las muestras de campo se criaron bajo un reflejo de la aleatoriedad encontrada en campo, 

era de esperar que la composición de la microbiota bacteriana entre las cepas de laboratorio fuera bastante 

similar y diferente de la composición observada en los ejemplares de campo.  

 

Implementar una metodología que permitiera evaluar la diversidad en y entre muestras de laboratorio 

y muestras de campo, permitió mostrar como el sitio de crianza, y los factores de estrés presentes, influye 

en la composición de la microbiota del intestino medio de mosquitos adultos. No obstante, con el alcance 

del presente estudio, no fue posible explicar de manera concreta y con datos cuantitativos los resultados 

obtenidos según la ecología de la fuente acuática nativa de cada uno de los grupos evaluados. Por lo que, 

para complementar los argumentos discutidos, es necesario que se investigue y formulen metodologías 

que faculten la medición de indicadores ambientales que briden una descripción de los sitios de colecta. 
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IX. CONCLUSIONES 
 

A. General 
 

La composición del microbioma bacteriano entre las muestras de campo y las cepa de laboratorio 

no mostro una variación significativa a nivel de diversidad alfa. Sin embargo, mediante el método 

UniFrac repesado, se identificó que el 45% de la variación significativa se debía al grado de recambio 

filogenético entre los géneros bacterianos presentes en la microbiota de las muestras de campo y los 

géneros bacterianos presentes en la microbiota de las cepas de laboratorio, cepa resistente a deltametrina 

y cepa susceptible a deltametrina. En específico, por la dominancia de Elizabethkingia en la microbiota 

de los ejemplares de campo recolectados en El Terrero. Señalando la influencia directa del sitio de crianza 

en el moldeamiento del microbioma bacteriano del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus. 

 

B. Específicas  
 

1. El proceso de extracción de ADN genómico logró ser optimizado al tratar las muestras con 

proteinasa K y Co-Precipitant Pink/ poliacrilamida lineal. 

2. Los géneros bacterianos Acinetobacter, Burkholderia – Paraburkholderia y Ralstonia fueron 

los más representativos, con más del 20% de proporción relativa, en la cepa resistente a 

deltametrina (RDelta) y la cepa susceptible a deltametrina (Sanarate). 

3. Se demostró mediante la prueba Mann-Whitney que la predominancia, en abundancia relativa, 

de Burkholderia – Paraburkholderia en la cepa resistente a deltametrina, es estadísticamente 

significativa. Sugiriendo la posibilidad de que la predominancia de dicho género en la cepa 

resistente se deba a su rol simbiótico en la degradación de deltametrina y por ende al 

establecimiento de resistencia. 

4. Los géneros bacterianos Elizabethkingia y Asaia fueron los más representativos dentro de las 

muestras de campo, representatividad de más del 90%, gracias a que se transmiten 

transestadialmente y poseen características bactericidas y antiparasitarias. 

5. En base al agrupamiento UPGMA se demostró visualmente que, en efecto, las cepa resistente a 

deltametrina y la cepa susceptible a deltametrina presentan una microbiota similar y que diverge 

en composición con las muestras de campo provenientes de la localidad El Terrero. En cambio, 

para las muestras de campo provenientes de la localidad Las Cruces, se encontraron ejemplares 

que se agruparon dentro del clúster de las cepas de laboratorio. Demostrando que la microbiota 

bacteriana del tracto digestivo de individuos de laboratorio, no esta totalmente aislada de la que 

caracteriza la microbiota del tracto digestivo de anofelinos de campo. 

.
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6. Entre los tres grupos evaluados, fue evidente la presencia de Acinetobacter, Burkholderia – 

Paraburkholderia, Klebsiella, Pseudomonas y Ralstonia. Aludiendo a que la rizosfera 

microbiana establecida en el sitio de colecta donde se obtuvieron los anofelinos que dieron 

origen a la cepa resistente y cepa sucesible a deltametrina, presento en su momento un 

microbioma similar al que posiblemente existe en el criadero en el que se recolectaron los 

ejemplares de campo.  

7. En este estudio, fueron reportados por primera vez Burkholderia-Paraburkholderia, 

Cloacibacterium, Delftia, Elizabethkingia, Methylobacterium, Ralstonia y Sphingomonas como 

parte de la microbiota del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus. Donde todos los 

géneros, a excepción de Elizabethkingia, han sido reportadas como degradadoras de insecticidas 

y/o compuestos orgánicos complejos. 

8. Los análisis ecológicos permitieron detectar que las disimilitudes entre las muestras de campo 

y cepas de laboratorio, cepa resistente a deltametrina y cepa susceptible a deltametrina, se 

debían a discrepancias en la configuración del microbioma y no a un factor de riqueza y/o 

abundancia. Recalcando la importancia del ecosistema del sitio de crianza en el establecimiento 

del microbioma bacteriano del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus.
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X. RECOMENDACIONES 
 

1. Corroborar, mediante un ensayo in vitro, implementando medios mínimos, si los géneros bacterianos 

identificados como potenciales degradadores de insecticidas en la microbiota del tracto digestivo de 

la cepa resistente a deltametrina, son capaces de utilizar deltametrina como única fuente de carbono. 

2. Realizar una búsqueda de resistencia a otros insecticidas en las muestras de campo, en vista que 

dentro de la microbiota bacteriana de dicho grupo, se identificaron géneros bacterianos que son 

capaces de degradas insecticidas de la familia de organofosforados, insecticidas de uso agrícola. 

3. Debido a la influencia directa del sitio de crianza en el moldeamiento del microbioma bacteriano de 

hembras adultas An. albimanus, se recomienda estudiar a mayor detalle, mediante metodologías que 

permita registrar parámetros bióticos y abióticos, la ecología de los criaderos ubicados en Las Cruces 

y El Terrero. 

4. Caracterizar, al igual que se realizó con la microbiota bacteriana, la microbiota fúngica que coloniza 

el tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus de campo y laboratorio. Con el fin de 

complementar y ampliar los resultados obtenidos en el presente estudio.
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XII. ANEXOS 
 

A. Procedimiento para elaboración de soluciones desinfectantes y buffer 

PBS 1X 
 

1. Preparación solución de etanol al 75%. Esta solución fue preparada cada vez que se 

realizó el proceso de disección. Es decir que, no fue utilizada más de una vez. Toda la cristalería 

implementada fue previamente autoclaveada, para asegurar que el procedimiento se llevara bajo 

condiciones estériles. 

 

En un tubo Falcon estéril, se diluyo 15mL de etanol absoluto, en 5mL de agua destilada estéril. El 

tubo se invirtió 6 veces, para homogenizar. La solución fue rotulada con la concentración, fecha y nombre 

del investigador responsable. 

 

2. Preparación de solución hipoclorito de sodio al 5%. Esta solución fue preparada cada 

vez que se realizó el proceso de disección. Es decir que, no fue utilizada más de una vez. Toda la 

cristalería implementada fue previamente autoclaveada, para asegurar que el procedimiento se llevara 

bajo condiciones estériles.  

 

En un tubo Falcon estéril, se diluyo 1mL de hipoclorito de sodio, en 19mL de agua destilada estéril. 

El tubo fue invertido 6 veces, para homogenizar. La solución fue rotulada con la concentración, fecha y 

nombre del investigador responsable.  

 

3. Preparación buffer PBS 1X. Para la preparación de 1L de buffer PBS 1X, se siguieron las 

indicaciones del Cuadro 11. Las sales fueron agregadas en un beaker de 1L, que contenía 800mL de agua 

destilada. Posteriormente las sales fueron diluidas con ayuda de un agitador magnético. Una vez las sales 

se disolvieron, se procedió a ajustar el pH de la solución a 7.4, utilizando una solución de HCl 1M y 

NaOH 1M.
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Cuadro 11. Gramos de sales que se requieren para realizar 1L de solución buffer PBS1X. 

Reactivo Cantidad  Con. final 1X 

NaCl 8.00g 137mM 

KCl 0.20g 2.7mM 

Na2HPO4 1.44g 10mM 

KH2PO4 0.24g 1.8mM 

 

Cuando el pH se estabilizo a 7.4, la solución fue transferida a una botella con tapadera de 1L. El 

volumen fue ajustado a 1L y se procedió a esterilizar en autoclave, a una temperatura de 121ºC por 20 

minutos. El buffer se dejó enfriar y se distribuyó en alícuotas de 50mL. Las cuales fueron rotuladas y 

almacenadas a 4ºC, hasta su uso. 

 

B. Amplificación de los dominios hipervariables V3 - V4 del gen 16S 

ARNr y preparación de biblioteca de secuenciación 
 

Los procedimientos que se detallan a continuación fueron realizados en el Laboratorio Nacional de 

Lawrence Berkeley (California, Estados Unidos), en la división de Earth Sciences, Ecology Department. 

En específico por el grupo de investigación bajo la dirección de Javier Ceja Navarro -PhD.  

 

Cabe remarcar que, aunque el procedimiento no se llevó a cabo directamente por mi persona, la 

metodología que se utilizó para trabajar las muestras fue aplicada durante una pasantía realizada en 

septiembre del 2017, adjunto carta de invitación. 
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Figura 33. Carta de invitación para pasantía en el Laboratorio Nacional Lawrence Berkeley. 

 
 

1. Metabarcoding y amplificación, por la PCR, de los dominios hipervariables V3 

- V4 del gen 16S ARN ribosomal. Previo al inicio del proceso de metabarcoding y amplificación, 

las muestras de ADN recibidas fueron purificadas mediante perlas magnéticas (como indica la sección 

dos de este segmento anexado) y cuantificadas mediante el flourómetro QuibitTM (ThermoFisher 

Scientific, número de catálogo: Q33226), siguiendo las indicaciones del manual técnico (Invitrogen, 

2016).  

 

Una vez purificadas y cuantificadas, se seguido con el procedimiento de metabarcoding y 

amplificación. El proceso fue realizado bajo un enfoque de barcoding de dos etapas (Herbold et al., 

2015). En la primera etapa, los dominios hipervariables V3 - V4 del gen 16S ARNr (~390pb) fuero 

amplificados por la PCR, mediante la adición de los cebadores modificados 515FB y 806RB  (Caporaso 

et al., 2011; Apprill et al., 2015; Parada et al., 2016). Los cuales poseían adaptadores compatibles con 

códigos de barras únicos, requeridos para llevar a cabo un proceso de secuenciación en la plataforma 

Illumina®. A continuación, se muestra una figura con la secuencia de los cebadores y sus respectivos 

adaptadores. 
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Figura 34. Secuencia de los cebadores 515FB y 806FB, listados en orientación 5 '→ 3'. 

 

 

La amplificación de los dominios hipervariables V3 - V4, se realizó en los primeros 25 ciclos de un 

programa de PCR de 30 siclos. La segunda etapa del enfoque dio inicio, cuando en el ciclo 25 se pauso 

el programa y las muestras fueron removidas del termociclador. Una vez el plato fue removido, se agregó 

a cada reacción 5µL de los cebadores (5µM) que contenían los códigos de barras. Cada código de barra 

consistió en 16pb, los cuales poseían al final del extremo 5´ un código de barra de 8pb, la cual fue 

diseñada por Javier Ceja-Navarro. Tomando como base lo reportado en Hamady y colaboradores 

(Hamady et al., 2008).  

 

El plato de la PCR fue retornado al termociclador para completar los 30 ciclos estandarizados. Cada 

reacción de PCR fue realizada con un volumen inicial de 45µL en la primera etapa, finalizando con un 

volumen de 50µL en la segunda etapa. Las reacciones de la PCR en la primera etapa fueron montadas 

utilizando Titanum® Taq PCR polimerasa (CLONTECH, número de catálogo: 639209), como se 

muestra a continuación. 
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Cuadro 12. Receta para el montaje de la reacción en cadena de la polimerasa empleada para la amplificación de 

los dominios hipervariables V3 - V4. 

Reactivo Concentración final Volumen requerido para una 

reacción (µL) 

Agua DPC - 30 

Titanum® Taq buffer 10X 5 

dNTP´s mix 0.2mM 1 

Cebador 515FB 0.2µM 1 

Cebador 806RB 0.2µM 1 

Albumina de suero 

bovino 
0.1mg/mL-1 1 

Titanium Taq® 

polimerasa 
1U 1 

ADN  5ng 5 

 

Las condiciones completas del programa de la PCR, se muestran a continuación. 

 

Cuadro 13. Parámetros para el programa de la PCR, para la amplificación de los dominios hipervariables V3 - 

V4. 

Primera etapa 

Temperatura  Tiempo  

95ºC 1 min 

95ºC 15 seg 

68ºC 1 min 

20ºC 1 min 

Segunda etapa 

95ºC 15 seg 

68ºC 1 min 

68ºC 3 min 

4ºC Hold 

 

Para mayor claridad del flujo de trabajo a continuación se presenta un diagrama con los puntos 

importantes. 
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Figura 35. Parámetros para el programa de la PCR, para la amplificación de los dominios hipervariables V3 - 

V4. 

 

 

2. Purificación, con perlas magnéticas, de los amplicones V3 - V4 del gen 16S 

ARN ribosomal. Los amplicones V3 - V4 resultantes del proceso de amplificación por la PCR, fueron 

purificados con perlas magnéticas (Sigma – Aldrich, número de catálogo: GE17152104010150) de la 

siguiente manera: 1.2 volúmenes de perlas magnéticas lavadas fueron agregadas a cada pozo del plato 

de la PCR. Posteriormente, las muestras fueron incubadas por 10 minutos, mezclando por pipeteo cada 

2 minutos. Una vez realizado esto, la placa fue colocada en un soporte magnético e incubada a 

temperatura ambiente por 2 minutos. El sobrenadante resultante fue removido por pipeteo. Por último, 

las muestras fueron lavadas con etanol 80% grado molecular dos veces, manteniendo la placa en el 

soporte magnético. 

 

Posterior al último lavado, las muestras se dejaron abiertas por 5 minutos, con el fin de evaporar el 

etanol remanente. Una vez evaporado el etanol, sin dejar que el pellet se secara por completo, el plato 

fue retirado del soporte magnético. Se añadió 30µL de agua DEPC, mezclando por pipeteo. Las muestras 

se dejaron incubando por 1 minuto y luego fueron colocadas de nuevo en el soporte magnético, para 

completar el último período de incubación de 2 minutos. 

 

Las perlas magnéticas fueron separadas de la solución de ADN, transfiriendo el sobrenadante a una 

nueva placa de la PCR. Las concentraciones resultantes de dicho procedimiento fueron determinadas 

mediante fluorometría, utilizando QuibitTM (ThermoFisher Scientific, número de catálogo: Q33226). En 
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base a los resultados, cantidades equimolares de los productos de la PCR fueron agrupados y mandados 

a secuenciación. La biblioteca de secuenciación estaba constituida por un pool normalizado a una 

concentración final de 2ng por muestra, presentando una concentración final de 10ng/µL. El control de 

calidad se llevó a cabo por la empresa que realizó la secuenciación: GENWIZ. Para mayor claridad del 

flujo de trabajo a continuación se presenta un diagrama con los puntos importantes. 

 

Figura 36. Procedimiento purificación, con perlas magnéticas, de los amplicones resultantes de la amplificación 

de la región hípervariable V3 - V4 del gen 16S ARN ribosomal. 

  

 

C. Cuantificación de la concentración de ADN genómico resultante del 

proceso de extracción, previo y posterior a un tratamiento de 

purificación con perlas magnéticas 
 

La cuantificación de la concentración de ADN genómico previo y posterior al proceso de 

purificación con perlas magnéticas, permitió verificar si los contaminantes que no lograron ser 

eliminados en el proceso de extracción, fueron removidos con éxito. Los resultados mostraron una 

disminución de, por lo menos, dos decenas con respecto al punto decimal. Indicando que, en efecto, el 

proceso de purificación fue eficiente para aislar el ADN genómico de contaminantes del proceso de 
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extracción (ej. guanidina). Asegurando pureza y por ende, su aplicación en procesos demandantes, como 

lo es la secuenciación por Illumina®. 

 

Cabe recalcar que la cuantificación de la concentración de ADN genómico, previo al proceso de 

purificación, fue realizada con NanoDropTM One (espectrofotometría). Mientras que la cuantificación de 

la concentración de ADN genómico, posterior al proceso de purificación, fue realizada QuibitTM 

(fluorometría).  

 

Cuadro 14. Concentración de ADN genómico, extraído del tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus, 

previo y posterior a tratamiento de purificación con perlas magénticas. 

Grupo de muestra 

trabajada 

Identificación de la 

muestra 

Concentración ADN genómico (ng/µL) 

Previo a 

purificación  

Posterior a 

purificación 

Cepa susceptible 

(Sanarate) 

SDT_1 29.30 1.39 

SDT_2 32.60 1.93 

SDT_3 40.50 1.14 

SDT_4 23.20 0.88 

SDT_5 27.30 1.28 

SDT_6 27.40 1.31 

SDT_7 32.80 1.22 

SDT_8 22.10 0.70 

SDT_9 28.40 2.84 

SDT_11 36.30 2.00 

C- 6.30 <0.02 

Cepa resistente 

(RDelta) 

RDT_1 33.90 2.14 

RDT_2 35.30 2.06 

RDT_3 27.30 1.35 

RDT_4 31.90 2.20 

RDT_5 28.80 1.49 

RDT_6 32.10 1.47 

RDT_7 38.80 1.83 

RDT_8 30.30 1.54 

RDT_9 27.40 1.19 

RDT_10 22.60 1.58 

C- 11.50 <0.02 

Muestras de campo WDT_1.3 6.50 0.79 

WDT_1.4 3.30 0.33 

WDT_1.5 12.00 1.08 

WDT_1.7 4.30 0.43 

WDT_1.8 4.20 0.26 

WDT_1.9 7.20 1.10 

WDT_1.10 10.40 0.82 

WDT_1.11 5.00 0.48 

WDT_1.12 5.10 0.22 

WDT_1.22 5.70 0.48 

WDT_2.1 32.80 0.68 

WDT_2.2 33.10 0.78 
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Grupo de muestra 

trabajada 

Identificación de la 

muestra 

Concentración ADN genómico (ng/µL) 

Previo a 

purificación  

Posterior a 

purificación 

WDT_2.3 31.00 0.99 

WDT_2.4 38.70 0.83 

WDT_2.5 27.50 0.79 

WDT_2.8 49.00 0.48 

WDT_2.10 39.20 1.25 

WDT_2.12 20.60 0.31 

WDT_2.13 29.60 0.64 

WDT_2.14 21.90 0.35 

WDT_2.15 21.20 0.57 

WDT_2.17 22.10 0.30 

WDT_2.18 28.30 1.17 

WDT_2.20 41.40 1.36 

WDT_2.21 31.80 1.09 

C- 11.00 <0.02 

 

D. Cuantificación de la concentración de amplicones, región hipervariable 

V3-V4 del gen 16S ARNr, resultantes del proceso de amplificación y 

metabarcoding  
 

La concentración de los amplicones con los códigos de barras, fue cuantificada empleando QuibitTM, 

posterior a un proceso de purificación con perlas magnéticas. Removiendo cebadores, dNTP´s en exceso, 

enzimas y buffers. Las mediciones de la cepa susceptible y cepa resistente a deltametrina, fueron 

realizadas empleando un volumen de 1µL por muestra. En el caso de la muestra de campo, las mediciones 

fueron realizas empelando un volumen de 5µL.  Los valores obtenidos ayudaron a determinar cuánto 

volumen de cada muestra era necesario agregar a la biblioteca de secuenciación, para alcanzar una 

concentración final normalizada de 2ng/µL por muestra.  

 

Cuadro 15. Concentración de amplicones, región hipervariable V3-V4 del gen 16S ARNr, resultantes del proceso 

de amplificación y metabarcoding. 

Grupo de muestra 

trabajada 

Identificación de la 

muestra 

Concentración 

amplicones (ng/µL) 

Cepa susceptible 

(Sanarate) 

SDT_1 1.53 

SDT_2 1.19 

SDT_3 1.37 

SDT_4 1.04 

SDT_5 1.68 

SDT_6 5.82 

SDT_7 1.52 

SDT_8 1.17 

SDT_9 0.90 

SDT_11 2.68 

C- 0.61 
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Grupo de muestra 

trabajada 

Identificación de la 

muestra 

Concentración 

amplicones (ng/µL) 

Cepa resistente 

(RDelta) 

RDT_1 1.05 

RDT_2 0.80 

RDT_3 0.78 

RDT_4 0.95 

RDT_5 0.82 

RDT_6 1.00 

RDT_7 1.03 

RDT_8 0.91 

RDT_9 1.09 

RDT_10 0.83 

C- 1.01 

Muestras de campo WDT_1.3 0.73 

WDT_1.4 1.17 

WDT_1.5 1.18 

WDT_1.7 0.84 

WDT_1.8 1.37 

WDT_1.9 0.73 

WDT_1.10 0.87 

WDT_1.11 0.83 

WDT_1.12 0.92 

WDT_1.22 0.98 

WDT_2.1 0.68 

WDT_2.2 0.78 

WDT_2.3 0.99 

WDT_2.4 0.83 

WDT_2.5 0.79 

WDT_2.8 0.48 

WDT_2.10 1.25 

WDT_2.12 0.31 

WDT_2.13 0.64 

WDT_2.14 0.35 

WDT_2.15 0.57 

WDT_2.17 0.30 

WDT_2.18 1.17 

WDT_2.20 1.36 

WDT_2.21 1.09 

C- <0.02 

 

E. Control de calidad biblioteca de secuenciación  
 

Como primer parámetro de control de calidad, se realizó un gel de electroforesis por capilaridad, 

empelando el sistema High Sensitivity D1000 ScreenTape. La columna (A1) retribuye a la escalera 

electrónica y columna (B1) a la biblioteca de secuenciación. La banda más intensa y con mejor resolución 

corresponde a los amplicones que conforman en mayor parte la biblioteca, señalada en la Figura 37. En 

referencia a la escalare calibrada, la biblioteca está constituida mayormente por amplicones que poseen 
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un tamaño aproximado de 350pb, presentando una diferencia de 40pb de lo esperado (~390pb). En cuento 

a la concentración, se estimó que esta era aproximadamente de 305pg. 

 

Figura 37. Gel de electroforesis, empleando sistema High Sensitivity D1000 ScreenTape®, de la biblioteca 

de secuenciación. 

 
 

Para respaldar los resultados observados en el gel de electroforesis por capilaridad, se procedió a 

generar el electroferograma. Las señales mostradas, cinco en total, correspondieron con el número de 

bandas observadas. Donde las unidades de fluorescencia captadas por el equipo, corresponden con la 

intensidad y resolución de las bandas observadas en el gel. Las señales rotuladas como lower y upper, 

son los marcadores electrónicos colocados automáticamente por el equipo High Sensitivity D1000 

ScreenTape, por lo que no corresponden a señalas emitidas por la biblioteca de secuenciación. 

 

La señal con mayor fluorescencia, que corresponde a la banda más intensa observada en el gel, 

muestra un tamaño de 327pb y una concentración de 407pg/µL. Al integrar el área bajo la curva, realizado 

por el equipo, se obtuvo una molaridad de 1910pmol/L, Figura 38. Ratificando de nuevo, que la mayor 

parte de los amplicones que constituyen la biblioteca de secuenciación, poseen alrededor de 327pb y una 

concentración de 407pg/µL. Unido a la base de dicha curva, se pueden observar dos señales a 227pb y 

449pb, que corresponden a las bandas tenues que fueron observadas cerca de la banda de mayor 

intensidad. Debido a la proximidad de las señales con la curva con mayor fluorescencia, ambas señales 

se consideraron como parte de la biblioteca de secuenciación. Por lo que se procedió a realizar una 

integración del área bajo la curva de las tres señales juntas, para determinar la concentración, molaridad 

y tamaño total de la biblioteca.   

 

Respecto a las señales emitidas a 670pb y 75pb, de una concentración - molaridad de 11.2pg/µL – 

25.6pmol/L y 13.1pg/µL – 270pmol/L, respectivamente, corresponden a la primera y última banda (de 

arriba hacia abajo) observadas en el gel de electroforesis, Figura 38. La señal a 670pb también fue 

incluida en la integración del área bajo la curva, para determinar la concentración, molaridad y tamaño 
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total de la biblioteca de secuenciación. Con el fin de tomar en cuenta todos los amplicones generados en 

la preparación de la biblioteca.  

 

Al integrar el área bajo la curva, Figura 39, del área comprendida entre 178pb y 873pb, se obtuvo 

que la biblioteca de secuenciación posee un tamaño promedio de 354pb, una concentración promedio de 

367pg/µL y una molaridad promedio de 2950pmol/L. Mostrando un buen perfil que concuerda con lo 

esperado y que satisface los parámetros de secuenciación: concentración de ~340pg/µL, molaridad igual 

o mayor a 1.8pmol/L y amplicones de menos de 400pb. Ayudando a confirmar y validar que la biblioteca 

era apta para proceder a ser secuenciada en la plataforma MiniSeq de Illumina®. 
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F. Metadatos gráfico abundancia relativa 
 

El gráfico de abundancia relativa representa la proporción relativa de cada género bacteriano 

encontrados en el tracto digestivo de hembras adultas An. albimanus, en base al total de la microbiota 

bacteriana identificada. Visualmente la representación de las proporciones en el gráfico, Figura 30, no 

permiten determinar con exactitud la abundancia relativa de los géneros bacterianos encontrados. En 

especial, cuando los géneros tienen menos del 1% de representatividad. Por ende, a continuación, se 

presenta los metadatos utilizados para generar la Figura 30, que consisten en los porcentajes de 

proporción relativa de cada uno de los géneros identificados en los tres grupos de estudio evaluados, 

Cuadro 16. Ayudando así, a la comprensión e interpretación de los resultados descritos en la sección de 

Resultados – Composición de la microbiota bacteriana.  

 

Aquellos géneros bacterianos que tuvieron menos del 1% de representatividad en los tres grupos 

evaluados, se consideraron no determinantes para describir la microbiota bacteriana del tracto digestivo 

de hembras adultas An. albimanus. Por lo que, a lo largo del estudio, no fueron avocados. 

 
Cuadro 16. Abundancia relativa, en porcentaje, de los géneros bacterianos identificados como parte de la 

microbiota del tracto digestivo de ejemplares hembras adultas An. albimanus de campo, ejemplares susceptibles a 

deltametrina y ejemplares resistentes a deltametrina.  

Género bacteriano Cepa resistente 

(RDelta) 

Cepa susceptible 

(susceptible) 

Muestras de campo  

Acinetobacter 20.40% ± 0.18  14.01% ± 0.09 6.28% ± 0.12 

Asaia 0.25% ± 0.00 0.60% ± 0.01 13.72% ± 0.27 

Bradyrhizobium 1.05% ± 0.01 1.11% ± 0.01 0.07% ± 0.00 

Burkholderia-

Paraburkholderia 
42.73% ± 0.18 24.76% ± 0.17 8.55% ± 0.14 

Chitinophagaceae 0.10% ± 0.00 0.55% ± 0.01 0.08% ± 0.00 

Cloacibacterium 1.21% ± 0.01 0.13% ± 0.00 0.11% ± 0.00 

Corynebacterium 1.14% ± 0.01 0.09% ± 0.00 0.06% ± 0.00 

Delftia 1.28% ± 0.01 0.65% ± 0.01 0.23% ± 0.00 

Elizabethkingia 0.78% ± 0.00 0.86% ± 0.00 53.50% ± 0.47 

Klebsiella 3.48% ± 0.02 1.50% ± 0.01 2.85% ± 0.10 

Lawsonella 1.15% ± 0.01 0.10% ± 0.00 0.03% ± 0.00 

Leuconostoc 0.03% ± 0.00 0.04% ± 0.00 0.06% ± 0.00 

Methylobacterium 1.09% ± 0.01 1.01% ± 0.01 0.18% ± 0.00 

Micrococcus 0.13% ± 0.00 0.10% ± 0.00 0.03% ± 0.00 

Pantoea 0.08% ± 0.00 0.08% ± 0.00 1.08% ± 0.02 

Prevotella  0.16% ± 0.00 0.10% ± 0.00 0.16% ± 0.00 

Pseudomonas 2.28% ± 0.02 2.01% ± 0.01 3.44% ± 0.05 

Ralstonia 19.44% ± 0.22 47.61% ± 0.28 6.78% ± 0.14 

Rhizobium 0.25% ± 0.01 0.05% ± 0.00 0.02% ± 0.00 

Serratia 0.11% ± 0.00 0.05% ± 0.00 1.87% ± 0.06 

Sphingobacterium 0.00%  0.58% ± 0.02 0.13% ± 0.06  

Sphingobium 0.90% ± 0.02 0.25% ± 0.00 0.06% ± 0.00 

Sphingomonas 1.26% ± 0.01 2.35% ± 0.02 0.59% ± 0.01 

Staphylococcus 0.69% ± 0.01 0.66% ± 0.01 0.14% ± 0.00 

 


